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PREFACIO

Nessa virada do século, a populagdo mundial atingiu a cifra dos seis bilhdes de
habitantes. Embora em ritmo menos acentuado que nos periodos anteriores, ela vai
continuar aumentando e, conseqientemente, a demanda por alimentos vai também
aumentar. A area de solo cultivavel disponivel no nosso planeta é limitada e novas
fronteiras agricolas estdo cada vez mais escassas. Para suprir as necessidades da
populacdo mundial, a solugéo é o aumento de produtividade e isso tem que ser conseguido
sem prejudicar o cmbiente.

A espécie humana, para obter alimentos, esta em constante competicdo com
pragas e moléstias. Estima-se que existam mais de 7 milh8es de espécies de insetos e
cerca de 2 milhdes de espécies de microrganismos, principalmente fungos. Se apenas
1 % dessas espécies competir na busca de alimentos com a populagdo humana, cerca de
100.000 pestes poderéo prejudicar a agricultura e a pecuaria, sendo esta uma estimativa
extremamente conservadora.

Certamente, os produtos quimicos ou agroquimicos tém sido eficientes no controle
de pestes agricolas. No entanto, sdo bastante conhecidos os problemas resultantes de
seu uso constante e, muitas vezes, indiscriminado. Dentre eles, os principais séo os
efeitos danosos causados ao ambiente, afetando os seres vivos e causando desequilibrios
biolégicos e a emergéncia de resisténcia em suas espécies-alvo, tornando o tratamento,
em muitos casos, ineficaz e anti-econémico. A ordem mundial clama a producéo de
alimentos mais baratos e de melhor qualidade, sem destruir o ambiente.

Uma alternativa viavel e extremamente racional e elegante é a utilizacdo em
maior escala do controle biolégico, especialmente em paises em desenvolvimento,
carentes de recursos financeiros e possuidores de vastas areas agriculturaveis, como é
0 caso do Brasil. Felizmente, a necessidade do desenvolvimento de mais pesquisas sobre
controle biolégico, para atender as demandas atuais e, principalmente, futuras tem sido
sentida em nosso pais. Um grupo cada vez maior e bastante competente de pesquisadores
brasileiros vem se dedicando ao assunto. Os resultados obtidos sdo muito animadores e

o Brasil é atualmente um dos lideres mundiais no controle biolégico na agricultura, néo



sO pelas vastas areas agricolas em que sao aplicados produtos biolégicos, substituindo
parcial ou totalmente os produtos quimicos.

O volume | da publicagdo "Controle Biol6gico" mostrou, em seus 8 capitulos, a
potencialidade da area e parte da competéncia técnico-cientifica ja instalada no pais. No
entanto, essa foi apenas uma timida faceta do que ja existe sobre controle biolégico no
mundo e no Brasil. A alta demanda pela publicagdo também revelou que existe um
grande numero de interessados em controle bioldgico, desde estudantes de graduacéo,
extensionistas e agricultores, o que mostra o grande interesse e aceita¢gdo do uso de
biopesticidas. Essa demanda nos fez publicar o volume 2 da série Controle Biolégico, no
qual serao abordados outros aspectos importantes, desde processos inteligentes de
controle visando a um equilibrio saudavel entre plantas cultivadas e pragas e moléstias,
até capitulos mais especificos sobre controle de nematéides, carrapatos, vetores de
doencas tropicais, fitopatégenos e a utilizacdo de novas espécies no controle bioldgico.

Mais uma vez, espera-se que a publicacdo estimule e favoreca a entrada de
mais pessoas atuantes em controle biolégico, desde aqueles que atuam criando novos
processos e produtos para o biocontrole, até aqueles que, no outro extremo, aplicam os
produtos gerados, contribuindo para uma agricultura mais saudavel e racional.

Como no prefacio do volume |, agradecemos aqui a valiosa colabora¢céo dos
autores convidados para a elaboracéo dos diversos capitulos da presente publicagao.
Seu espirito de colaboracéo, aliado a uma alta competéncia, tornou possivel completar
a editoracdo em tempo relativamente curto. Também agradecimentos séo devidos ao
inestimavel apoio da equipe técnica da Embrapa Meio Ambiente: Deise Maria Fontana
Capalbo, Regina L. Siewert Rodrigues, Maria Amélia de Toledo Leme e Maria Cristina

Tordin.

Itamar Soares de Melo

Jodao Lucio de Azevedo
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CONTROLE BIOLOGICO DE VETORES

DE DOENCAS TROPICAIS UTILIZANDO
BACILLUS ENTOMOPATOGENICOS

Leon Rabinovitch
Claudia Maroja Brazédo e Silva
Regina Santos de Azevedo Alves

INTRODUCAO
Principais Bacillus entomopatogénicos e suas caracteristicas

Dentre as bactérias dotadas de entomotoxinas e capazes de produzir
infeccdo e/ou intoxicagdo em insetos, as espécies Bacillus thuringiensis e Bacillus
sphaericus ganharam notoriedade nos meios cientifico e industrial, uma vez que algumas
linhagens puderam ser empregadas como principios ativos de preparacdes
industrializadas, como inseticidas de pragas florestais e agricolas, ou de vetores de
doencas para o0 homem e animais (Rabinovitch, 1 998a; Rabinovitch, 1 997). A espécie
B. thuringiensis possui linhagens que sao letais para diferentes ordens de insetos,
como Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Barjac & Frachon, 1990; Nicolas, 1 992).

De conformidade com Claus & Berkeley (1986), o B. thuringiensis Berliner
191 5 é Gram-positivo, sobretudo nas fases iniciais de cultivo, possui metabolismo
aerdbico, podendo crescer também em anaerobiose em meios de cultura especiais
contendo substancias redutoras, como o formaldeido sulfoxilato de sddio e o tioglicolato
de sédio. A D-glucose é usada como fonte de carbono e energia, assim como a L-

arabinose, D-xilose e D-manitol; algumas cepas utilizam a sacarose. A hidrdlise do
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amido, gelatina e caseina sao caracteristicas da maioria das linhagens inseridas na
espécie.

As células do B. thuringiensis séo largas, medindo de 1//m a |,2//m e de
3/vm a 5/tm de comprimento. A célula-mé&e contendo o esporo (esporangio ou endosporo)
nao apresenta os envoltorios celulares distendidos (células inchadas), sendo os esporos
predominantemente elipsoidais* e centrais. Em geral, os esporos da espécie suportam
75°C durante 10 minutos (observacdo dos autores). A espécie possui, também, como
caracteristica importante, a presenca do corpo paraesporal, ou seja, uma glicoproteina
sélida, proxima do esporo, envolvida ou nao pela membrana do exosporium, que ocorre
com formas geométricas variadas (Tabela 1). E também conhecido como d-endotoxina
ou cristal de protoxina. O corpo paraesporal é o precursor dos peptidios, que vém a
ser as diferentes toxinas entomopatogénicas.

Tanto o B. thuringiensis como o B. sphaericus produzem um esporo por
célula. O esporo pode ser langcado no meio de cultura apés a lise da célula e se mostra
altamente refringente sob microscopia de contraste-de-fase, quando é chamado de
esporo livre, maduro, sendo rico em acido dipicolinico, componente que na forma de
sal de calcio desempenha papel na termorresisténcia e que nao é encontrado na
forma vegetativa. Os esporos sao altamente resistentes ao efeito letal do calor,
dessecacdo e a muitos tipos de substancias desinfetantes, o que permite sua
permanéncia na natureza, principalmente no solo, em estado de dorméncia por longos
periodos e, em alguns casos, por séculos (Slepecky & Leadbetter, 1983; Seaward,
1976; Sneath, 1962).

Ja a espécie B. sphaericus Neide 1904 é descrita por Claus & Berkeley
(1 986) como constituida por células Gram-positivas, aerébicas, que ndo utilizam a
D-glucose, L-arabinose, D-xilose, D-manitol e D-sacarose. Algumas linhagens hidrolisam
a caseina e ndo o amido, mas hidrolisam a gelatina, mais que 90% da populagéo,
segundo Oliveira & Rabinovitch (1998). Entretanto, a espécie pode utilizar o glicerol
como fonte de carbono e energia (Klein et al., 1 989).

As células do B. sphaericus sdao menos largas que aquelas do B.

Em muitas linhagens podem apresentar a forma cilindrica de modo predominante
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thuringiensis (0,6pm a 1pm), mas podem ser mais delgadas (1,5//m-5pm). O esporo é
predominantemente esférico, dilatando nitidamente o esporangio, sugerindo a forma
de uma raquete de ténis - forma em plectridio ja que a sua posi¢do no esporangio é
terminal. Na espécie, 0s corpos para-esporais e esporos estido envolvidos pela
membrana do exosporium (Silva et al., 1 998; Davidson & Myers, 1981). Em geral, os
esporos suportam 80° C durante 1 2 minutos (observacédo dos autores) e ndo séo

inibidos pelo acetato, propriedade que é utilizada para facilitar o seu isolamento (Travers

FIGURA 1. Micrografia eletrdnica do esporangio de B. sphaericus 2362, podendo ser
visualizado o corpo paraesporal (cp) e o esporo, envolvidos pelo exosporio (ex).

Foto cedida por Katia Regina Araudjo da Silva e Maria Nazareth Leal de Meirelles, Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

TABELA 1. Correlagdo entre a forma de algumas protoxinas de B. thuringiensis e o
grupo de insetos susceptiveis

FORMAS DOS CRISTAIS DE PROTOXINAS '«"») INSETOS SUSCEPTIVEIS
Cry 1 bi-piramidal L

Cry 2 cuboidal L/D ou L .
Cry 3A plano-retangular Cc

Cry 3B irregular C

Cry 4A; Cry 4B esférica D

Cry 11 A romboidal D

(a) Dependem da composicéo da proteina.

(b) Schnepf et al. (1998).

(c) Baseado em Gill et al. (1992).

L= lepidopteros, C= coleodpteros eD = dipteros.
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O Advento do Bacillus thuringiensis sorovar israelensis

Nos cinco primeiros anos da década de 70, enquanto se conheciam apenas
1 3 subespécies - hoje sorovares - de Bacillus thuringiensis, os quais se relacionavam
com cepas dotadas de atividades toxicas contra lagartas de lepidoptera, mas pouca
ou nenhuma toxicidade para larvas de diptera, Goldberg & Margalit (1977) anunciaram
uma bactéria esporulada que demonstrou atividade toxica contra Anopheles sergentii
Theobald, Uranotaenia unguiculata Edwards, Culex univitattus Theobald, Aedesaegypti
Linnaeus e Culex pipiens Linnaeus. O isolamento da bactéria deu-se em agosto de
1976, quando Margalit colheu a 4gua poluida de um charco localizado no Deserto de
Negev, nas proximidades do Kibutz Zeelim, dgua esta que continha exclusivamente
larvas moribundas de Culexpipiens e adultos emergindo de pupas, "uma verdadeira
situacao de epizootia". Desse material, a partir da c6lonia ONR-60A derivaram todas
as culturas de B. thuringiensis "variedade" israelensis (Margalit & Dean, 1985).

A atividade bioldgica da bactéria matadora de mosquitos era de 30 a
100 vezes superior & do Bacillus sphaericus cepa SSlI-1, conhecida como larvicida.
Copias da nova linhagem entomopatogénica foram remetidas para Huguette de Barjac
do Instituto Pasteur de Paris, através da Organizacdo Mundial da Saude, em cujo
laboratdrio a linhagem foi identificada como Bacillus thuringiensis sorotipo H-14 e
onde recebeu ainda o nome de "subespécie" israelensis (Barjac, | 978).

A primeira coletanea de informag¢des com extensas abordagens sobre o
B. thuringiensis sorovar israelensis foi feita por Margalit & Dean (1985), e dela
mencionam-se algumas caracteristicas. A bactéria é toxica para praticamente todas
as larvas de mosquitos e simulideos, sendo assinaladas por esses autores 72 espécies
de mosquitos sensiveis: Anopheles (21 espécies), Aedes (21), Culex (17), Culiseta
(5), Limatus (2), Uranotaenia (1), Psorophora (1), Mansonia (1), Armigeres (1),
Trichoprospon (1) e Coquilletidia (1). Com relagéo aos borrachudos, a atividade efetiva
foi assinalada contra Simulium (14 espécies), Cnephia (2), Prosimulium (1),
Austrosimulium (2), Eusimulium (1), Odogmia (1) e Stegoptera (1).

Duas espécies de chironomidios e uma espécie de dixidio mostraram-se
suscetiveis, porém em dosagens duas ordens de magnitude superiores em relagéo as

requeridas para matar larvas de Culicidae. Todos os organismos nao-alvo cultivados
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em associacdo com larvas de mosquitos ndo se mostraram prejudicados pelo Bacillus
thuringiensis "subespécie" israelensis (Margalit & Dean 1 985). Quando cristais de
protoxinas, ou preparacdes destas, solubilizadas, foram administradas em mosquitos
adultos via anus como enema, a DL50(dose letal que provoca 50% de mortalidade) foi
de 0,21 |lg/ml e 0,01 |LIg/ml, respectivamente.

De acordo ainda com a revisdo mencionada, as proteinas protoxinas do
Bacillus thuringiensis "subespécie" israelensis sdo sintetizadas quando um plasmidio
de 72MDa estéa presente. Os cristais de protoxina solubilizados sao altamente lesivos
para culturas de tecidos, e hemoliticos e letais para camundongos recém-nascidos,
quando injetados via peritoneal, mas nao quando administrados "per os". Entretanto,
em virtude da sua especificidade, o sorovar israelensis é marcantemente seguro para
seres nao-alvo, incluindo o homem.

Cerca de 240 toneladas de preparacgdes inseticidas a base da
"subespécie" israelensis foram utilizadas no Oeste da Africa, em 1982, sem causar
um unico efeito adverso, assim como nenhum efeito téxico para o homem foi observado
em mais de 23 anos de uso operacional. Com a aplicagdo em larga escala em nivel de
campo, Becker (1983) apud Margalit & Dean (1985) relatou que uma campanha de
controle de mosquitos foi realizada ao longo do Rio Reno, onde 750kg de preparacdes
inseticidas bacterianas em p6 foram aplicadas em 1 200ha e, também, 2250l de
inseticida bacteriano liquido concentrado foram usados em 2200ha, com excelentes
resultados. O controle de mosquitos como o da espécie Aedes vexans é realizado
ainda hoje no vale superior do Rio Reno, na Alemanha, com o Bacillus thuringiensis
sorovar israelensis, com igual sucesso (Becker & Reittich 1994, Becker & Ludwig
1983). Este mesmo autor, enfatiza o uso desta bactéria em formulagées livres de
esporos, na forma de pastilhas ou de granulos congelados, em programas de controle
do Anopheles sinensis na China ou Anopheles nigerrimus, An. sundaicus e An. albimanus

na Indonésia, Peru e Equador (Becker, 1 998).

O Bacillus thuringiensis e a sorologia flagelar
Muitas espécies do Género Bacillus sado dotadas de flagelos peritriquios

que conferem mobilidade a célula (Claus & Berkeley, 1986). Os flagelos séo constituidos
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principalmente de proteinas conhecidas por "flagelinas" e também antigeno "H", os
quais permitem a obtenc&o de anticorpos especificos.

Além disso, os antigenos "H" sdo estaveis, seguros e especificos como
foi visto para Bacillus thuringiensis (Barjac & Frachon 1 990). Os anticorpos obtidos
em anti-soros de animais, como o coelho, permitem realizar rea¢des de aglutinagao in
vitro que revelam fragBes antigénicas, proprias de espécies proximas, de uma so
espécie ou fracdes intra-especificas. Assim, facilitam a chamada classificacdo
sorolégica com base no conhecimento dos sorotipos. Esta classificacdo sera aliada as
outras propriedades dos Bacillus, como as citolégicas, bioquimicas, fisiolégicas e
genéticas, que auxiliardo a taxonomia complementarmente, determinando o sorovar,
este ultimo existindo dentro do sorotipo. Para exemplificar sorotipo e sorovar (Tabela
2), conhecem-se até agora 4 sorotipos 3a que sao os sorovares alesti (3a, 3c) kurstaki
(3a ,3b, 3c), sumioyoshiensis (3a, 3d) e fukuokaensis (3a, 3d, 3c,). Ja os sorotipos
12, 13 e 14 somente possuem um Unico sorovar cada, respectivamente thompsoni,
pakistani e israelensis.

Os antigenos somaticos dos envoltérios da célula bacteriana, ou antigenos
"O", ndo se prestam para ser aproveitados de modo pratico em B. thuringiensis, a
exemplo do que ocorre com o B. cereus, por ndo serem estaveis, seguros e especificos
como o antigeno "H" (Barjac & Frachon, 1990).

Trés espécies de Bacillus se destacam em estudos que usam classificagdes
complementares baseadas nos antigenos flagelares: B. cereus, B. sphaericus e B.
thuringiensis. No Laboratério de Bactérias e Fungos Entomopatogénicos do Instituto
Pasteur, de Paris, Centro Colaborado/ da Organizagdo Mundial da Saude, sao feitas
as determinag¢des dos antigenos "H" com o objetivo de serem conhecidos os sorovares,
antigamente também denominados de variedades. No mesmo Centro, 0s antissoros
de B. sphaericus originaram nove sorotipos até o ano de 1989. Ja o B. cereus,
geneticamente muito proximo do B. thuringiensis e B. anthracis (Claus & Berkeley,
1986; Gilbert et al., 1981), é um produtor de enterotoxinas e causa intoxicagcao
alimentar no homem, com sindromes diarréica e emética. Nessa espécie, os antigenos
somaticos e flagelares sdao aproveitados para o estudo da epidemiologia das

intoxicacdes. O Laboratério de Higiene de Alimentos do Centro de Saude Publica de
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Londres estabeleceu a correlacdo entre antigenos somaéaticos de B. cereus e
intoxicagdes provocadas por esta espécie em que, na maioria dos casos, 0 sorotipo 1
era frequente (Gilbert & Kramer, 1986; Gilbert & Kramer, 1984; Gilbert et al., 1981,
Gilbert, 1979).

Considerando a grande importancia de B. thuringiensis no campo do
controle bioldgico de insetos, a pesquisa de novas linhagens, naturalmente existentes
nos diferentes nichos terrestres, foi auxiliada pela sorologia para fins de taxonomia
intra-espécie e, assim, Barjac & Frachon (1990) argumentaram que o B. thuringiensis
sorovar israelensis, como um sorovar distinto, ndo apresenta problemas de
complexidade em relagdo ao seu antigeno especifico H-14. Entretanto, existem
dicotomizagdes dentro de um mesmo sorovar, como, por exemplo, com as chamadas
variedades "sandiego" e "tenebrionis", que compartilham os mesmos antigenos "H"
do sorovar H8a 8b "morrisoni”, mas do qual diferem por serem patogénicos para
larvas de Coleoptera (Barjac & Frachon, 1990). Esses autores haviam até entdo
identificado 32 sorovares, incluindo 27 grupos antigénicos e 7 subgrupos.

No presente, sdo conhecidos 55 antigenos "H" ou sorotipos e 68
sorovares (Tabela 2) entre os B. thuringiensis isolados de praticamente todas as regifes

da Terra (Lecadet et al., 1 996).
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TABELA 2. Classificagdo das linhagens de Bacillus thuringiensis de acordo com o sorotipo "H"

ANTIGENOH
1

2

3a, 3
3a, 3b, 3¢
3a,3d
3a, 3d, 3e
4a, 4b
4a, 4c
5a, 5b
ba, 5¢

6

7

8a, 8b
8a, 8c
8b, 8d

9

10a, 10b
10a, 10c
11a,11b
11a,11c
12

13

14

15

16

17

18a, 18b
18a, 18c
19

20a, 20b
20a, 20c
21

22

23

24a, 24b
24a, 24c
25

26

27

28a, 28b
28a, 28¢c
29

SOROVAR

thuringiensis
finitimus
calesti
kurstaki
sumiyoshiensis
fukuokaensis
sotto

kenyae
galleriae
anadensis
entomocidus
aizawali
morrisoni
ostriniae
nigeriensis
toiworthi
darmstadiensis
londrina
toumanoffi
kyushuensis
thompsoni
pakistani
israelensis
dakota

indiana
tohokuensis
kumamotoensis
y0S00
tochigiensis
yunnanensis
pondicheriensis
coimeri
shandongiensis
japonensis
neo/eonensis
novosibirsk
coreanensis
siio
mexicanensis
monterrey
jegathesan
amagiensis

PRIMEIRA CITACAO 0U DESCRICAO

Berliner, 1915; Heimpel &Angus, 1958
Heimpel & Angus, 1958

Toumanoff & Vago, 1951; Heimpel & Angus, 1958
de Barjac & Lemille, 1970

Ohba & Aizawa, 1989

Ohba & Aizawa, 1989

Ishiwata, 1905; Heimpel & Angus, 1958
Bonnefoi & de Barjac, 1963

Shvetsova, 1959 ;de Barjac & Bonnefoi, 1962
de Barjac & Bonnefoi, 1972

Heimpel & Angus, 1958

Bonnefoi & de Barjac, 1963

Bonnefoi & de Barjac, 1963

Gaixin, Ketian, Minghua&Xingmin, 1975
Weiser and Prasertphon, 1984

Norris, 1964 ;de Barjac & Bonnefoi, 1968
Krieg, de Barjac & Bonnefoi, 1968
Arantes et al. (ndo publicado)

Krieg, 1969

Ohba and Aizawa, 1979

De Barjac & Thompson, 1970

De Barjac, Cosmao Dumanoir, Shaik & Viviani, 1977
De Barjac, 1978

De Lucca, Simonson & Larson, 1979

De Lucca, Simonson & Larson, 1979
Ohba, Aizawa & Shimizu, 1981

Ohba, Ono, Aizawa & lwanami, 1981
LeeH. H. et al., 1994

Ohba, Ono, Aizawa & Iwanami, 1981
Wan-Yu, Qi-Fang, Xue-Ping & YouWei, 1979
Rajagopalan et al. (ndo publicado)

De Lucca, Palmgren & de Barjac, 1984
Ying, Jie&Xichang, 1986

Ohba & Aizawa, 1986

Rodriguez- Padilla et al., 1988

Burtseva, Kalmikova et al., 1995

LeeH. H. et al., 1994

De Barjac & Lecadet (ndo publicado)
Rodriguez-Padilla & GalanWong, 1988
Rodriguez-Padilla et al., (ndo publicado)
Seleena, Lee H. H. and Lecadet, 1995
Ohba (ndo publicado)
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30 medellin Orduz, Rojas, Corréa, Montoya and de Barjac, 1992
31 toguchini Hodirev (ndo publicado)

32 cameroun Jacquemard, 1990; Juarez-Perez et al., 1994
33 leesis Lee H.H.et al., 1994

34 konkukian LeeH. H.etal., 1994

35 seoulensis Shim, Lee H. H. et al., 1995

36 malaysiensis Ho (ndo publicado)

37 andaluciensis Santiago-Alvarez et al. (em publicag&o)

38 oswaldocruzi Rabinovitch et al., 1995

39 brasiliensis Rabinovitch et al., 1995

40 huazhongensis Yu Ziniu, Dai et al., 1996

41 sooncheon Lee H.H.et al., 1995

42 jinghongiensis RongSen Li et al., 1995

43 guiyangiensis RongSen Li et al., 1995

44 higo Ohbaetal., 1995

45 roskildiensis Hinrinschen, Hansen and Daamgaard (ndo publicado)
46 chanpaisis Chanpaisang (ndo publicado)

47 wratislaviensis Lonc et al., (ndo publicado)

43 balearica Caballero et al., (ndo publicado)

49 muju Seung Hwan Park et al., (néo publicado)

50 navarrensis Caballero et al., (ndo publicado)

51 xiaguangiensis Jian Ping Yan (ndo publicado)

52 kim Kimet al., 1996

53 asturiensis Santiago-Alvarez et al., (a ser publicado)

54 poloniensis Damgaard et al., (ndo publicado)

55 palmanyolensis Santiago-Alvarez et al., (ndo publicado)

* Conforme o Centro de BacillusEntomopatogénicos, Instituto Pasteur, de Paris

Bacillus sphaericus mosquitocidas e seus sorotipos

A maioria das linhagens de B. sphaericus, toxicas para insetos, foi
encontrada em mosquitos vivos ou mortos provenientes de regides tropicais ou
subtropicais. A primeira linhagem desta espécie com atividade toxica foi encontrada
em Culiseta incides, conforme descreveram Kellen et al. (1 965). Outras linhagens
foram isoladas, conforme relatado por Weiser (1 984), como a 1321 ou (SSllI-1) isolada
na india, a 1 593 isolada de larva de Culex quinquefasciatus, crescida em criadouro
de agua poluida em Jacarta, Indonésia e as de numero 201 3-6 e 2117-2, isoladas na
Roménia e nas Filipinas, respectivamente.

Entretanto, a linhagem de B. sphaericus que é altamente toxica para

alguns mosquitos, em especial o Culex pipiens antagdnicos, originou-se do Nordeste
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da Nigéria, regido do Rio Kaduma, curiosamente isolada de adulto recém emergido de
Simulium damnosum, sem contudo produzir intoxicacao para borrachudos. Esta cepa
de sorotipo 5a 5b e fagotipo 3, ganhou o nimero 2362 e apresentou uma CL50
(concentracao letal que provoca 50% de mortalidade) de 50 esporos/ml contra larvas
de Culexpipiens, enquanto que se mostrou menos virulenta contra Anopheles stephensi,
CLg0 alcangada com 400 esporos/ml e Aedes aegypti com 800 esporos/ml (Weiser,
1984).

Dada a importancia de todos esses achados, as cepas de B. sphaericus,
acima mencionadas, despertaram o interesse da Organiza¢do Mundial da Saude -
WHO, que as introduziu nas cole¢fes de culturas de Centros Colaboradores dessa
organizagdo, como o da Universidade de Columbus, Ohio e Instituto Pasteur, de Paris.
A preocupacao foi a de preservar e manter tais cepas, pois poderiam servir de principios
ativos toxicos para a elaboragao de inseticidas em escala industrial.

Também, baseada nos antigenos flagelares (H) do B. sphaericus, criou-
se uma classificagdo sorolégica que esta baseada em sorotipos, no seio dos quais
estao inseridas as linhagens entomopatogénicas da espécie, e uma colegao importante
que esta preservada no Laboratério de Bactérias e Fungos Entomopatogénicos do
Instituto Pasteur, de Paris (Lecadet et al., 1 996). O potencial mosquitocida destas
cepas foi determinado arbitrariamente de acordo com ensaios, nos quais a mortalidade
poderia ser de até 100% das larvas de 42 instar de Culex pipiens ou Anopheles
stephensi, apds 48 horas de exposicdo com dilui¢Bes de cultivos liquidos a 10 2. Até
recentemente, eram conhecidos 9 sorotipos de B. sphaericus entomopatogénicos
(Lecadet et al., 1996) os quais tém as suas designac¢des na Tabela 3. Recentemente,
0 sorotipo H 49 foi descrito para uma cepa isolada e identificada no Instituto Oswaldo
Cruz da Fundagéo Oswaldo Cruz.

Diferentemente do que ocorre com B. thuringiensis, entre os B.

sphaericus entomopatogénicos ndo se conhecem sorovares.
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TABELA 3. Sorotipos de Bacillus sphaericus ativos contra Culex pipiens
e Anopheles stephensi

SOROTIPOS NUMERO DE LINHAGENS
H la 7
H 2a, 2b 29
H 3 11
H 5a, 5b™! 222
H 6 40
H 9a, 9c¢c 2
H 25 30
H 26a, 26b 12
H 48 3
H 49" 1

* Conforme Lecadet et al. (1 996) e adaptacéo.

“ <A cepa industrial n° 2362 pertence a este sorotipo.

*** Sorotipo de linhagem isolada na Fundagdo Oswaldo Cruz (Lecadet, 1998,
comunicacdo aos autores).

COMPOSICAO DO CRISTAL PROTEICO E ESTRUTURA DAS
TOXINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS SOROVAR
ISRAELENSIS

O Bacillus thuringiensis sorovar israelensis (Bti) produz um corpo
paraesporal constituido por, pelo menos, trés proteinas com massa molecular de 125kDa
(Cry4A), 1 35kDa (Cry4B) e 68kDa (Cry!l 1 A), além de uma quantidade menor de uma
quarta proteina, de 58kDa (Cry 10A) (Crickmore et al., 1 998; Yousten, 1 996; Hoéfte
& Whiteley, 1989). Estas proteinas tém se mostrado especialmente ativas contra
larvas de culicideos (mosquitos) e simulideos (borrachudos e piuns). O Bti possui ainda
uma proteina de 28kDa, a qual exibe atividade citolitica contra uma variedade de
células de invertebrados e vertebrados, sendo denominada de Cytl A (citolisina) (Hofte
& Whiteley, 1989).

Diversos estudos tém mostrado que a mistura de toxinas derivadas de
Bti apresenta maior atividade mosquitocida que a soma das toxicidades individuais
destas toxinas. Este aumento na atividade surge como conseqiiéncia da agéo sinérgica
existente entre estas toxinas, sendo que nenhuma das proteinas que compdem o
corpo paraesporal de Btié tdo toxica quanto o cristal intacto contendo todas elas.

(Porter et al., 1993; Gill et al., 1992).
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Em estudo recente, realizado por Crickmore et al. (1995), as toxicidades
individuais das quatro principais 6-endotoxinas de Bti - Cry4A, Cry4B, Cryl1A e
Cytl A - foram comparadas através de ensaios bioldégicos contra larvas de Aedes
aegypti. Dos resultados obtidos nos bioensaios com os corpos de incluséo purificados,
contendo uma Unica toxina, pdde-se verificar que a toxina Cry11A foi a que mostrou
maior atividade, sendo duas vezes mais téxica que a Cry4B e cerca de cinco vezes
mais ativa que as 6-endotoxinas Cry1l1A e Cytl A, usando-se concentracdes que
promoviam a morte de 50% das larvas (CL50). Em concentra¢des superiores a CL50,
a toxina Cytl A foi a que apresentou maior atividade contra esta espécie de mosquito.
Interacdes sinérgicas foram observadas em todas as combinagdes de toxinas testadas,
sendo que um sinergismo maior foi observado nas misturas de Cry4A + CytlA;
Cry4B + Cytl A e entre Cry4A + Cry4B + CytlA, respectivamente.

No entanto, nenhuma das misturas usadas, inclusive a composta pelas
quatro toxinas, mostrou-se tao ativa quanto o cristal nativo de Bti, sendo este cerca
de oito vezes mais toxico que a combinagdo de Cry4A + Cry4B + Cry11A + Cytl A.
Crickmore et al. (1995) sugeriram que a auséncia de outros componentes menores
do cristal na mistura, tal como a toxina CrylOA, a qual poderia contribuir para a
toxicidade global do cristal, explicaria, em parte, os resultados obtidos. Da mesma
forma, supuseram que o cristal nativo de Bti poderia ser mais eficientemente ingerido
ou solubilizado do que uma mistura de quatro inclusdes, obtidas de cepas
recombinantes.

As toxinas Cry de Bt possuem uma estrutura tridimensional e, quando
ativadas, podem ser divididas em trés regides estruturais: uma regido N-terminal,
onde reside o dominio toxico da molécula, uma regido conservada C-terminal e uma
regido variavel entre estas duas regifes, na qual se encontra a maioria das diferencas
entre aminoacidos (Porter et al., 1 993; Gill et al.,, 1992).

A funcdo do dominio carboxi-terminal destas proteinas € presumivelmente
estrutural, estando envolvida na formacao e estabilidade das inclusfes cristalinas.
Tal hipétese é sustentada pelo fato de que nesta fragdo da protoxina se encontra a
maioria dos residuos de cisteina, e as pontes dissulfeto, formadas pela oxidagcdo dos

radicais destas cisteinas, seriam essenciais para a formagao do cristal, sendo também
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responsaveis pela diferenciada solubilidade alcalina verificada entre os cristais de
protoxina. Esta regido poderia, portanto, estar relacionada a manutencao da estrututra
cristalina (Du & Nickerson, 1996; Cooper, 1994; Lereclus et al., 1989).

Ho6fte & Whiteley (1989), ao compararem as sequéncias de aminoacidos
na fracdo N-terminal das toxinas de Bt, com diferentes especificidades inseticidas,
encontraram cinco regides altamente conservadas, designadas de blocos 1-5,
intercaladas com regides de sequéncias variaveis (Lereclus et al., 1989).

Ao comparar-se as toxinas mosquitocidas Cry4A e Cry4B, verifica-se
que ha significante homologia na seqiiéncia de aminoacidos nas cinco regifes distintas
e definidas que constituem os blocos 1 a 5. A toxina Cry11A apresenta homologia
com as outras classes de toxinas mosquitocidas, incluindo a Cry2Aa, somente dentro
do bloco 1 (Porter et al., 1993).

Com base nesta conservacéo de blocos definidos, foi postulado que todas
as toxinas Cry de Sttém uma conformacéao tridimensional similar & estrutura cristalina
da toxina coledptera-especifica, Cry3A, elucidada por Li et al. (1991), através da
técnica de cristalografia com raios X, com uma resolucdo de 2,5A°.

A estrutura correspondendo a fragcdo ativa da Cry3A, com massa
molecular de 67kDa, consiste de trés dominios distintos: dominio |, que se trata de
um feixe de seis a-hélices anfipaticas, circundando uma hélice hidrofébica central
(015). Pode estar envolvido na formagdo de poros na membrana, com a quinta 0C-
hélice formando um componente-chave do poro; dominio Il, que compreende trés
folhas [3 antiparalelas ao redor de um cerne hidrofébico, terminando em algas no
apice da molécula. Parece ter um papel essencial na seletividade da toxina, estando
provavelmente associado com a ligagado da toxina ao receptor; dominio lll, que consiste
de um P-sanduiche contendo a regido conservada C-terminal da maioria das Cry
toxinas. Este dominio esta possivelmente envolvido na estabilidade estrutural molecular
e, talvez, tenha uma funcédo na toxicidade (Yousten, 1996; Wu & Dean, 1996; Gill,

1995; Knowles, 1994; Ellar, 1994; Knowles & Dow, 1993; Li et al.,, 1991)

(Figura 2).
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FIGURA 2. Diagrama em fita da 5-endotoxina Cry3A, mostrando a organizacado dos dominios.
O sentido do polipeptideo esta indicado pela coloragéo da cadeia, que segue a sequéncia de
cores do arco-iris, indo do vermelho, que representa a regido N-terminal, ao azul, que
corresponde a fracdo C-terminal. Os trés dominios sdo: |, um feixe de a-hélices (parte
superior esquerda); Il, reunido de trés folhas p (base); e lll, um p-sanduiche (parte superior
direita). (Reproduzido com permissédo de Li et al., 1991)

Posteriormente, Grochulski et al. (1995) investigaram a estrutura
tridimensional da toxina CrylAa, lepdodptera-especifica, em sua forma ativada
(—~ 65kDa), usando cristalografia com raios X, com uma resolucédo de 2,25 A°, e
verificaram que se tratava de uma molécula globular, composta por trés dominios
distintos: dominio |, formado por um feixe de oito hélices antiparalelas, com a hélice
central (oc5) relativamente hidrofoba, rodeada por hélices antipaticas; dominio I,
constituido por trc . folhas P antiparalelas e duas a-hélices curtas; e o dominio lll, que
consiste de um p-sanduiche, composto por duas folhas p antiparalelas, altamente

enoveladas (Figura 3).
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FIGURA 3. Representacdo tridimensional da molécula Cry 1Aa (a). O dominio | esta
representado pela cor verde; o dominio Il, figura em ciano; e o dominio lll estd mostrado em
amarelo. Os dominios Il e Il acumulam-se no mesmo lado do dominio |, junto a hélice al,
mostrada em magenta. (Reproduzido com permissdo de Grochulski et al., 1995)

Grochulski et al. (1995), ao compararem a estrutura desta toxina com a
da Cry3A, conforme esperado, constataram elevada similaridade global com ambas
as proteinas constituidas por trés dominios que apresentam o mesmo enovelamento
topolégico. No entanto, esta similaridade varia entre os dominios, sendo que a maior
foi observada no dominio lll, caracteristica que provavelmente nao se limita,
exclusivamente, a estas duas toxinas, sendo esperada na maioria das toxinas Cry. Tal
fato sugere que este dominio desempenha uma importante, mas ainda desconhecida,
funcdo na acdo toxica. Uma diferenca estrutural significante, entre a toxina
lepidéptera-especifica Cryl Aa e a coiedptera-especifica Cry3A, foi observada no
dominio Il, o que suporta as conclusdes de estudos genéticos de que esta regido esta
envolvida no reconhecimento e ligagéo a receptores especificos da superficie celular.

Recentemente, Dean et al. (1996) baseados em experimentos de

mutagénese sitio-especifica, analisaram a funcdo de cada um dos dominios das toxinas
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Cry de Bt. Segundo os autores, ambos os dominios Il e Ill estariam envolvidos na
ligacdo a receptores: a toxina ativada ligar-se-ia ao receptor pelas algcas existentes no
dominio Il, enquanto que, no caso do dominio lll, uma regido estaria especificamente
relacionada a ligacao inicial a receptores, mas ainda nao foi identificada. Os dominios
I e lll - e possivelmente o dominio Il - estariam envolvidos na insergdo da toxina na
membrana apical de células epiteliais do intestino médio.

Segundo Li et al. (1991), o dominio | poderia ser o responsavel pela
formacao de poros liticos no epitélio intestinal do organismo alvo. Em funcao da
similaridade existente entre este dominio das toxinas Cry e os formadores de poros
de varias outras toxinas protéicas de bactérias - como por exemplo, a colicina A e a
toxina da difteria - foi proposto o modelo em "guarda-chuva" para a insercdo das
toxinas de Bt na membrana plasmatica, baseado na estrutura da toxina Cry3A. Neste
modelo, a formag¢ao do poro € iniciada pelas hélices ot4 e a5 que se inserem na
membrana como um grampo helicoidal, enquanto o restante do dominio | nivela-se
com a superficie da membrana, com as faces hidrofébicas de suas outras hélices
préximas a membrana (Schnepf et al.,, 1998; Knowles, 1 994).

Outro modelo, denominado de "canivete", foi proposto por Hodgman &
Ellar (1 990) para a formacao de poros. Nele, as hélices altamente hidrofébicas a5 e
cx6, as quais sédo unidas através de uma alca na extremidade da estrutura do dominio
|, abrir-se-iam como um canivete, inserindo-se na membrana. O restante da molécula
permaneceria na superficie da membrana, ou sobre o receptor (Schnepf et al., 1998;
Knowles, 1994).

Com relacao a proteina citolitica Cytl A, o modelo estrutural proposto
baseia-se na sua identidade na seqiiéncia de aminoacidos (39%) e similaridade (70%)
com um segundo membro da familia Cyt, a Cyt2A (Knowles, 1994; Koni & Ellar,
1994; Koni & Ellar, 1993).

A 06-endotoxina Cyt2A, a qual é encontrada em inclusdes para-esporais
de Bacillus thuringiensis sorovar kyushuensis, é uma proteina de dominio Unico, de
arquitetura cx/f3, porém apresentando uma topologia incomum, que consiste de duas
camadas externas de grampos ot-hélice, enroladas ao redor de folhas (3 combinadas.

Acredita-se que as fitas p5, P6 e (37 - as quais exibem um carater anfifilico e sdo
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suficientemente longas para atravessar a zona hidrofébica da bicamada - sejam
responséaveis pela ligagdo e formagédo de poros na membrana celular do inseto. As a-
hélices de Cyt2A, apesar de apresentarem carater anfifilico, sdo curtas, o que as
torna inadequadas para exercer tais funcdes (Li et al., 1 996). Esta toxina, Cyt2A,
apresenta atividade mosquitocida, sendo amplamente citolitica in vitro; na sua forma
ndo processada, existe como um dimero, o qual se mantém unido pelo entrelacamento

do bragco N-terminal de suas subunidades (Li et al., 1 996) (Figura 4).

FIGURA 4. Estrutura global do monémero Cyt 2A. Diagrama em fita, mostrando que as
camadas helicoidais sédo feitas de dobras em grampo, e que uma fita na folha P é composta
por dois fragmentos nao contiguos (32 e P4), com sentidos opostos. A seqiiéncia peptidica
segue a ordem do arco-iris, indo do vermelho, na regiao N-terminal, ao magenta, na fragdo
C-terminal. O par de hélices A-B precede o par de hélices C-D, o qual, por sua vez, precede
as fitas internas da folha. No espacgo entre P1 e P2, insere-se a equivalente fita pl de outro
mondmero, a fim de formar a folha dimérica. (Reproduzido com permissédo de Li et al.,

1996)
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MODO DE AQAO DAS TOXINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS

Toxinas Cry

As inclusdes cristalinas sintetizadas pelo Bt, apds ingestdo por larvas de
insetos susceptiveis, sao solubilizadas no intestino médio, liberando uma ou mais
proteinas chamadas de 6-endotoxinas. O intestino médio da maioria dos insetos-alvo
apresenta um pH muito elevado, o que é essencial para promover a dissolugao da
maioria das protoxinas de Bt, as quais sdo usualmente solUveis somente acima de pH
9,5. No caso especifico de Bti, as proteinas Cry4A, Cry4B e Cytl A, sdo soluveis em
pH 9,5 , enquanto a Cry11A requer um pH de 1 2. Supde-se que as condi¢cfes alcalinas
do intestino médio do inseto promovam a solubilizagdo das protoxinas pela destruicdo
das ligacfes ibnicas entre as subunidades, e que as condi¢cdes redutoras, existentes
no intestino médio de muitos insetos susceptiveis, poderiam promover o rompimento
de pontes dissulfeto entre residuos de cisteina, contribuindo para a solubilidade. Um
Unico cristal pode conter um milhdo de subunidades de proteinas, mantidas juntas por
distorcidas e instaveis pontes dissulfeto intercadeias. Assim, a divagem destas ligagdes
é considerada uma etapa critica na solubilizagéo do cristal (Du & Nickerson, 1 996;
Du et al., 1 994; Cooper, 1994; Knowles & Dow, 1993; Gill et al.,, 1 992; Li et al.,
1991).

Estas proteinas (protoxinas) sao proteoliticamente convertidas em
polipeptideos téxicos menores, através de proteases do intestino médio das larvas.
Por exemplo, no intestino médio de larvas de mosquitos, cujo pH varia de 7,5 a 10,
tém sido detectadas proteases como a tripsina e a quimotripsina. Como resultado,
fragmentos toxicos protease-resistentes contendo o dominio N-terminal das protoxinas
sao liberados.

As toxinas de Bti, ap@s ativagcdo por proteases do intestino médio, ligam-
se a receptores especificos localizados nas vilosidades apicais das membranas das
células colunares do intestino (BBMV) do inseto (Gill et al., 1992; Hdfte & Whiteley,
1989).

A especificidade das toxinas de Bti ao inseto-alvo esta frequiientemente

correlacionada a especificidade de ligacéo a estes receptores, uma vez que se tem
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verificado a existéncia de sitios de ligacdo de alta afinidade no epitélio do intestino
médio de insetos susceptiveis. A afinidade é medida pela constante de dissociacéo
(Kd), e quanto maior for o seu valor, menor sera a afinidade da toxina aos sitios de
ligacdo. A maioria das toxinas Cry tem valores de Kd variando de 0,5 a 50nm, para
sitios de ligac&o (receptores) presentes em concentragdes (Rt) de 2 a 40pmol/mg de
proteina de membrana. Alguns estudos demonstram que a atividade inseticida das
toxinas Cry parece estar relacionada a concentracdo destes sitios de ligagdo, ao
invés de ser determinada por diferencas na afinidade da toxina ao receptor, sendo
observada maior toxicidade em funcéo da presenga de um nimero maior de receptores
(Nielsen-Leroux, 1996; Honée & Visser, 1 993; Van Rie et al., 1990; Van Rie et al.,
1989; Hofman et al., 1 988).

ApOs a ligacao a receptores especificos, a toxina insere-se rapida e
irreversivelmente na membrana plasmatica de células do intestino, com a subsequente
abertura ou formacdo de canais cation-seletivos ou poros, havendo assim um
desequilibrio osmético, ocasionado pela perda da integridade da membrana. Tais eventos
conduzem a lise celular e, finalmente, a morte do inseto por inanicdo ou septicemia
(Kumar et al., 1996; Lee et al.,, 1996; Dai & Gill, 1993; Honée & Visser, | 993;

Knowles & Dow, 1993; Gill et al., 1992).

Toxina citolitica

Considera-se que a toxina Cytl A atue, basicamente, através de um
mecanismo similar ao das toxinas Cry, diferindo, porém, nos componentes da
membrana celular que sdo requeridos para o estagio inicial da interagdo entre estas
toxinas citoliticas e a membrana celular. Enquanto as proteinas Cry ligam-se,
inicialmente, a glicoproteinas existentes nas microvilosidades da membrana, a afinidade
primaria da Cytl A é para os componentes lipidicos da membrana, especificamente
para acidos graxos insaturados (Wirth et al., 1997; Gill et al., 1 992; Haider & Ellar,
1989).

Apobs a ligacdo inicial da toxina, a etapa subsequente consiste na sua
inser¢do na membrana celular. Uma vez que a toxina é inserida, ocorre a agregacao

das moléculas de CytlA na bicamada lipidica da membrana celular, embora a
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oligomerizagdo possa ocorrer antes da inser¢cdo da toxina citolitica (Gill, 1 995; Gill et
al., 1992).

Chow et al. (1989) sugeriram que a formacdo de oligbmeros
aparentemente contribui para a toxicidade por dois mecanismos diferentes. Primeiro,
por facilitar o aumento da ligagdo a toxina e, desse modo, acelerar a agao citolitica
observada; segundo, os poros funcionais parecem ser gerados somente quando os
agregados de um tamanho apropriado sdo formados. Estes autores presumiram, ainda,
que a oligomerizacdo é supostamente essencial para a lise celular, visto que a
agregacdo ocorre em uma etapa anterior a lise.

Recentes resultados sugerem que, embora possa ocorrer a insergao na
membrana independente de receptor sob elevadas condi¢cdes de pH e concentracéo
de toxina, um receptor especifico pode ser essencial para a toxina Cytl A ser ativa in
vivo (Knowles, 1994; Koni & Ellar, 1993). Ele poderia orientar a molécula na superficie
hidrofébica da membrana, antes de ocorrer a penetragdo da toxina na bicamada
lipidica hidréfoba (Chilcott et al., 1 990). Estudos utilizando anticorpos monoplanos
mostraram que a toxina CytlA é capaz de se ligar a quase todas as regides do
intestino médio, sendo que, na presenca das 6-endotoxinas Cry de Bti, a ligagdo parece
ser direcionada para as regides do intestino médio, nas quais as toxinas Cry se ligam
de modo especifico (Li et al.,, 1996; Ravoahangimalala & Charles, 1995;
Ravoahangimalala et al., 1993).

Knowles & Ellar (1 987) propuseram uma teoria para o mecanismo de
acao da toxina citolitica de Bti. Trata-se de um modelo em duas etapas, no qual apds
ligar-se a fosfolipideos insaturados na membrana celular, a toxina gera pequenos
orificios ou poros na membrana de células susceptiveis - seja diretamente, por insercdo
na membrana, ou indiretamente, por perturbacdo de moléculas existentes na bicamada
lipidica. A criacdo destes poros conduziria a lise coldide-osmética: o equilibrio de ions
através destes orificios promoveria um influxo de agua acompanhando estes ions,
resultando em entumescimento celular, o que ocasionaria o rompimento da integridade
da membrana, e eventual lise.

De acordo ainda com esta teoria, inicialmente os orificios induzidos pela

toxina seriam muito pequenos, sendo impermeaveis a macromoléculas intracelulares.
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No entanto, como conseqgiéncia do entumescimento osmatico, ocorreria o evento
secundério de alargamento destes orificios ou a geragcdo de novos poros, 0 que
possibilitaria o progressivo escoamento de moléculas maiores.

Os experimentos realizados por Knowles & Ellar (1 987), sugerem um

poro de raio de 0,6 a 1,0nm para a toxina citolitica de Bti.

COMPOSIQAO DO CRISTAL PROTEICO DE BACILLUS SPHAERICUS

Algumas cepas de Bs sintetizam estruturas poliédricas ordenadas,
conhecidas como corpos paraesporais ou cristais, que contém proteinas toxicas para
larvas de uma variedade de mosquitos. O maior componente do cristal € uma toxina
binaria composta por duas proteinas distintas de 51,4 e 41,9kDa, denominadas de
P51 e P42, respectivamente, sintetizadas em quantidades eqiimoleculares (Charles
etal., 1 996; Porter, 1996).

O Bs produz ainda trés toxinas adicionais, com massa molecular de 100,
31,8 e 35,8kDa, designadas como Mtx, Mtx2 e Mtx3, respectivamente, ndo tendo
sido constatada significante homologia entre estas toxinas e a toxina binaria. Estas
Mtx toxinas (toxinas mosquitocidas) sao sintetizadas durante a fase de crescimento
vegetativo e ndo se acumulam como cristais. Ndo se sabe, ao certo, se tais toxinas
estao localizadas em algum compartimento na célula ou se estariam dispersas no
citoplasma (Thanabalu & Porter, 1 996; Yousten, 1996; Charles et al.,, 1996; Porter,
1996; Liu et al.,, 1993; Baumann et al., 1991; Baumann et al., 1988).

As cepas de Bs que sintetizam a toxina binéria séo extremamente téxicas,
apresentando um espectro de acao altamente especifico contra larvas de mosquitos,
sendo que as espécies mais susceptiveis pertencem aos géneros Cuiex e Anopheles.
Tais cepas podem também produzir as toxinas Mtx, sendo que estas, no entanto, ndo
sao as principais responsaveis pela atividade larvicida. Cepas consideradas fracamente
toxicas produzem apenas as toxinas Mtx. Estudos realizados sugerem que a baixa
toxicidade destas cepas poderia ser atribuida a fraca expressao e/ou ao baixo nivel de
estabilidade da toxina durante a esporulagdo, mais do que a ineficacia inerente da
propria toxina de 100kDa (Rippere et al., 1997; Priest & de Muro, 1996; Yousten,

1996; Davidson, 1995; Berry, 1994).
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Algumas investigagdes foram feitas, a fim de estabelecer qual a funcéo
desempenhada por cada um dos componentes da toxina binaria, na atividade larvicida.
Dentre estas, destacam-se os estudos de ligagdo in vivo realizados por Oei et al.
(1992), em larvas de Culex quinquefasciatus, usando as proteinas P51 e P42,
separadamente. Os autores propuseram, com base nas suas observagdes, que a
proteina P51 atuaria como o componente de ligagdo da toxina binaria, dirigindo a
ligacdo da proteina P42 aos sitios de citopatogenicidade do intestino das larvas
susceptiveis, isto é, ao intestino médio posterior e ao ceco gastrico, em um padréo de
ligacéo referido como ligacéo regional. A proteina P42 seria 0 componente ativo da
toxina binaria, apods a interiorizacdo. Tais observagdes fizeram ainda com que os
autores atribuissem a especificidade da toxina binaria a afinidade entre a proteina
P51 e o suposto receptor, presente no intestino da larva.

Como consequéncia dos estudos realizados, os quais indicam que,
possivelmente, o componente P42 é a molécula téxica (ativa), e que P51 é o
componente de ligagao, foi sugerida a hipdtese de que as toxinas cristalinas de Bs
atuem pelo mecanismo "A/B" - "A", componente ativo; "B", componente de ligacdo
- 0 qual é exibido por toxinas produzidas por patégenos de mamiferos, tais como a

toxina da célera (Charles et al., 1996; Nielsen-Leroux, 1996; Davidson, 1995).

MODO DE ACAO DAS TOXINAS DE BACILLUS SPHAERICUS

Toxina binéaria

ApOs ingestdo do complexo esporo-cristal por larvas de mosquitos
susceptiveis, ocorre a rapida solubilizagdo da matriz do corpo paraesporal, no pH
altamente alcalino do intestino médio. Subseqgientemente, a toxina binaria é
proteoliticamente clivada a peptideos ativos menores; a proteina de 51,4kDa é
rapidamente convertida a uma proteina estavel de 43kDa, enquanto a proteina de
41,9kDa é processada a um fragmento de cerca de 39kDa. Estes polipeptideos,
separadamente ou em associacao, atravessam a membrana peritréfica e ligam-se a

receptores especificos nas microvilosidades apicais da membrana das células epiteliais,

nas regides do ceco gastrico e intestino médio posterior. Em seguida, verifica-se a
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interiorizacdo de ambas as toxinas, promovendo a toxicidade por um mecanismo
desconhecido, que induz o aparecimento de areas de baixa densidade eletrénica,
devido ao surgimento de grandes citolisossomos ou vacuolos nas células epiteliais do
intestino, havendo expansao mitocondrial e posterior lise celular. Durante o periodo
de intoxicacgdo, os individuos tratados apresentam sintomas como a interrupgdo da
alimentacao, tremores e dificuldades de locomogao. Trata-se de um processo de
acdo lento e gradual, com morte do inseto ocorrendo entre 4-48h, dependendo da
dose ingerida (Charles et al., 1 996; Nielsen-Leroux, 1996; Davidson, 1 995; Porter et

al., 1993; Priest, 1 992; Baumann et al.,, 1991; Sing & Gill, 1988).

Toxinas mosquitocidas Mtx, Mtx2 e Mtx3

A proteina Mtx (100kDa) compartilha significantes sequéncias de
homologia regional com as subunidades cataliticas de varias toxinas ADP-ribosilantes,
tais como a subunidade S1 da toxina da coqueluche e a subunidade A (ativa) da
colera e toxinas termolabeis de Escherichia coli, assim como uma outra curta regiao
com homologia a exotoxina de Pseudomonas aeruginosa e com a subunidade A, da
toxina de difteria. A homologia com estas toxinas bacterianas fortemente sugere que
a toxina de 100kDa atue por ADP-ribosilagc&o de proteinas celulares, inativando-as
(Davidson, 1 995; Berry, 1994; Thanabalu et al., 1 993; Porter et al., 1 993).

As toxinas de 31,8kDa (Mtx2) e 35,8kDa (Mtx3) exibem limitada, porém
significante homologia com a enterotoxina de 35kDa, de Clostridium perfringens e,
em menor extensdo, com a citotoxina de 31,69kDa de Pseudomonas aeruginosa, as
quais tém atuacgdo especifica em células de mamiferos (Thanabalu & Porter, 1 996;
Porter, 1 996; Liu et al., 1 996). Estas toxinas bacterianas induzem a formacéao de
poros na superficie celular, conduzindo ao influxo de agua devido a perda do equilibrio
osmoético. Em fungéo da similaridade existente entre estas toxinas e as toxinas Mtx2
e Mtx3, acredita-se que ambas atuem por mecanismo de acao semelhante (Thanabalu

& Porter, 1996; Liu et al., 1996; Porter, | 996).
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PRINCIPAIS DOENCAS TROPICAIS CUJOS AGENTES DE
TRANSMISSAO SAO PASSIVEIS DE CONTROLE BIOLOGICO POR

BACILLUS
Dengue

Dengue é uma doenca cujo agente infeccioso é um arbovirus (virus assim
denominaco por ser transmitido por inseto), do Género Fiavivirus, Familia Togaviridae,
do qual sdo conhecidos quatro diferentes sorotipos: Den 1, Den 2, Den 3 e Den 4
(FNS, 1998; Nobre et al., 1 994). Embora todos os sorotipos possam estimular a
formacao de anticorpos grupo e tipo especificos, a imunidade induzida por um tipo é
apenas parcialmente protetora contra outro tipo. O homem parece ser o reservatorio
do virus da dengue, embora este ja tenha sido também isolado de macacos,
naturalmente infectados, que poderiam ter um papel num eventual ciclo silvestre da
doenca, a exemplo da febre amarela (Nobre et al., 1994).

Clinicamente pode se apresentar sob duas formas: dengue classica e
dengue hemorragica ou febre hemorragica da dengue (FHD). Febre alta, dores
musculares e articulares, dor de cabeca e atras dos olhos, perda de apetite, nduseas,
vOmitos e prostracdo, sdo sintomas comuns as duas formas de dengue, além de
manchas vermelhas na pele, podendo assim confundir-se com o sarampo e a rubéola.
A dengue hemorragica diferencia-se da classica pela sua evolugéo, que se da pela
tendéncia a hemorragias, dores abdominais intensas, palidez cutanea, pele pegajosa
e fria, agitacdo, sonoléncia, dificuldade respiratdria, pulso rapido e fraco, podendo
levar o paciente ao choque e a morte (FNS, 1998) .

A dengue é a virose urbana mais difundida pelo mundo, ocorrendo em
todos os continentes, com excec¢do da Europa, sendo tipica de &reas tropicais e
subtropicais, onde as condi¢gdes ambientais favorecem o desenvolvimento do mosquito
transmissor, o Aedes aegypti, considerado seu principal vetor. Entre outros vetores
de menor importancia epidemioldgica estaria o Aedes albopictus, até o momento
nunca encontrado infectado na natureza nas Américas, embora considerado o vetor
original da dengue. Nativo de regides asiaticas, opera como vetor rural da doenga,
podendo ocorrer também em areas urbanas, principalmente se o A. aegypti estiver

ausente, com habitos alimentares semelhantes a este (FNS, 1998; Nobre et al.,, 1994).
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Existe alguma discussao em torno da hipétese de que o A. aegypti estaria tomando o
lugar do A. albopictus em diversas regides na Asia e que o aumento da ocorréncia de
febre amarela e dengue, desde 1950, estaria relacionado a esta mudanca (Luft, 1996).

O virus da dengue nédo afeta o mosquito de nenhuma forma, mas um
periodo de incubacéo de 8 a 11 dias é necessario para que ele se torne infectante e,
uma vez infectado, assim permanece o resto da vida (de 1 5 a 65 dias) (Luft, 1996;
Nobre et al., 1 994). Ainda ndo se sabe com certeza os fatores determinantes do
aparecimento de formas clinicas graves da dengue. E possivel que esteja relacionado
com a maior viruléncia de determinadas cepas do virus, mas a hipétese mais aceita é
a de que a febre hemorragica do dengue seja causada pela exposi¢cao sequencial a
diferentes sorotipos. O periodo de viremia da dengue é de 7 a 8 dias apés o
aparecimento dos sintomas e o periodo de incubacado da doenca é de 4 a 5 dias
(Nobre et al., 1994).

A transmissao ocorre de uma pessoa doente para uma sadia, apenas
através da picada do mosquito fémea. O mosquito macho alimenta-se apenas de
seiva de plantas e por isso ndo é transmissor. A fémea do Aedes aegypti tem habitos
diurnos, picando sempre ao amanhecer ou entardecer, atacando preferencialmente
no ambiente doméstico ou peridoméstico, pois os criadouros encontram-se, em geral,
dentro das proprias casas ou em seus arredores. Todo lugar onde exista agua parada
e limpa ou recipientes que acumulem agua, como vasos de plantas, pneus velhos,
latas, garrafas, caixas d'agua, cisternas e latdes, sao criadouros em potencial, locais
onde as fémeas podem vir a colocar seus ovos, de onde surgirdo as larvas de mosquitos.
Estas larvas se desenvolverdo por aproximadamente uma semana na agua, passarao
por um estagio denominado pupa, que durara de um a dois dias, surgindo entao a
forma adulta e alada do mosquito (FNS, 1 998).

0 Aedes aegyptié um mosquito pequeno, escuro, com desenho prateado
no dorso, em forma de lira, e com listras nas patas, podendo viver de um a dois meses
(Figura 5). Os locais preferidos para seu abrigo sdo armarios e lugares escuros dentro
das casas e, no ambiente externo, a preferéncia é por lugares frescos e sombreados

(FNS, 1998).
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FIGURA 5. Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue
Foto cedida por Genilton José Vieira, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ

O Aedes aegypti havia sido erradicado do pais em 1955, apés uma longa
e ardua luta de Oswaldo Cruz, Clementino Fraga, Fred L. Soaper, Emilio Ribas, entre
outros. Uma reinfestacdo ocorreu em 1967, nos Estados do Pard e Maranhédo, ~s
foi eliminada dois anos depois. Varios focos foram detectados em diferentes pontos
do territério, mas debelados rapidamente. Em 1976, no entanto, a partir de um foco
na cidade de Salvador (Bahia), o pais foi inexoravelmente reinfestado pelo Aedes
aegypti, que esta hoje presente na maioria dos Estados brasileiros. Em 1 986 foi
introduzido no pais o A. albopictus, vetor em potencial da febre amarela e da dengue,
que em 1 994 ja havia se disseminado pelos Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Maranhao e Bahia (Nobre et al., 1 994).

Ha registros de dengue no Brasil desde 1 846, quando uma epidemia
atingiu o Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Salvador e outras cidades. Esta epidemia durou
dois anos e a doenca na época era conhecida por outros nomes: polca, patuléia, febre
eruptiva reumatiforme. Outra epidemia foi registrada de 1851 a 1853, em Sao Paulo.

Em 1916, nova epidemia de dengue, confundida com gripe, foi diagnosticada em Sao
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Paulo e na ocasido ganhou o curioso nome de Urucubaca. Em 1 923, foi publicado um
artigo em Brasil-Médico, sobre uma epidemia de dengue em Niteroi, Rio de Janeiro.
Somente em 1982, com uma epidemia em Boa Vista, Roraima, foi pela primeira vez
isolado o virus da dengue no pais (sorotipos | e 4), também tendo sido esta a primeira
epidemia documentada, clinica e laboratorialmente (FNS, 1998; Nobre et al., 1994).

Em 1986, a doenga reapareceu de forma epidémica em trés Estados,
Ceara, Alagoas e Rio de Janeiro, neste ultimo atingindo mais de um milhdo de pessoas,
com casos também na Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, Sao Paulo e Mato Grosso
do Sul. De 1986 até 1989, apenas o sorotipo Den | foi detectado como responsavel
pelos surtos e epidemias de dengue que ocorreram em Sao Paulo, Minas Gerais,
Ceara, Alagoas, Bahia, Pernambuco e Rio de Janeiro (FNS, 1998; Nobre et al., 1994).

Em 1990 surgiram os primeiros casos de dengue hemorragico no Rio de
Janeiro, com a introducdao de um novo sorotipo, o Den 2, infectando pessoas que ja
haviam contraido a doenca anteriormente. A disseminagdo deste novo sorotipo por
diversas regides do pais causou o aparecimento de casos de dengue hemorragico em
outros Estados: Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Sergipe, Rio Grande do Norte e
Pernambuco. De 1990 a 1998 foram confirmados, em todo o Brasil, 718 casos que
levaram a ocorréncia de 27 6bitos (FNS, 1998; Nobre et al., 1994).

O maior numero de casos de dengue sdo sempre registrados no periodo
das chuvas, quando as condi¢gdes ambientais sdo propicias ao desenvolvimento e
proliferacdo do mosquito vetor. A partir de 1994 as epidemias tém apresentado

maior vulto, espalhando-se para todas as regides geogréficas do pais (Tabela 4).

TABELA 4. Evolucdo dos casos de dengue no Brasil de 1995 a 1997 *

1995 1996 1997
N- total de casos no pais 128.619 183.466 254.939
Ng de Estados afetados 18 20 21
N5 total de casos de Febre
Hemorragica do Dengue / Obitos 112/2 69/ - 36/5

Fonte: FNS (1998)
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No ano de 1998, até o més de maio, segundo dados da Fundacao Nacional
de Saude (Boletim Epidemiolégico), ja haviam sido registrados 358.888 casos de dengue
em todo o Brasil, a maioria notificada em regides metropolitanas das 22 unidades
federadas (Tabela 5). Na Regido Sudeste ocorreram 57,02% dos casos, dos quais
63,2 % em Minas Gerais, com dois sorotipos circulantes, Den 1 e Den 2, assim como
18,67% no Espirito Santo, seguido por 13,64% no Rio de Janeiro, onde apenas o Den
1 foi detectado.

A segunda regido mais atingida foi a Nordeste, com 33,57% dos casos,
sendo 29,83% no Estado da Paraiba, sem informacdes sobre os sorotipos, 17,36%
em Sergipe e 14,48% Pernambuco. Nestes dois ultimos Estados, os dois sorotipos,
Den 1 Den 2, encontravam-se circulantes.

O menor nimero de casos notificados ocorrem na Regido Sul, 0,59% do
total no pais, todos no Estado do Parana, sendo a maioria no municipio de Foz do
lguagu.

Quanto a Regiao Norte (5,52% dos casos), nos Estados de Rondo6nia,
Acre e Amapa, nao hé registros da doenca e o primeiro caso autéctone no Estado do
Amazonas ocorreu em marco de 1 998, tendo sido registrados, desde entao, outros
casos, especialmente em Manaus.

No Centro-Oeste a incidéncia também é baixa, com a maioria dos casos

(45%), ocorrendo em Mato Grosso.
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TABELA 5. Casos de dengue notificados no Brasil, ano de 1998, até o més de maio,
por regido geografica e nos respectivos Estados *

NUmero de casos

Regido Norte 19.815
Amazonas 9.525
Roraima 112

Para 9.135
Tocantins 1.043
Regido Nordeste 120.487
Maranhéo 9.607
Piaui 13.396
Ceara 2.686
Rio Grande do Norte 10.341
Paraiba 35.943
Pernambuco 17.445
Alagoas 5.184
Sergipe 20.914
Bahia 4.971
Regiao Sudeste 204.630
Minas Gerais 129.327
Espirito Santo 38.209
Rio de Janeiro 27.916
Sao Paulo 9.178
Regiao Sul 2.128
Parana 2.128
Regiao Centro-Oeste 11.828
Mato Grosso do Sul 1.799
Mato Grosso 5.323
Goias 3.243
Distrito Federal 1.463
Total 358.888

Fonte: CENEPI (1998)
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A disseminacgao da dengue no mundo pode ser atribuida a vérios fatores,
dentre eles, o aumento da densidade populacional acompanhada de urbanizacéao
desordenada, principalmente nas metrépoles, auséncia de infra-estrutura basica de
saneamento, levando pessoas a armazenarem &agua para utilizacdo domeéstica,
inadequado sistema de coleta de lixo, insuficiéncia de recursos financeiros e de pessoal
para combate ao mosquito vetor, pouco conhecimento da doenca e dos meios para
preveni-la por parte da populagao. Outros fatores que contribuiram para a disseminacgao
do virus, séo a intensificacdo dos movimentos migratdrios e das trocas comerciais
entre paises, o aumento da producao de recipientes descartaveis, maior freqtiéncia
de viagens, maior rapidez dos meios de transporte, levando a dispersdo do mosquito
a lugares cada vez mais distantes e a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas quimicos
convencionais (FNS, 1998).

N&o existindo vacina contra a dengue, a garantia de ndo haver doenca é
ndo haver mosquito, portanto, medidas preventivas individuais e coletivas para seu
controle, adotadas pelas instituicdes publicas e também pela populacdo, em geral séo
imprescindiveis.

As medidas de controle geralmente utilizadas nos programas oficiais
para o controle da dengue e prevencgao da febre amarela urbana buscam reduzir a
intensidade da infestagcdo do A. aegypti e manté-la a mais baixa possivel, nos periodos
interepidémicos, por meio da redugao dos criadouros, da eliminagao de inserviveis
(latas, pneus usados e outros recipientes semelhantes) e através da aplicacdo de
larvicida nos depdsitos de agua de consumo (Nobre et al., 1994). O Plano Nacional de
Erradicacdo do A. aegypti do Ministério da Saude, de 1996, previa, entre outras
medidas de controle larvar, a adogédo de inseticida & base de B. thuringiensis sorovar
israelensis (Rabinovitch 1997). Nos periodos epidémicos, associa-se ao método focal
a aplicacédo espacial de inseticida organofosforado ou piretréide para a reducao das
formas adultas dos mosquitos, as quais estdo ou podem vir a ficar infectadas e transmitir
a doenca. Estas medidas precisam contar com a participacdo da populagdo para
terem eficcia, o que pode ser alcangado com a educacéo sanitaria e comunicacao
social intensas por todos os meios possiveis. A melhoria das condi¢cdes de saneamento

basico, principalmente o adequado abastecimento de agua, poderia reduzir
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significativamente o uso de larvicida, na medida em que dispensa o acumulo de agua
em depodsitos improvisados. A adogdo de certos habitos, como a troca de agua de
vasos de plantas, manutencéo de caixas d'agua e outros depositos cobertos, a limpeza
de quintais com a remocé&o de recipientes que possam acumular 4gua e a manutencao
de pneus usados sob protegdo das chuvas, por exemplo, sdo algumas medidas Uteis

para reduzir a infestacdo de A. aegypti (Nobre et al., 1994).

Febre amarela

A febre amarela é uma doenca febril aguda cujo agente etiolégico é um
arbovirus do Género Flavivirus (antigo grupo B) da Familia Togaviridae, considerada
endémica nas regides tropicais das Américas e Africa. E transmitida por algumas
espécies de mosquitos, do macaco para o homem e do homem para outro homem.
Epidemiologicamente existem duas formas de febre amarela: a urbana e a silvestre,
ambas idénticas do ponto de vista etiologico, clinico, imunoldgico e histopatolégico
(Nobre et al., 1994).

O ciclo silvestre, nas Américas, é mantido pela circulagcéo do virus entre
macacos e, possivelmente, entre alguns marsupiais e mosquitos do Género
Haemagogus, principalmente. O homem n&o imunizado, ao penetrar em regides de
mata, pode contrair a doenga se picado por mosquito infectado. J4 o ciclo urbano é
mantido pela transmissao do virus do homem doente ao homem sadio, por meio da
picada do mosquito Aedes aegypti. Em 1979, foi demonstrada a transmissao
transovariana do mosquito, ou seja, uma vez infectado, supfe-se que ele assim
permaneca por toda a vida, tornando-se infectante apés um periodo que varia de 9 a
30 dias ap0ds a aquisicéo do virus. O Aedes albopictus é também susceptivel a infeccao
pelo virus amarilico em laboratério, porém nunca foi encontrado infectado na natureza
(Nobre et al., 1994).

As pessoas, apos serem picadas por mosquitos infectados com o virus
da febre amarela tém um periodo de incubacéo da doenca que varia de 3 a 6 dias. O
periodo de viremia, por sua vez, estende-se desde um dia antes do aparecimento dos
sintomas até 72 horas apds o desaparecimento dos mesmos. Muitas pessoas

desenvolvem apenas a forma branda da doenca, que se caracteriza por febre e
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indisposicéo por alguns dias. Cerca de | 5% das pessoas infectadas, no entanto,
desenvolvem a forma mais grave da febre amarela, que apresenta duas fases: uma
fase aguda, de cerca de 3 dias, com subito aparecimento de febre, dor de cabeca,
mialgia, nauseas e vOmitos; remissdo por 24 horas; e uma fase toxica, com
aparecimento de ictericia, hematémese, melena, podendo levar ao coma e a morte.
Testes laboratoriais podem mostrar leucocitose, albuminuria, anormalidades nos testes
das fung¢des do figado e o aumento do tempo de protrombina. A duragéao tipica dos
primeiros sintomas até a morte é de cerca de duas semanas e pelo menos metade dos
individuos que atingem a fase todxica ndo sobrevivem (Robertson et al., 1 996; Nobre
etal., 1994).

A primeira epidemia de febre amarela no Brasil deu-se em 1685, na
cidade de Recife (Pernambuco), atingindo um ano depois também a Bahia, onde
permaneceu até 1 692 com alta taxa de letalidade. Nao houve registros de epidemia
durante o século 1 8. Em 1849 foi novamente registrada uma epidemia em Salvador
(Bahia), propagando-se até 1 861 também para o norte e o sul do pais, atingindo 16
provincias, inclusive algumas situadas longe do litoral, como Goias e Mato Grosso. No
final de 1 849, a febre amarela atingiu o Rio de Janeiro e de forma bastante grave,
pois ha registro de que em um s6 dia - 1 5 de margo de 1 850 - teriam morrido 1 20
pessoas pela doenca. Em 1928 e 1929, nova epidemia foi registrada no Rio de Janeiro.
Os ultimos casos registrados de febre amarela urbana no Brasil foram notificados em
Sena Madureira, no Acre, em 1942 (Nobre et al., 1 994).

Em 1932 foi descrita uma epidemia sem a presenca do mosquito vetor
A. aegypti, o qual desde 1 901 era considerado o Unico transmissor nas Ameéricas.
Ocorreu no Vale do Canad, Espirito Santo, sendo esta a primeira vez que o ciclo
silvestre da doenca foi reconhecido (Nobre et al., 1994).

Ao contrario de outras febres virais hemorragicas, existe uma excelente
vacina contra a febre-amarela, que foi introduzida no pais, em 1937, com virus atenuado
e que utiliza a cepa americana 1 7D, desprovida de neuro e viscerotropismo, sendo
até hoje este o tipo de vacina em uso no Brasil. Esta vacina oferece altos niveis de
protecédo, garantindo imunidade por pelo menos dez anos e, provavelmente, até por

toda a vida (Robertson et al., 1996; Nobre et al., 1 994).
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No Brasil, a area endémica da febre amarela silvestre sdo as areas rurais
das regides Norte, Centro-Oeste e pré-amazonica do Maranhao (Nobre et al., 1 994).
De 1930 a 1992, 898 casos foram reportados e 720 deles (80,1 %) registrados nos
Estados do Para, Goias e Mato Grosso. No mesmo periodo, casos esporadicos, com
apenas 15 confirmados, ocorreram no Estado do Maranhao (1,6% do total no pais)
(Vasconcelos et al.,, 1997).

De 1993 a 1994, a febre amarela foi amplamente distribuida em Barra
do Corda, Esperantinépolis, Mirador e Pastos Bons, municipios do Estado do Maranhé&o.
Ao todo, noventa casos foram diagnosticados nesses dois anos no Estado do Maranhéo,
sendo 13 deles fatais, sugerindo a maior epidemia dos ultimos 20 anos. Milhares de
pessoas ndo imunizadas por falta de vacinagdo foram claramente a razdo desta
epidemia. Nenhuma campanha de vacinacao havia sido feita na area afetada desde
1988, quando apenas 17,4% da populacdo havia sido vacinada. As areas epidémicas
eram, na maior parte, agricolas e pecuarias (Vasconcelos et al., 1 997).

Nesse periodo de epidemia no Maranhdo, com alto nivel de transmissao
epizodtica do virus, o principal vetor foi o Haemagogus janthinomys, o que foi
considerado também o principal vetor da febre amarela silvestre no Brasil. No entanto,
o virus foi igualmente encontrado em Sabethes chloropterus, considerado um vetor
secundario, o que costuma ocorrer em casos de nivel alto de transmissao, assim
como a ocorréncia de uma grande populagdo de macacos. (Vasconcelos et al., 1997).

Em 1997 houve 11 casos de febre amarela silvestre registrados no Brasil,
todos no Estado do Para. Em 1 998, até o més de maio, foram registrados 24 casos,
sendo 21 no Pard, 2 no Amazonas e 1 no Mato Grosso (CENEPI, 1998).

Desde 1980 a febre amarela tem reemergido na Africa e América do
Sul e, uma vez que o A. aegyptiestabeleceu-se novamente em areas urbanas destas
regides, existe sempre um temor de que a doenca possa reaparecer de forma explosiva
(Robertson et al., 1996).

Pacientes assintométicos carregando o virus podem ser uma fonte
silenciosa de febre amarela em areas onde o vetor urbano esta presente em grande
numero. Casos de febre amarela podem ocorrer junto com casos de dengue e isto

também deve ser considerado ao fazerem-se diagnosticos (Vasconcelos et al., 1997).
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A é&rea de circulacgdo do virus estd aumentando e, portanto, a vacinagdo
deve ser prioritaria sempre que possivel. Manter a vacinagdo sistematica da populacdo
considerada de risco contra a febre amarela seria a melhor forma de prevenir a forma
urbana da doenca e surtos epidémicos da forma silvestre. Os grupos considerados de
maior risco sdo adultos jovens e do sexo masculino, geralmente lavradores e motoristas
(Robertson et al., 1996), e outros profissionais que circulam em areas de mata. Por
outro lado, o combate ao A. aegypti, principalmente realizado para evitar casos e
epidemias de dengue nas cidades, deve também ser pensado como uma forma de

prevenir o reaparecimento de casos de febre amarela urbana.

Malaria

A malaria ou paludismo continua sendo uma das mais importantes
doencas parasitarias. No entanto, medidas de controle hoje adotadas, bem como
medicamentos modernos, nao fazem mais da malaria um sindnimo de flagelo da
humanidade, como outrora. E também conhecida como impaludismo, febre palustre,
febre intermitente, febre terca, febre quartd ou ainda popularmente, maleita, sez&o,
tremedeira, batedeira ou simplesmente febre (FNS, 1 998).

Em 1 993 estimava-se que cerca de 300 milhdes de pessoas estariam
infectadas com os parasitas causadores da maléaria, 90% destas vivendo na Africa
tropical. Pelas estatisticas, ainda, o nimero de mortes previstas anualmente, naquele
momento, era de 500 mil a 1,2 milhées, ocorrendo principalmente entre criancas
africanas com idade inferior a cinco anos (TDR, 1 993).

No Brasil, a malaria humana é causada por uma das trés espécies de
parasitas protozoarios do Género Plasmodium ou plasmaédios: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae. Em areas com elevada transmissédo, coexistem o P. falciparum eoP.
vivax, sendo frequentemente detectada a associagdo destas espécies nho exame
sanguineo de pacientes (FNS, 1998).

Os sintomas da malaria sdo causados pelo desenvolvimento do parasita
nas células vermelhas sanguineas, sendo o principal a febre, com ciclo claro em todos
0s casos, menos para P. falciparum. A malaria por falciparum é a mais perigosa

forma da doencga, resultando em complicacdes mais sérias, como anemia e maléaria



CONTROLE BIOLOGICO DE VETORES DE DOENGAS TROPICAIS 51

cerebral (TDR, 1 993).

Sintomas inespecificos, como cefaléia ocasional, nduseas, vomitos,
astenia, fadiga, anorexia e febre ligeira, podem ser observados inicialmente em alguns
pacientes véarios dias antes do ataque agudo da malaria, que se caracteriza por crises
febris, com quatro periodos distintos e sucessivos: frio, calor, suor e auséncia de
febre (FNS, 1998).

O periodo de frio pode durar de 15 a 60 minutos e esta relacionado com
0 aumento brusco da temperatura do corpo, causando frio intenso, calafrios com
tremor generalizado e ranger de dentes, podendo ocorrer também cefaléia, nauseas
e vOmitos. Além disso, o pulso é débil e rapido, a pele seca e com rugas, os labios
cianoéticos e sobretudo criangas podem apresentar crises convulsivas (FNS, 1998).

O periodo de calor dura de 2 a 6 horas. O paciente sente-se quente, sua
face fica hiperémica, o pulso forte e a pele seca e quente. A dor de cabeca, que
geralmente surge na etapa anterior, aumenta de intensidade e nauseas e vomitos
podem continuar. A temperatura pode alcancar 40° C ou mais e alguns pacientes
chegam a delirar (FNS, 1998).

O periodo de suor dura de 2 a 4 horas. Nele, a febre diminui rapidamente
e a cefaléia, a sede e o mal-estar cedem. H& uma sensacéo de alivio. Terminando o
suor, 0 paciente sente-se cansado e débil e, livre dos sintomas, consegue ter um sono
tranquilo (FNS, 1998).

As formas clinicas da malaria podem ser classificadas em leves,
moderadas, graves e de urgéncia, dependendo da intensidade dos sintomas, do nivel
de parasitemia e do grau de anemia. A forma moderada é tipica dos individuos nao-
imunes. As formas graves e de urgéncia, com raras excec¢des, sdo observadas nas
infeccdes produzidas por P. falciparum. Se o paciente ndo receber terapéutica
especifica e adequada, a doencga pode evoluir para a forma denominada de urgéncia,
quando os sintomas sdo mais graves, aparecendo complicagdes sérias, relacionadas
aos rins, pulmdes, figado, cérebro e sangue. A parasitemia é superior a 2%, podendo
alcancar 30% ou mais; a anemia € intensa, com o paciente podendo apresentar uma
reducdo de até 50% da taxa de hemoglobina (FNS, 1998).

Muitas pessoas infectadas estdo parcialmente protegidas de complicagcdes
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pela imunidade concomitante, adquirida por infe¢cdes prévias e recentes. Complicagdes
severas sdo encontradas quase que exclusivamente em ndo-imunes, notavelmente
criancas pequenas, mulheres gravidas, imigrantes e trabalhadores migrantes que entram
em 4reas altamente endémicas e também habitantes de areas de endemicidade instavel
(TDR, 1993).

O homem é o mais importante reservatério da maiaria humana, embora
macacos de espécies superiores também possam albergar o P. malariae. Na Amazonia
foi detectada a presenca de P. brazilianum e P. simium, morfologicamente semelhantes
aos P. malariae e P. vivax, em macacos de pequeno e grande porte, respectivamente,
mas a transmissao natural ao homem nao foi comprovada (FNS, 1998).

Os transmissores da malaria dos mamiferos séo insetos da Ordem
Diptera, Familia Culicidae e Género Anopheles. Este género compreende cerca de
400 espécies, mas apenas um pequeno ndmero tem importancia para a epidemiologia
da malaria. No Brasil, cinco espécies sdo consideradas os principais vetores: An.
darlingi, An., aquasalis, An. albitarsis, An. cruzie An. bellator (FNS, 1 998). Segundo
Deane (1 986), o An. darlingiseria 0 mais importante vetor primario da malaria em
areas do interior do pais, do nordeste até o norte do Estado do Parana. Ja o An.
aquasalis seria um vetor menos importante, transmitindo a doenca ao longo da costa
brasileira, desde a regidao Norte até o Estado de S&o Paulo. O An. cruzi, An. bellator
e também o An. homunculus seriam os responsaveis pela chamada malaria das bromélias
- praticamente erradicada - e os Unicos vetores nos Estados do Sudeste, ao sul do
paralelo 25°S. O An. albitarsis, por sua vez, presente apenas em areas restritas, é
considerado um vetor bem menos importante.

Os anofelinos medem em geral menos de 1cm de comprimento ou
envergadura, tém corpo delgado, pernas longas, que lhe valeram em algumas regides
o nome de pernilongo. Sdo também conhecidos como carapand, murigoca, sovela,
mosquito-prego ou simplesmente mosquito (FNS, 1 998).

A maioria possui habitos crepusculares ou noturnos. Durante o dia
refugiam-se da luz excessiva, vento, calor e inimigos naturais, em abrigos proximos
aos criadouros - geralmente arbustos, lugares de vegetacdo densa, oco de arvores,

espacgo sob raizes, troncos caidos, grutas, buracos de animais, etc. (FNS, 1 998).
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Ao entardecer, as fémeas buscam suas fontes alimentares: animais ou
homens. Anofelinos que costumam penetrar nas habitagdes humanas participam mais
ativamente da transmisséo da malaria do que espécies que permanecem de preferéncia
no exterior (FNS, 1998).

Héa os que penetram nas casas durante o crepusculo vespertino e so se
retiram ao amanhecer, escolhendo como esconderijo, por exemplo, roupas penduradas,
parte traseira de moéveis e quadros, partes baixas das paredes. Outros abandonam as
casas logo depois de se alimentarem (FNS, 1998).

A endofilia ou domesticidade versus exofilia de determinadas espécies é
um fator importante a ser conhecido e considerado no planejamento de seu controle,
podendo determinar qual a melhor estratégia e tipo de inseticida a ser utilizado em
cada caso.

O principal vetor no Brasil, An. darlingi, cria-se em grandes cole¢des de
agua, como represas, lagos, lagoas, remanso de rios, em aguas profundas e limpidas,
pobres de matéria organica. E endofilico e notavelmente antropdéfilo, picando homens
de preferéncia a outros animais. Picando frequentemente fora de casa, caracteriza a
transmissdo extradomiciliar da malaria. E bastante susceptivel a infeccdo pelos
plasmédios, com taxas de parasitismo superiores a 20% no estdmago (indice oocistico)
e superiores a 55% nas glandulas salivares (indice esporozoitico) (FNS, 1 998).

A doenca se transmite pela fémea anofelina infectante. O mosquito
ingere sangue humano que contém os plasmoédios em sua forma de gametécitos. Os
gametocitos macho e fémea se unem formando o oocineto que, por sua vez, apresenta
diversas transformacdes em seu interior no prazo de 8 a 35 dias, dependendo da
espécie de parasita e da temperatura a que esta exposto o vetor, formando os
esporozoitos. Estes se concentram nas glandulas salivares e séo injetados no organismo
humano cada vez que o mosquito se alimenta de sangue. A malaria pode ser transmitida
também por transfusdo do sangue de pessoas infectadas (FNS, 1998).

O periodo de incubacéo é de 1 2 dias para P. falciparum, 14 dias para P.
vivax e 30 dias para P. malariae. Com algumas cepas de P. vivax, em zonas temperadas
ou subtropicais, pode haver periodo de incubacdo mais prolongado, de 8 a 10 meses.

No caso de transmissao por transfusédo, o periodo de incubagéo geralmente é breve,
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variando de acordo com o numero de parasitos contidos no sangue (FNS, 1998).

O homem infecta 0 mosquito quando circulam em seu sangue gametocitos
infectantes em nimero suficiente para que o mosquito, ao suga-lo, ingira gametoécitos
de ambos os sexos. Ja 0 mosquito permanece infectante durante toda sua vida (FNS,
1998).

O tratamento da malaria tem como objetivo principal a eliminagao dos
plasmddios do sangue, mas nas infecgbes por P. vivax e P. malariae é também
necessario eliminar os plasmédios que se encontram no figado, evitando recaidas
ap6s a cura clinica (FNS, 1998). Os antimalaricos normalmente utilizados s&o a
cloroquina e quinina, considerados inclusive seguros para gestantes, com esquemas
de tratamento diferenciados para cada um dos tipos de Plasmodium. Derivados da
artemisina, uma nova droga, tém sido também utilizados em casos de infec¢des graves
por P. falciparum, inclusive nos casos de cepas multirresistentes deste, predominantes
em areas de alto risco. No caso de infecgbes mistas, deve-se tratar a espécie que
apresentar formas assexuadas e que estiver produzindo o ataque primario; nos casos
de coexistirem anéis de P. falciparum e formas de P. vivax, o tratamento inicial deve
ser dirigido para o P. falciparum (FNS, 1998; TDR, 1993).

O primeiro relato de malaria no Brasil, feito por Gabriel Soares de Souza
em "Noticia do Brasil", parece ter sido em 1587, com a menc¢ao da existéncia de
febre terga e quarta entre os indios Tupinambas. Realmente comecgou-se a dar atengao
a doenga, no final de 1870, quando milhares de nordestinos, escapando da seca e
oriundos principalmente do Estado do Ceard, dirigiram-se para a regiado Amazoénica
em busca da riqueza que viria com a coleta de latex, durante o ciclo da borracha, e
terminaram por adquirir a malaria e muitos a morrer dela (Deane, 1 986).

Alguns anos depois, em 1888, as mais importantes fazendas e areas de
plantio do sudeste brasileiro, como as planicies costeiras do Rio de Janeiro, Baixada
Fluminense e areas similares de S&o Paulo, tornaram-se maléricas devido a deterioracéo
da irrigacdo e sistemas de drenagem, como consequéncia do abandono das plantacdes
pelos escravos, recéme-libertados (Deane, 1 986).

No inicio do século, uma outra grande epidemia ocorreu na regiao

Amazobnica durante a construgdo da ferrovia Madeira-Mamoré, como descrito por
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Oswaldo Cruz e Carlos Chagas, ao visitarem a regido, entre 1910 e 1913. Naquele
momento, além dos nordestinos, imigrantes de outros estados brasileiros e também
estrangeiros foram vitimados pela doenca (Deane, 1986).

Uma violenta epidemia ocorreu em 1 930, desta vez nos Estados do Rio
Grande do Norte e Cearda, devido a invasao desta area pelo An. gambiae, espécie nao
autdctone do continente americano (Nobre et al., 1994), que foi totalmente erradicada
do pais em 1940 (Deane, 1986).

Em meados dos anos 40, no Brasil, a prevaléncia de malaria na regido
amazonica aumentou acentuadamente devido a uma nova massa migratéria de mais
de 50 mil nordestinos para as areas de seringais, conseqiéncia do aumento das
necessidades de borracha natural pelos aliados durante a guerra. Ao mesmo tempo,
observava-se um nivel alto de endemicidade também nos vales de rios ndo amazonicos,
como o Sao Francisco e 0 Parana, assim como na Baixada Fluminense e outras areas,
de forma que havia cerca de 4 a 5 milhdes de casos estimados, anualmente, para
uma populacéo de entdo 55 milhdes de pessoas, com mais de metade dos casos de
malaria fora da regido amazonica (Deane, 1 986).

ApO6s uma eficiente campanha nacional anti-malaria, a incidéncia da
doenca caiu para 52 mil casos confirmados em 1970, a maioria restrita a regido
amazdnica. Depois disso, a regido recebeu novas levas de imigrantes, desta vez vindos
principalmente dos Estados do sudeste, levados por promessas de programas de
desenvolvimento na 4rea, e novamente houve aumento do nimero de casos de malaria
(Deane, 1986).

Em 1985 ocorreram cerca de 400 mil casos no pais, quase todos na
regido amazobnica, que compreendendo 51 % do territério brasileiro, abrigava somente
9% de seus habitantes, sendo também responsavel por 90% dos casos autéctones
registrados. A malaria encontrava-se, entao, praticamente erradicada de outras areas
do pais (Deane, 1 986).

A regido amazobnica sera certamente uma das Ultimas areas maléricas
no hemisfério. Por estar sujeita a um processo de assentamento e exploracédo, que
certamente continuara por longo tempo, a presenga da doencga nessa regido parece

inevitavel (Marques, 1986).
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Em 1995, na Amazobnia, os Estados mais atingidos pela malaria foram
Mato Grosso, Para, Rondbdnia e Amazonas (76,5% dos registros). As areas de maior
ocorréncia foram as de garimpo (Mato Grosso, Pard), area de influéncia de rodovias,
como a Transamazonica e a Cuiaba-Santarém, areas de elevada incidéncia de An.
darlingi, como em Rondénia, ou ainda, no Estado do Amazonas, areas da periferia
com abundancia de vetores e que receberam fluxos populacionais procedentes de
zonas rurais e la se fixaram. Outras areas consideradas de alto risco, com elevada
transmissao eram o oeste de Roraima (garimpos e area Yanomami), vale do rio do
Acre, vale do rio Jari, trechos da bacia do Jurua e a area de influéncia da rodovia
Perimetral Norte, no Amapa. Nos Estados do Maranh&o e no Tocantins, a transmissao
apresentava-se menos intensa (FNS, 1998).

No ano de 1998, até o més de maio, haviam sido registrados um total de
141.224 casos de malaria no pais, com 90,73% ocorrendo na regido Norte, 5,81 %
na regido nordeste e 3,3% na regido Centro-Oeste. As regides Sul e Sudeste
apresentavam numero de casos bem menor, correspondendo a 0,09% e 0,07% do
total no pais, respectivamente. A maior incidéncia é a de malaria provocada por P.
vivax, 77,29% das ocorréncias. P. falciparum, o mais preocupante, foi o responsavel
por 21,74% das ocorréncias, enquanto para P. malariae, o indice foi de apenas 0,23%.

Casos de infecgbes mistas foram diagnosticadas em 0,74% do total de casos

(Tabela 6).

TABELA 6. Casos de malaria notificados no Brasil, ano de 1998, até o més de maio, por
regiao geografica *

NUmero de casos

. Malaria por
Malan_a por Malaria por ~ Malaria por  p_ falciparum +
P. falciparum  p. vivax P. malariae P, vivax
Regido Norte 27.663 99.210 311 943
Regido Nordeste 1.526 6.618 6 56
Regido Sudeste 16 76 - 1
Regido Sul 19 109 1 1
Regido Centro-Oeste 1.481 3.144 2 41
Total 30.705 109.157 320 1.042

Fonte: CENEPI (1998)
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O controle da malaria, durante alguns anos, baseou-se principalmente
na tentativa de erradicagao do mosquito vetor. A experiéncia mostrou, no entanto,
que o controle do mosquito nem sempre é possivel, em areas onde a doenca é muito
severa e onde a interrupgéo da transmiss&o ndo pode ser mantida. Enfase passou a
ser dada, entdo, ao diagndstico precoce, tratamento com anti-malaricos eficazes e
ao uso seletivo de medidas preventivas, incluindo ai o controle do vetor, onde ele
pode ser mantido. Outras medidas adicionais de controle, como borrifacdes
intradomiciliares, uso de espirais e mosquiteiros impregnados, teriam menos impacto,
especialmente nas camadas mais pobres da populacdo endémica. No entanto, alguns
estudos indicam que o uso de mosquiteiros impregnados pode ser eficaz na reducéo
da mortalidade infantil em certas situa¢cdes epidemioldgicas (TDR, 1993).

O trabalho de controle do vetor na fase larvar ainda é considerado muito
util e pode ser implementado através de algumas medidas que visem & eliminac¢éo dos
criadouros de Anopheles, como por exemplo, a retirada mecéanica da vegetacédo
aquética ao longo das margens dos riachos, uma vez que a vegetacado favorece a
deposicdo de ovos; drenagem para facilitar o escoamento das aguas da chuva;
construgdo de diques e canais para evitar 4guas estagnadas; retificacdo de cursos
d'agua e pequenos aterros (FNS, 1998; Marques, 1986).

O aparecimento de resisténcia a certas drogas no organismo humano é
um sério problema. A cloroquina era a droga utilizada na Africa, mas a resisténcia
espalhou-se em regides endémicas. Novas drogas vém sendo desenvolvidas, mas
também a resisténcia a algumas delas tem sido reportada em taxas alarmantes. O
controle da malaria continua realmente sendo um desafio, principalmente em areas
onde nao ha infra-estrutura adequada para cuidados com a Saude Publica (TDR, 1993).

No Brasil, a estratégia geral de controle da malaria esta baseada em
quatro pontos basicos: o diagnoéstico imediato e o tratamento oportuno dos casos; o
planejamento e a aplicacdo de medidas anti-vetoriais seletivas; a pronta detec¢do de
epidemias para conté-las e a reavaliagdo regular da doenga no pais, incluindo os
fatores ecol6gicos, sociais e econdmicos que determinam sua incidéncia. No combate
aos vetores, o programa utiliza produtos quimicos para nebulizagdes e borrifacdes

intradomiciliares, como organoclorados, organofosforados e piretréides. Tem-se
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procurado, também, sempre que possivel, coletar informagdes sobre os habitos e a
reproducdo dos mosquitos locais, espécies prevalentes, sua densidade e infectividade,
condi¢des ecolbgicas e sazonais, bem como a resposta do mosquito e do parasito aos

inseticidas e medicamentos, respectivamente (FNS, 1998).

Filariose linfatica

A filariose linfatica humana ocorre pelo parasitismo de helmintos
Nematoda das espécies Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori. E endémica
em varias regifes tropicais da Asia, Africa e Américas, sendo sério problema de
Saude Publica na China, india, Indonésia e nas regides leste, centro-oeste e oeste da
Africa. Cerca de 800 milhdes de pessoas vivem em areas de risco e estima-se que
11 9 milhdes no mundo sejam portadoras de filariose, 116 milhdes infectados por W.
bancrofti, 12,9 milhdes por B. maiayiou B. timori (Rocha & Fontes, 1 998).

A doenca nas Américas é causada especificamente por W. bancrofti,
provavelmente introduzida pelo trafico de escravos africanos no periodo colonial (Rocha
& Fontes, 1998; Coutinho et al., 1996). No Brasil, especificamente Pernambuco, por
sua situacéo geografica e politica, foi a provincia que mais recebeu escravos durante
0 periodo de 1 636-1645. Estima-se que 23.613 negros tenham entrado no Estado,
oriundos das mais variadas regides do continente africano (Coutinho et al., 1 996). O
parasito da filariose encontrou no pais um bom vetor, o Culex quinquefasciatus, talvez
0 mais eficiente mosquito transmissor, assim como condi¢cdes climaticas apropriadas,
tendo entdo se adaptado e dispersado (Rocha & Fontes, 1998; Coutinho et al., 1996).

Os vermes adultos de W. bancrofti vivem nos linfonodos e vasos linfaticos
e as microfilarias, formas embrionarias, sao encontradas no sangue periférico humano.
As microfilarias sao ingeridas por insetos vetores, no momento do repasto sanguineo,
desenvolvem-se e atingem o estagio larvario infectante (larvas L3) (Rocha & Fontes,
1998).

A doencga é caracterizada por uma grande variedade de manifestagcdes
clinicas, principalmente relacionadas a inflamacdes agudas e patologias crbnicas dos
vasos linfaticos. Algumas manifestagdes como a Eosinofilia Pulmonar Tropical e outras

sindromes, genericamente conhecidas como filariose oculta, sdo menos frequentes
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e, provavelmente, estdo relacionadas a hipersensibilidade do hospedeiro as microfilarias
(Rocha & Fontes, 1998; Albuquerque et al., 1 995).

Em areas endémicas podem ser encontrados, simultaneamente, varios
individuos microfilarémicos assintomaticos, outros sintomaticos e amicrofilarémicos
e outros poucos com microfilaremia e doenca (Albuquerque et al., 1995b). A
microfilaremia é definida como a presenca de microfilarias no sangue periférico,
enquanto que as manifestacdes clinicas da filariose podem caracterizar a doenca
aguda ou cronica. A aguda pode ser identificada quando houve um ou mais episoédios
de febre (seguidos ou néo por cefaléia, nauseas e vimitos) ou por doencas locais (dor,
calor, linfagite ou adenolinfagite nos bracos e pernas, nos 6rgéos genitais masculinos
ou nos seios) por pelo menos trés dias. Ja a forma crbnica é identificada, de acordo
com critérios da Organizacdo Mundial de Saude, por linfoedema, elenfantiase, hidrocele
ou quilaria (Albuquerque et al.,, 1995a).

Alguns autores acreditam que diferentes niveis de prevaléncia de
microfilaremia, em uma mesma area endémica, estao provavelmente relacionados a
diferentes graus de exposi¢cdo aos vetores infectados, o que pode ser resultante de
diferentes comportamentos individuais no que diz respeito ao contato com o vetor
(Albuquerque et al., 1 995a).

A transmissao de W. bancrofti é considerada um processo "ineficiente",
uma vez que ndo ha um reservatério animal da infeccdo e os vetores infectados
apresentam alta taxa de mortalidade. As larvas ingeridas, por sua vez, nao se
desenvolvem dentro do vetor e muitas delas ndo sobrevivem ao se moverem da pele
humana para o sistema linfatico. Assim, a transmissao da filariose ocorre somente
onde ha densidade muito alta de vetores infectados (Albuquerque et ai., 1 995a).

O principal vetor no Brasil, o Culex quinquefasciatus, prolifera-se
principalmente em aguas estagnadas e poluidas, um tipo de criadouro encontrado
frequentemente em cidades com areas endémicas. Esta caracteristica do ciclo de
vida do vetor faz com que a expansao das endemias esteja intimamente relacionada
ao tipo de processo de urbanizagdo que acontece em paises em desenvolvimento

(Albuquerque et al., 1995a) (Figura 6).
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FIGURA 6. Culex quinquefasciatus, principal vetor da filariose bancroftiana no Brasil

Foto cedida pela Editora Globo/Ricardo Siqueira

Estudos iniciais da filariose no Brasil tiveram lugar na Bahia, no século
XIX, destacando-se a identificacdo de microfilarias na urina de pacientes com
hematoquiltria por Wucherer em 1868, e a identificagcdo da Wuchereria bancrofti
por Araujo Silva, em 1877 (Coutinho et al., 1996). A cidade de Salvador é considerada
o primeiro foco histérico da infeccao (Maciel et al., | 996).

Até o inicio da década de 50, muito pouco se sabia sobre a filariose
bancroftiana no Brasil, a ndo ser por inquéritos hemoscopicos isolados para a detecgao
da parasitose, que permitiram que cidades como Salvador (Bahia) e Belém (Pard)
fossem consideradas focos.

Em Recife, a doenca foi pela primeira vez documentada em 1952 com
uma prevaléncia de 9,7% , em inquérito realizado por Azevedo e Dobbin entre 450
bancarios examinados no bairro de Afogados (Coutinho et al., 1 996; Maciel et al.,
1996).

Entre 1951 e 1958 foram pesquisadas 852 localidades de 24 Unidades
da Federacao, totalizando 811.361 pessoas examinadas, sendo também realizados

inquéritos entomoldgicos em 12 Estados e Territorios, tendo sido dissecados 120.399
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exemplares de diferentes espécies de mosquitos. Esses inquéritos, hemoscopicos e
entomoloégicos, permitiram a identificagdo de focos autdéctones em varias cidades, de
Estados de norte a sul do pais. Foram encontrados portadores de W. bancroftiem 89
localidades de oito diferentes Unidades da Federagcdo, com transmissao autéctone
comprovada em apenas em 11 municipios: Recife (Pernambuco), Castro Alves (Bahia),
Florianodpolis (Santa Catarina), Sao Luis (Maranhao), Salvador (Bahia), Macei6 (Alagoas),
Manaus (Amazonas) e Porto Alegre (Rio Grande do Sul) (Rocha & Fontes, 1998).

Ao final desta avaliagédo ficou comprovado que a bancroftose no Brasil
tinha distribuicao urbana, sendo encontrada principalmente em cidades litoraneas,
com caracteristicas nitidamente focais. Dentre as areas endémicas, os locais de maior
importancia epidemiolégica pela significativa densidade demografica, elevada
prevaléncia e alta concentracado de vetores, eram Belém e Recife, onde se estimava,
na ocasidao, em 50 e 80 mil o numero de portadores do parasitose, respectivamente.
Além dessas duas capitais, também foram considerados importantes, na época, o0s
focos de Castro Alves na Bahia, Floriandpolis, Ponta Grossa e Barra de Laguna em
Santa Catarina, e Cameta, Vigia e Soure no Para. Os demais focos, com prevaléncia
de microfilarémicos inferiores a | %, nao foram considerados de expressao como
problema de Saude Publica, mas deveriam ficar sob observacao pelo Ministério da
Saude (Rocha & Fontes, 1998).

Pelos inquéritos entomoldgicos realizados, o Cx. quinquefasciatus foi
considerado o principal transmissor no pais, embora raros exemplares de mosquitos
de outras espécies tenham sido também encontrados infectados, ndo sendo
considerados de importancia na transmissao da bancroftose no Brasil (Rocha & Fontes,
1998).

A partir desses inquéritos, foram iniciadas ag¢des de controle da doencga,
pelo Departamento Nacional de Endemias Rurais (DNERu) e depois, em 1 970, pela
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCAM), tendo como meta erradicar ou
controlar a bancroftose nas areas endémicas, através do tratamento de individuos
parasitados com dietilcarbamazina (DEC), do combate quimico das formas adultas e
larvarias dos insetos vetores e da eliminacdo dos criadouros de mosquitos através de

obras de saneamento (Rocha & Fontes, 1998).
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O uso de inseticidas organoclorados ou organofosforados de acao residual,
como BHC, DDT e depois Dieldrin, para o ataque das formas adultas do vetor,
mostraram bom resultado no inicio, mas, em pouco tempo, tornaram-se ineficazes e
foram abandonados. Devido a falta de um inseticida eficaz e ao alto custo das
aplicacdes semanais de larvicidas nos criadouros, a atencdo concentrou-se no
tratamento dos casos humanos e na educacéo sanitaria da populacdo. Quase todos
os focos de transmissao ativa foram considerados extintos pelo Ministério da Saude,
que considerava como areas endémicas somente Belém (Pard) e Recife (Pernambuco).
Em 1985, o Ministério da Saude considerava que a endemia vinha sendo controlada
de forma satisfatoria no pais e que a doenga tinha atingido nivel baixo de endemicidade,
ndo mais apresentando a gravidade do passado. Em Belém, o indice de individuos com
microfilaremia havia regredido de 9,8% (1951) para 0,2 % (1983) e em Recife, de
6,9% (1954) para 0,7% (1 984) (Rocha & Fontes, 1998) .

ApOs a década de 50 nao foi realizado outro levantamento global no
Brasil para redesenhar o mapa da distribuicdo geografica da filariose linfatica no pais,
estando disponiveis apenas dados de inquéritos isolados (Rocha & Fontes, 1998).

Na Bahia, os ultimos dados sédo de 1986, que mostram que nenhum caso
autéctone foi registrado desde 1981 no Estado, o mesmo ocorrendo em Joao Pessoa
(Paraiba), em inquérito do inicio de 1 970. Outros dados foram levantados ainda em
Recife, Belém, Macei6, Ponta Grossa (Parana) e Barra de Laguna (SC), mas em nenhum
outro foco antigo foi realizada reavaliacdo recente da situagdo da parasitose (Rocha
& Fontes, 1998).

Em Maceid, em 1990, foi realizado um inquérito hemoscopico piloto
entre 731 militares do Exército local, apds ser encontrado um paciente com linfagite
retrograda, uma das formas clinicas da filariose linfatica. Dois militares e um parente
de um deles encontravam-se microfilarémicos, em grau significativo para uma area
onde se imaginava que a transmissibilidade estaria sob controle. Em virtude do
aparecimento destes casos autdctones recentes e pela presenc¢a do vetor em potencial
(Cx. quinquefasciatus) um amplo inquérito hemoscoépico foi entdo realizado na regido.
Foram examinados 10.450 escolares de 23 bairros diferentes e a prevaléncia detectada

foi de 0,7%. A pesquisa estendeu-se para os 33 bairros de Macei6 e a prevaléncia
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geral foi também de 0,7%. A parasitose apresentou distribuicdo focal na cidade, com
filarémicos em apenas 10 bairros, sendo que 84% dos parasitados concentravam-se
em apenas 3 bairros, centrais e limitrofes: Feitosa, Pitanguinha e Jacintinho, com
prevaléncias de 5,3%, 3,5% e 1,2%, respectivamente. Nestes bairros, mosquitos
Cx. quinquefasciatus capturados apresentaram indices de infectividade variando de
0,4 a 2,1 %. Todos esses dados, em conjunto, revelaram a ocorréncia de transmissao
ativa de W. bancrofti na area urbana de Maceid, ao contrario do que considerava o
Ministério da Saude (Rocha & Fontes, 1998).

Em Santa Catarina foi realizado um inquérito pela SUCAM, em 1 976,
sendo examinados 21.639 residentes nas areas consideradas endémicas, no passado,
ndo tendo sido detectado nenhum microfilarémico. O desaparecimento da bancroftose
na regiao foi atribuido & acdo do medicamento dietilcarbamazina, administrado entre
1957 e 1963, a todos os parasitados em Florian6polis e Ponta Grossa e a toda a
populacdo em Barra de Laguna. Em 1 994 confirmou-se a erradicagcdo da parasitose,
quando foram examinados 90,7% da populacdo de Ponta Grossa e 95,2% de Barra
de Laguna, nao se detectando nenhum microfilarémico em areas que, no passado,
apresentaram indices de até 14,5% (Rocha & Fontes, 1998).

Em 1982, em Recife, o declinio observado nos indices de microfilaremia,
apresentados pela SUCAM, de 1 954 até o inicio da década de 80, nao foi constatado
quando foram pesquisados alguns bairros isolados da capital pernambucana, inclusive
tendo-se verificado aumento da prevaléncia de bancroftose ao longo dos anos (Rocha
& Fontes, 1998).

Em 1994, antigas areas endémicas de Recife, os bairros de Santo Amaro
e Campo Grande, apresentaram indices de prevaléncia de 13,5% e, em areas de
ocupacao mais recente, 12,3% (bairros de Sapucaia e Salgadinho em Olinda). Em
1995, em outras areas de Recife, como os bairros de Coque e Mustardinha, foram
observados indices de 10,7% e 9,3%, respectivamente. Em 1996, em pesquisa mais
ampla, foram examinados 10.851 individuos de 31 diferentes bairros, sendo detectados
6,5% de microfilarémicos (Rocha & Fontes, 1 998).

A manutencao da filariose linfatica em Recife, de forma endémica,

certamente esta associada a baixa qualidade de vida observada em grande parte da
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area urbana, agravada pela migragcdo e urbanizacdo desordenada. 42,2% das
residéncias situam-se em areas de favelas, onde a deficiéncia de servigos de infra-
estrutura, como sistema subterraneo para coleta de esgotos, sistemas de drenagem,
valas que recebem lixo doméstico, ruas sem calgamento, solo encharcado, altos indices
pluviométricos, coleta irregular de lixo, sao fatores que contribuem para a criagdo de
condi¢des favoraveis para a instalagédo de criadouros do mosquito vetor. Nestas areas,
a densidade populacional do vetor costuma ser elevada e o tipo de habitagdo favorece
também o contato hospedeiro-vetor. A populagdo, de modo geral, desconhece a forma
de transmisséo da doenca e, portanto, ndo toma medidas de protecéo individual, nem
procura destruir os criadouros de mosquitos (Regis, 1 998; Rocha & Fontes, | 998;
Albuquerque et al., 1995).

Recife é considerada, na atualidade, a principal area endémica no Brasil,
apresentando ndo somente transmissao bastante intensa, mas também claros sinais
de dispersdo geografica da doenca. A distribuicdo da filariose se da de forma
heterogénea, ocorrendo principalmente em areas de favelas, onde os indices de
prevaléncia chegam a alcancar 14,9%, evidenciando o fracasso do tratamento seletivo
dos portadores de microfilarias como Unico método de controle utilizado durante
décadas (Albuquerque et al., 1995).

A Organizagdo Mundial de Saude considera a filariose linfatica uma das
doencas potencialmente erradicaveis e, em conjunto com a Organizagdo Pan-
Americana de Saude, planeja a erradicacdo dela nas Américas. Desta forma, a
Fundacao Nacional de Saude, em conjunto com Universidades Federais, Institutos de
Pesquisa e Secretarias de Saude das areas endémicas, elaborou um Plano Nacional
para Eliminacédo da Filariose Linfatica no Brasil, que tem como objetivos principais a
reavaliagdo dos focos ativos e daqueles considerados extintos, mobilizagado da
comunidade nas &reas de endemia, tratamento em massa da populagdo nestas areas
e controle de vetores adequado as realidades locais (Rocha & Fontes, 1998).

O controle da filariose bancroftiana no homem é feito principalmente
através da terapia quimica com dietilcarbamazina (DEC), mas, em certas areas, o
classico "spray" com inseticidas pode ser efetivo contra formas adultas de mosquitos.

Métodos de controle integrado, diretamente contra larvas dos mosquitos, estao
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também em teste em muitas situagdes urbanas, com resultados promissores (TDR,
1989).

Entre 1990 e 1995, o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ Fundagéao
Oswaldo Cruz, financiado pela Organizagdo Mundial de Saude, desenvolveu um projeto
de pesquisa e de controle efetivo da filariose bancroftiana, inicialmente em 21 das 36
Zonas Especiais de Interesse Social, que correspondem a 8,3% de toda a area da
cidade de Recife, onde a populagcdo apresenta nivel sécio-econdmico muito baixo.
Nestas areas, o nivel de prevaléncia de microfilarémicos médio era de 6,5% e o nivel
de infectividade de fémeas de Cx. quinquefasciatus variava entre 0,9 e 2,8%. Duas
areas, Coque e Mustardinha, com prevaléncia de 10%, foram selecionadas, para a
realizacdo de um estudo piloto. Na primeira, houve tratamento em massa com DEC,
associado ao controle do vetor com produtos a base de Bacillus sphaericus 2362,
enquanto na segunda, houve somente o tratamento quimico. O tratamento com DEC
resultou na reducéo drastica dos niveis de infecgdo da populacéo e de infectividade
do vetor em ambas as areas, com melhores resultados no Coque, onde o indice de
infeccéo caiu de 3,11 %, antes do tratamento com DEC, para 0%, assim permanecendo
durante todo o segundo ano de quimioterapia. Na Mustardinha, a infectividade foi
reduzida para 0,05% no segundo de tratamento com DEC. Os indices de microfilaremia
da populacgédo, por sua vez, foram reduzidos em 99,8% no Coque e em 98,7% na
Mustardinha (Furtado et al., 1998).

A eficacia e viabilidade do uso de B. sphaericus para o controle de Cx.
quinquefasciatus tém sido comprovadas em programas e testes implementados em
larga escala em alguns paises e em areas de Recife e Olinda. Em Recife, 3.000
criadouros, em uma area urbana de 1,2Km2, foram tratados mensalmente com B.
sphaericus 2362, durante dois anos. A densidade populacional de Cx. quinquefasciatus
foi reduzida em 50% no primeiro ano e em 85% no segundo ano de tratamento,
tenso sido mantida baixa durante dez meses apds a suspenséo das aplicacbes. Em
Olinda foram tratados 2.500 criadouros, mensal/bimestralmente, durante 1 8 meses.
Em 80% da é&rea tratada houve uma reducdo de 80% da densidade da populagdo de
Cx. quinquefasciatus. Os resultados obtidos no restante da area nao foram tao bons

devido a dificuldades operacionais no tratamento de uma lagoa. Tais dificuldades
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independeram do agente de controle utilizado, mas revelaram a importancia de
integracdo de outras abordagens de controle, como por exemplo, a eliminagéo dos
criadouros e a criagao de barreiras fisicas (Regis, 1998). De fato, a vedacao de
fossas, aplicacdo de bolas de isopor nas mesmas e a utilizacéo de inseticida bioldgico
a base de B. sphaericus, de forma integrada, foram medidas ja experimentadas em
Recife, tendo sido verificada uma reducédo acentuada da densidade de mosquitos

apos a implementacédo das mesmas (Coutinho et al., 1 996).

Oncocercose

A oncocercose é uma doencga parasitaria crbnica causada por um
nematddeo chamado Onchocerca volvulus e transmitida por varias espécies de
mosquitos do Género Simulium (FNS 1 998). Também conhecida como cegueira dos
rios, é endémica em grande parte da Africa e em focos isolados da América Latina e
Yemen (TDR, 1993). As manifesta¢des clinicas da doencga incluem nddulos dermais,
complicacdes linfaticas e sistémicas. A mais grave complicacdo séo lesdes nos olhos
que podem levar a cegueira (FNS, 1998). O risco de complicagfes depende da duracao
e intensidade da infecgéo e da linhagem do parasita envolvido. Complica¢cdes graves
sdo encontradas quase exclusivamente em comunidades altamente endémicas, onde
a transmisséo ¢ alta e a superinfeccdo uma regra (TDR, 1993).

Existem duas espécies de O. volvulus, idénticas sob o microscépio, mas
com diferentes vetores e nichos ecolégicos. Uma causa a oncocercose das savanas e
a outra, a oncocercose silvestre. Para o mesmo grau de carga de filaria e microfilaria,
a forma das savanas causa trés vezes mais cegueira do que a forma silvestre (TDR,
1991).

As larvas sao transmitidas através da picada do Simulium infectado. Os
helmintos adultos se desenvolvem em nédulos subcutaneos, liberando um grande
nimero de microfilarias nos tecidos ao redor. A maior parte dos sintomas da
oncocercose resultam da migragao destas microfilarias pela pele e olhos, o que pode
levar a coceiras intensas, dermatites desfigurantes e danos oculares, incluindo a
cegueira (TDR, 1991).

No Brasil, a doenca esta restrita a area dos indios Yanomamis, em ndmero
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de mais de dez mil, que habitam os Estados de Roraima e do Amazonas, distribuidos
em aproximadamente 200 comunidades espalhadas por uma area continua de
9.41 9.108 hectares (FNS, 1998; Coelho et al.,, 1998).

Em 1967, Bearzoti et al. constataram o primeiro caso de oncocercose
no Brasil em uma crianga de trés anos de idade, que apresentava dois nddulos no
couro cabeludo e que seguramente adquirira a doenca no entéo Territério de Roraima,
em local que nao pdde ser identificado com exatiddo (Moraes & Chaves, 1974).

A doenga foi encontrada posteriormente, em 1972, em duas missionarias
americanas, residentes junto a aldeias de indios Uaicas, do grupo Yanomami, no rio
Toototobi (Amazonas) e também em uma outra missionaria americana, esta residente
na Serra dos Surucucus, Roraima, local também habitado por indios Uaicas (Moraes
& Chaves, 1974).

Como estas aldeias estavam localizadas ao longo da fronteira entre Brasil
e Venezuela, nos territérios de ambos os paises, levantou-se a hipétese de a doenca
ser endémica naquela regiao, envolvendo todo o grupo e com origem provavel na
Venezuela (Moraes & Chaves, 1974).

Os Yanomamis vivem em torno das serras Parima, Surucucus,
Urucuzeiro, Tapirapeco, Curupira, estendendo-se por cerca de 500 Km ao lado da
fronteira Brasil-Venezuela, regido elevada que favorece a criagdo de vetores - insetos
do género Simulium (borrachudos ou piuns), abundantes na regiao (Moraes & Chaves,
1974).

Com os primeiros inquéritos epidemioldgicos realizados na regido de
Toototobi (Amazonas) em 1974, foi confirmado o carater endémico da doenca, quando
para os 91 indios examinados, o percentual de casos positivos foi de 62,6% (Moraes
& Chaves, 1974). No mesmo ano, na regido de Surucucu, foi encontrada uma
prevaléncia de 47% e na regiao de Auaris, 24,5% (Rassi et al., 1976) e 19,5%
(Moraes et al., 1977a). JA em 1977, uma prevaléncia de 51,4% na regido de Catrimani
e de 10,3% em Macujai foram relatadas por Moraes et al. (1 977b).

A oncocercose, no entanto, tem se mantido restrita ao territério
Yanomami devido ao alto grau de isolamento ainda mantido por este grupo indigena e

pela falta de vetores apropriados para O. volvulus na periferia da area por eles ocupada.
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Na parte central e montanhosa (compreendendo Brasil e Venezuela) o S. guianense é
um vetor eficiente, responsavel por prevaléncias de até 60% ou mais nas aldeias ali
situadas. Na parte periférica e arredores, a espécie dominante - S. oyapockense -
também vetora, apresenta capacidade de transmissao bem inferior - a prevaléncia é,
nestas areas, insignificante (0,5%) (Moraes, 1986).

Na parte central do territério Yanomami, principalmente, a presenca de
valiosas jazidas minerais tem atraido garimpeiros de diversas partes do pais. Em 1976,
chegou a se estabelecer ali, por alguns meses, uma companhia de mineracgédo, na
Serra dos Surucucus, para a lavra de cassiterita. Neste periodo, estima-se que mais
de 300 trabalhadores ficaram expostos, através do contato com indigenas locais
infectados. Depois de algum tempo, este tipo de atividade foi proibida e os garimpeiros
dispersaram-se. Acredita-se que alguns tenham se dirigido para Goias, em Minacu,
atraidos por garimpos de ouro e cassiterita que cercam este municipio, onde foi
detectado, em 1 986, um primeiro caso autdctone de oncocercose (Moraes, 1986).

Dada a natureza nbmade dos que buscam minérios, é certa a presenca
de muitos desses trabalhadores nas mais diversas zonas de garimpagem espalhadas
pelas regido Norte e Centro-Oeste do pais. Apesar das proibi¢cdes impostas, garimpeiros
continuam a entrar clandestinamente no territério Yanomami a procura de ouro e
diamantes. Muitos saem infectados, pois o trabalho é realizado a margem de rios,
onde abundam simulideos, muitas vezes em locais proximos a aldeias Yanomamis.
Pouco se conhece sobre a distribuicéo de espécies de simulideos vetoras de O. volvulus
fora do territério Yanomami, sendo entdo impossivel dizer quais destas zonas de
migracao poderédo se tornar novos focos no futuro (Moraes, 1986).

Varias outras pessoas, como missionarios e indigenistas tém sido
removidas da regido para prestacdo de servicos em outros locais. Uma vez que as
microfilarias chegam a viver 1 5 anos ou mais, estas pessoas podem servir de fonte
para a organizagao de novos focos no territério brasileiro (Moraes, 1 986).

Entre 1 993 e 1996 a Fundacdo Nacional de Saude (FNS) em parceria
com o Instituto de Pesquisas da Amazoénia (INPA) realizou amplo inquérito clinico-
epidemiolégico com o objetivo de obter dados sobre a distribuicdo da oncocercose na

area Yanomami, que serviriam de base a atividades de tratamento a serem
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desenvolvidas na area. Foram entdo examinados 4.138 individuos, sendo 3.926
indigenas e 21 2 nao indigenas - funcionarios e missionarios que trabalhavam na area
naquele momento - em estudo que foi desenvolvido em 27 poélos-base do Distrito
Sanitario Yanomami (Coelho et al., 1998).

Os resultados indicaram 5 pélos-base hiperendémicos, com mais de 60%
de prevaléncia, abrangendo 78 comunidades; 6 mesoendémicos, abrangendo 37
comunidades que apresentaram prevaléncias entre 21 e 59%; 7 hipoendémicos,
abrangendo 57 comunidades com prevaléncias entre 0 e 20%; 9 considerados nao
endémicos, abrangendo 28 comunidades com prevaléncia 0% e um polo suspeito,
abrangendo 14 comunidades com estudo que ainda ndo havia sido concluido (Coelho
et al.,, 1998).

A implantacdo efetiva de um programa de controle e eliminagdo da
oncocercose tem boas perspectivas de sustentabilidade com: a disponibilidade de um
medicamento microfilaricida & base de ivermectina; a iniciativa da Organizagcdo Pan-
Americana da Saude (OPAS)/ O.M.S. junto a OEPA (Onchocerciasis Elimination
Program for Américas), que tem coordenado, estimulado e apoiado esforgcos de
diversos paises nas Américas com focos de oncocercose, tendo como obijetivo elimina-
los, até o ano 2000, como é esperado para os focos africanos; e também, a criacédo
do Distrito Sanitario Yanomami (Coelho et al., 1997).

A nao efetivacdo de medidas sisteméaticas para controle dessa endemia,
no entanto, deve-se ao relativo isolamento dos grupos indigenas atingidos, dificuldades
logisticas, operacdes dificeis e de alto custo, outras doencgas de carater agudo que
assolam a regido, ocasionando outras prioridades das equipes locais de saude (Coelho
et al.,, 1997).

Em 1995, entre os meses de outubro e dezembro, foi realizado um projeto
piloto nos pélos-base de Toototobi e Balawau, com populacéo alvo de 307 pessoas
em 6 comunidades, no primeiro, e 232 pessoas em 8 comunidades, no segundo, para
tratamento sob supervisdo médica direta. A droga utilizada foi a ivermectina
(Mectizan®) com a observacao das reacdes adversas. Em Toototobi foi encontrada
uma prevaléncia de 68,2% e em Balawau, de 76,6% (Coelho et al., 1997).

Todas as 14 comunidades foram examinadas e tratadas em massa com



70 CONTROLE BIOLOGICO

ivermectina - 80,1 % da populacdo - excluindo-se as gravidas e criangas com menos
de 5 anos de idade (Coelho et al., 1 998).

Dos 432 individuos tratados, 12,3% apresentaram reacfes adversas,
83% leves e 1 7% moderadas, ndo sendo observadas reac¢des graves (Coelho et al.,
1997).

No6dulos compativeis com oncocercose foram encontrados em 1 5,3%
das 535 pessoas examinadas e desses, 86,7% tinham biépsia de pele positiva (Coelho
et al.,, 1997).

As reacgdes adversas foram semelhantes as de tratamento realizado em
outros paises na América e Africa. A confianca dos Yanomami no sistema de satde
implantado nos poélos-base onde foi distribuida a ivermectina, associada ao prévio
esclarecimento sobre a doenca e os possiveis efeitos colaterais, contribuiu para a boa
aceitacao e tolerancia ao primeiro ciclo de tratamento (Coelho et al., 1 997).

Como concluséao dos estudos realizados neste projeto piloto, recomendou-
se a distribuicdo de ivermectina em toda a extensédo do foco endémico visando a
evitar o aparecimento de formas graves de manifestagdo da doenca - sequelas oculares
ou dermatoldgicas e a dispersao para areas indenes.

Por outro lado, as larvas de Simulium que transmitem a Onchocerca
criam-se tipicamente em rios de corrente rapida e corregos e, dentro da area do
Progama de Controle da Oncocercoce no Oeste da Africa (OCP), a transmiss&o tem
sido interrompida, em grande zona, pelo ataque continuado nos criadouros de
borrachudos usando larvicidas biodegradaveis, além de tratamentos com a ivermectina
(TDR, 1989).

De fato, apesar da introducédo da ivermectina, um microfilaricida que
controla a morbidade, o controle de vetores ainda permanece o método de escolha

para conter a transmissao do parasita dentro do Programa para Controle da

Oncocercose no Oeste da Africa. Inseticidas s&o borrifados em criadouros nos rios
onde o S. damnosum (vetor no Oeste da Africa) se reproduz. O programa teve inicio
em 1975 e gradualmente foi expandido até cobrir uma area de 20.000 milhas de
extensdo ao longo dos rios. Ao todo, sete tipos de inseticidas vém sendo utilizados,

em rotagcdo. Um bioldgico, a base de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis (B. t.i.),
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trés organofosfatos, dois piretroides sintéticos e um carbamato. Em termos de
segurancga para o meio-ambiente, o B.t.i. tem, sem duvida, se mostrado o mais aceitavel
e que pode ser usado sem risco. E seletivo, totalmente in6cuo ao homem e outros
mamiferos, vertebrados aquaticos e peixes, fato particularmente importante, uma
vez que estes sdo fonte de alimento da populagao ribeirinha local, além de ser in6cuo
a invertebrados e apresentar baixa resisténcia - fatos comprovados apés 16 anos de

uso, sendo ainda o mais barato dentre os inseticidas usados (Hougard, 1 998).

UTILIZACAO DE BACILLUS THURINGIENSIS SOROVAR
ISRAELENSIS E BACILLUS SPHAERICUS NO CONTROLE DE
VETORES

Além dos inseticidas quimicos convencionais, os inseticidas microbianos
tém sido crescentemente empregados, como um método alternativo, no controle de
insetos vetores de importantes doencgas tropicais (de Barjac, 1989).

Dentre os agentes utilizados para o controle microbioldégico de mosquitos
e borrachudos, destacam-se duas bactérias: o Btie o Bs, as quais sao normalmente
saprofiticas, frequentemente associadas com folhas, solos ou insetos. Estas bactérias
entomopatdégenas apresentam alto grau de especificidade ao inseto-alvo e seguranca
ambiental, o que as faz particularmente adequadas para o uso em larvas de mosquitos
susceptiveis presentes em areas alagadas e contra popula¢des de mosquitos resistentes
aos inseticidas quimicos (Wirth et al., 1 998).

Os dados obtidos até o momento, denotam a seguranga destas bactérias
aos insetos néo-alvo, invertebrados e vertebrados. Estudos tém demonstrado a
inocuidade do Btie do Bs para varios mamiferos, tendo-se concluido que estes bacilos
sao altamente improvaveis de ocasionar prejuizos aos humanos. Assim sendo, as
evidéncias sugerem que 0s riscos a saude publica, pela utilizagdo de Btie Bs como
agente de controle, sdo extremamente pequenos, particularmente em comparagéo
aos resultados benéficos a comunidade (Lacey & Orr, 1 994; TDR, 1993; Yousten et
al.,, 1991; Siegel & Shadduck, 1990a, 1990b; Mulla, 1990; Mulla etal., 1984; Molloy
& Jamnback, 1981).

Desde a descoberta do Bti por Goldberg & Margalit (1977), em 1976, e
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da cepa Bs 2362, por Weiser (1984), em 1984, foi despertado o interesse na produgao
industrial destes bacilos, de modo que pudessem ser testados em grande escala. O
uso de preparacdes a base de Btifoi aprovado pela "U. S. Environmental Protection
Agency" (EPA), por volta de 1981, enquanto que o registro para o uso comercial de
Bs, nos E.U.A. e na Europa, foi obtido em 1 990. Diferentes tipos de formulacdes
destes biolarvicidas séo produzidos por diversas companhias, estando comercialmente
disponiveis (Tabela 7; Tabela 8). Atualmente, estes produtos vém sendo largamente
utilizados para o controle de vetores em muitos paises tropicais, assim como contra
mosquitos incOmodos e borrachudos, na Europa e América do Norte (TDR, 1 993;
Becker & Margalit, 1 993; Becker, 1 990).

Produtos comerciais a base de Bti foram escolhidos pelo Programa de
Controle da Oncocercose (OCP), da Organizagdo Mundial de Saude (WHO), visando
ao controle de Simulium damnosum - o vetor do nematédeo Onchocerca volvulus -
em uma éarea abrangendo 11 paises, na Africa Ocidental. A implantacdo destes
produtos, em 1981, surgiu como um método alternativo ou suplementar aos inseticidas
organofosforados, rotineiramente utilizados na regido, os quais haviam se tornado
ineficazes devido ao desenvolvimento de resisténcia. Dessa forma, procurando-se
evitar um acréscimo na resisténcia, foi desenvolvido, a partir de 1985, um programa
de controle "integrado", no qual se adotou o uso principal de Btie a aplicacdo esporadica
de organofosfatos, utilizado apenas nas regides onde nenhuma resisténcia havia sido
detectada. Desde entdo, poucos novos casos de oncocercose - também conhecida
como "cegueira dos rios" - tém sido registrados (Silva-Filha, 1994; Drobniewski,

1994; Becker & Margalit, 1 993).



CONTROLE BIOLOGICO DE VETORES DE DOENGAS TROPICAIS

73

TABELA 7. Alguns produtos comercialmente disponiveis a base de Bacillus thuringiensis

sorovar israelensis

Nome

Mosquito Dunks
Bactimos Briquets
Aquabac 200 G
Bactimos Granules
Teknar Granules
Vectobac G e CG
Bactimos Pellets
Bactimos WP
Bactisand
Bactulicid

Biocul Bactoculicide
Vectobac WP
Aquabac XT
Bactivec

Skeetal FC
Teknar HP-D
Teknar

Vectobac 12 AS

Vectobac AS

TABELA 8. Alguns produtos comercialmente disponiveis a base de Bacillus sphaericus

Nome

Vectolex CG
Biolar Spherix
Griselesf 2362
Spherico SC
Spherimos FC

Empresa/Origem
B.t.i.

Summit Chemical Co./EUA
Summit Chemical Co./EUA
Becker Microbials/EUA
Novo Nordisk/Dinamarca
Zoecon/EUA

Abbott Lab./EUA

Novo Nordisk/EUA

Novo Nordisk/Dinamarca
Summit Chemical Co./EUA
I.M.Pushkin/Leningrado

Biotech International Limited/india

Abbott Lab./EUA
Becker Microbials/EUA
Labiofam/Cuba
Microbial Resources/EUA
Sandoz / Zoecon/EUA
Zeneca/Brasil

Abbott Lab./Brasil

Abbott Lab./Brasil

Empresa/Origem

Abbott Lab./EUA

Biotech International Limited/india
Labiofam/Cuba

Geratec/Brasil

Novo Nordisk/EUA

Tipo de Formulagéo

tabletes em forma de biscoito
briquetes

granulos

granulos

granulos

granulos

pellets

p6 molhavel

p6 molhavel

p6 molhavel

p6 molhavel

p6 molhavel

suspenséo aquosa concentrada
suspens&o aquosa concentrada
concentrado emulsionavel
suspensdo aquosa concentrada
suspensdo aquosa concentrada
suspensdo aquosa concentrada

suspens&o aquosa concentrada

Tipo de Formulagéo

granulos

p6 molhavel

suspensdo aquosa concentrada
suspensdo aquosa concentrada

concentrado emulsionavel
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Iniciou-se na Alemanha, em 1976, uma campanha visando ao controle
de culicideos, usando-se produtos comerciais a base de Bti. Este programa abrangia
uma &rea de 500km? no Vale do Rio Reno e tinha como espécies-alvo Aedes vexans,
Aedes sticticus e Aedes rossicus, além de Culex pipiens molestus, em cuja espécie
foram testadas preparacdes de Bs, a partir de 1 989. Como resultado, a incidéncia
destes mosquitos - combatidos devido ao grande incbmodo causado a populagdo, com
decréscimo na sua qualidade de vida - foi reduzida em 90%, a cada ano (Becker &
Margalit, 1993; Becker, 1990).

A partir de 1987, o Instituto de Doencas Parasitarias, contando com o
apoio da WHO, implantou na Provincia de Hubes, localizada ao longo do Rio Yang-Tsé,
na Republica Popular da China, um amplo controle de mosquitos, usando-se Bti e Bs.
Dentre as 69 espécies de mosquito existentes, na época encontrava-se Anophe/es
sinensis, espécie vetora do agente da malaria - Ptasmodium vivax. Apds o tratamento
sistematico com os dois bacilos, houve uma reducgéo consideravel nos casos de malaria
na regiao (Becker & Margalit, 1993; Becker, 1 990).

Apesar do amplo uso de inseticidas bacterianos a base de Bti, em campo,
nao ha registro de casos de resisténcia, até o0 momento, nas popula¢des de mosquitos
e simulideos tratadas com estes produtos (Wirth & Georghiou, 1 997).

Assim, apds 7 anos de aplicacéo intensiva de Bti na Africa, em funcéo
do Programa de Controle da Oncocercose, nao foi encontrado acréscimo significante
de resisténcia em populagdes naturais de Simulium damnosum (Kurtak et al., 1 989).

Outra investigacgao foi feita por Becker & Ludwig (1 993), em populagdes
naturais de Aedes vexans, no Vale do Rio Reno/Alemanha, tratadas sistematicamente
com Bti por mais de 10 anos. N&o foi encontrada diferenca significante na
susceptibilidade de populacdes selecionadas de areas tratadas e néo tratadas, o que
foi confirmado pelo baixo indice de resisténcia - menor que ! - obtido em todos os
testes. Becker & Ludwig (1993) atribuiram ao curto periodo anual de exposicéo das
larvas as toxinas, assim como a migrag¢ao constante de individuos para a area tratada,
como possiveis fatores responsaveis pela manutengéo da susceptibilidade destas
populacdes.

Entretanto, Gill et al. (1992) relataram estudos nao publicados, no qual
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a selecdo de Culex quinquefasciatus com apenas uma toxina de Bti - Cry11A -
rapidamente produziu altos indices de resisténcia aquela toxina (Tabashnik 1 994).
Tal resultado sugere que a dificuldade na obtencéo de niveis relevantes de resisténcia,
pode estar relacionada a complexa mistura de toxinas que compdem 0 corpo
paraesporal de Bti, as quais devem interagir com multiplos sitios de ligagcdo ou
receptores, desta forma retardando a evolugao de resisténcia a este agente (Silva-
Filha, 1994; Gill etal., 1992).

Convém ressaltar que as tentativas de selecdo de Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus, em laboratério, tém resultado apenas em baixos indices de resisténcia
ao Bti, o que reforca a hipdtese de que a mistura heterogénea de quatro toxinas,
presentes nesta bactéria, constitui em uma defesa efetiva contra o desenvolvimento
de resisténcia (Georghiou, 1990; Goldman et al., 1986; Georghiou et al., 1983;
Vasquez-Garcia, 1983).

Recentes trabalhos sugerem que a combinagao de quantidades subletais
de Cytl A pode suprimir ou reduzir consideravelmente os altos niveis de resisténcia
as proteinas Cry, de Bti, em larvas de Culex quinquefasciatus, provavelmente devido
aos dois distintos modos de agéo apresentados por estas toxinas (Wirth et al., 1997;
Wirth & Georghiou, 1 997; Georghiou & Wirth, 1997).

Segundo Wirth et al. (1997), a toxina Cytl A restituiria a capacidade
das proteinas Cry de se ligarem e/ou inserirem-se na membrana microvilar da larva do
mosquito. O potencial da toxina Cytl A em reduzir a resisténcia as proteinas Cry, de
Bti, residiria no fato de essa toxina exercer seu efeito mediante uma perturbagcéo nao
especifica na membrana - acédo do tipo detergente - o que poderia facilitar a
permeacdo da membrana celular pelas moléculas das proteinas Cry. Tal fato explicaria,
ainda, o sinergismo observado entre CytlA e as proteinas Cry contra larvas de
mosquitos nao-resistentes, conforme previamente comentado (Wirth et al., 1 997;
Butko et al., 1 996).

Diferentemente do que sucede com o Bti, varios niveis consideraveis de
resisténcia foram encontrados em popula¢gdes de Culex quinquefasciatus tratadas
com Bs em laboratério e varios trabalhos tém confirmado que a resisténcia a este

agente pode ser desenvolvida em campo, quando esta bactéria é usada intensivamente.
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Vérios niveis de resisténcia foram detectados em populac¢des de Culex
pipiens quinquefasciatus, tratadas com Bs, no Brasil e na india, assim como em Culex
pipiens pipiens, na Franca (Nielsen-LeRoux, 1998).

Detectou-se um nivel de resisténcia relativamente alto em uma populacédo
de campo de Culex quinquefasciatus em Kochi, na india, exposta a repetidas aplica¢des
de Bs 1593, durante um periodo de dois anos. As larvas da area tratada forneceram
valores de CL50 e CLg0 que foram 146 e 180 vezes maiores, respectivamente, que os
de uma populagdo controle ndo tratada. A linhagem resistente, colonizada em
laboratdrio, foi submetida a uma moderada pressao de selegéo, obtendo-se um aumento
de cerca de 32.000 vezes na CLg0, apds 18 geracdes (Rao et al., 1995).

Em uma area urbana do Recife (Brasil), cuja populagcéo natural de Culex
quinquefasciatus havia sido intensivamente tratada com Bs 2362, verificou-se que
houve uma reducgao de cerca de 10 vezes na sensibilidade dos individuos da populacéo
a esta bactéria, apds 37 tratamentos, durante um periodo aproximado de dois anos
(Silva-Filha, 1994).

Acredita-se que diferentes genes estejam envolvidos na resisténcia ao
Bs, com base em estudos de ligacéo in vitro realizados entre a toxina binaria de Bs e
fracBes apicais das membranas das células colunares do intestino (BBMF) de trés
populagcdes de Culex, as quais haviam adquirido resisténcia a toxina. Isto porque, em
uma das coldnias resistentes, houve uma alteragc&o na funcionalidade do receptor,
nao tendo sido detectada qualquer ligacédo, ao passo que nas outras duas populagcdes
estudadas, nenhuma modificag&o consideravel nas caracteristicas de ligagéo - afinidade
e concentracao de receptores - foi encontrada, comparando-se com as coldnias
controle de Culex (Nielsen-LeRoux, 1998; Nielsen LeRoux et al., 1995; Silva- Filha et
al., 1 995; Nielsen-LeRoux, 1 994).

A resisténcia em campo parece declinar rapidamente, a medida que o
tratamento é interrompido e ocorre a migragao constante de individuos n&o-tratados
para a area tratada, o que se deve, provavelmente, ao carater recessivo da resisténcia
(Nielsen-LeRoux et al., 1 998; Adak et al., 1995).

No Brasil, as normas para concessao de registro comercial de agentes

de controle bioldgico, para utilizagdo ao nivel de campo, foram estabelecidas através
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de um projeto intitulado "Analise de Risco e Avaliagcdo de Impacto Ambiental do Uso
de Agentes Microbianos de Controle Biolégico", conduzido conjuntamente pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Monitoramento e Avaliacdo de Impacto Ambiental - Embrapa
Meio Ambiente; Instituto Bioldgico/SP; USP/ESALQ; UNESP/Jaboticabal, em
cooperagdo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA (Capalbo, 1 995).

A proposta, apresentada em 1994, baseou-se em legislagdes e
regulamentacdes adotadas pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) e pela Comunidade Econdmica Européia (CEE), tendo sido submetida a apreciacdo
dos orgaos federais registrantes: Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da
Reforma Agraria (MAARA), IBAMA e Ministério da Saude (MS), assim como aos
representantes das comunidades cientifica e empresarial brasileiras. Essa proposta
foi publicada em Dezembro de 1 995, tendo sido aprovada como Portaria Normativa
n2! 31, em Dezembro de 1997, sendo, em seguida, publicada no Diario Oficial da
Unido (de Nardo et al., 1 998; de Nardo et al., 1995).

O Comité de Sanidade Vegetal do Cone Sul (COSAVE) - que assessora
0 Mercado Comum do Cone Sul (MERCOSUL) - através do Grupo de Trabalho
Permanente em Controle Biol6gico (GTP-CB), vem procurando padronizar as legislacfes
e protocolos para agentes biolégicos de controle, a serem adotados pelos paises
integrantes do Cone Sul - Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai. O GTP-CB
visa a harmonizacao de regulamenta¢des para importagdo, quarentena, registio, uso
e manejo de organismos e produtos biolégicos para o controle de pragas, o que se
tornou necessario em fungcéo do funcionamento do MERCOSUL (de Nardo et al.,
1 998; de Nardo et al., 1995).

A grande maioria dos programas de controle implantados no Brasil é
dependente de produtos comerciais importados, embora, recentemente, pesquisas e
investimentos estejam sendo feitos no sentido de se obter uma tecnologia que,
eventualmente, possibilite a producdo de inseticidas biol6égicos em escala industrial,
de modo a suprir a demanda nacional (Ruas Neto & Silveira, 1 989).

No litoral Norte do Estado de Sao Paulo - Ubatuba, Caraguatatuba, llha

Bela e Sdo Sebastido - a Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) tem
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conduzido um Programa de Controle de Simulideos, usando produtos comerciais de
Bti, visando principalmente ao combate do borrachudo mais comum do Sul e Sudeste
do Pais: Simuliumpertinax. Este programa teve o seu implemento em 1990 e, desde
entdo, a densidade de fémeas de S. pertinax tem permanecido dentro dos limites
aceitaveis (Araujo-Coutinho & Lacey, 1 990; Araudjo-Coutinho, 1 995).

No Rio Grande do Sul, deu-se inicio em 1984, a um projeto-piloto de
combate aos simulideos, através do Servico de Controle de Vetores da Secretaria
Estadual de Saude e do Meio Ambiente. Formulagdes comerciais de flt/foram utilizadas,
de forma experimental, numa area envolvendo cinco municipios da serra gaudcha:
Gramado, Nova Petropolis, Feliz, Dois Irmaos e Sapiranga (Ruas Neto & Silveira,
1989). Em consequéncia do éxito obtido, o Governo decidiu reincrementar, em 1997,
0 programa de combate ao borrachudo. O Programa Estadual de Controle de Simulideos
testou recentemente, entre abril de 1996 e maio de 1997, uma formulagdo a base de
biomassa entomotéxica de Bti - denominada de INPALBAC - que foi desenvolvida no
Brasil pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)/RJ, em convénio com a INPAL S/A
Indastrias Quimicas. Foram realizados cinco testes em campo em alguns arroios dos
municipios de Barao, Sertdo Santana e Tapejara, e o produto, que se encontra em
fase de registro junto ao Ministério da Saude, mostrou-se eficaz, conseguindo 100%
de mortalidade das larvas nos trechos onde foi aplicado, além de alcangar um bom
carreamento (Mardini et al., 1999, no prelo).

Nestes Estados, os simulideos ndo tém o carater de vetores de endemias,
sendo alvo de varios programas de controle em funcdo do desconforto causado a
populacdo humana, podendo ocasionar reagdes alérgicas (culicose) e dermatites em
pessoas sensiveis (Araudjo-Coutinho, 1 995; Araljo-Coutinho & Lacey, 1 990; Ruas
Neto & Silveira, 1 989; Ruas Neto & Oliveira, 1 985).

No Recife, a partir de 1991, iniciou-se o uso de Bs, em escala-piloto,
para o controle de Culex quinquefasciatus, vetor da filaria Wuchereria bancrofti, que
transmite a filariose linfatica, doenca também conhecida por "elefantiase". Nesta
cidade - considerada como a possuidora de maior nimero de casos desta moléstia no
Brasil e entre as de maior incidéncia no mundo - foi realizado um programa de controle

integrado, baseado na aplicagdo de produtos experimentais ndo formulados, produzidos
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localmente, assim como produtos comerciais formulados (Spherimos), a base de Bs.
Este Programa Nacional de Controle da Filariose Linfatica, desenvolvido pelo Centro
de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ, durou dois anos e, ao final dos testes, houve
uma reducao drastica na densidade de larvas e adultos da espécie Culex, em areas
carentes da capital pernambucana, ocasionando um decréscimo significante no nivel
de microfilaria na populagcdo humana local (Regis et al., 1 995).

Em Minas Gerais, no inicio de 1996, um produto formulado a base de
Bs, designado de SFEROBAC, foi aplicado no Cérrego do Carrapato - na cidade de
Montes Claros - e em Belo Horizonte, na Lagoa da Pampulha, visando ao controle de
Culex quinquefasciatus. Este produto foi desenvolvido pela Fundagdo Oswaldo Cruz,
em convénio com a INPAL S/A Induastrias Quimicas, e os testes preliminares, levados
a efeito pela Prefeitura Municipal de Montes Claros e pelo Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ, forneceram bons resultados em ambas as areas de aplicacdo do

produto (Consoli et al., 1997).

PRODUCAO DE INSETICIDAS BACTERIANOS - UMA
EXPERIENCIA PROPRIA

Os inseticidas industrializados com B. thuringiensis sorovar israelensis
IPS-82 e B. sphaericus 2362 necessitam de ser produzidos em fermentadores
industriais de grande porte, porque é necesséria a producao de grande quantidade de
particulas de cristais de protoxina (6-endotoxina). Portanto, é necesséario obter-se
toneladas de biomassas. A presenca dos esporos num inseticida a base de B.
thuringiensis pode néo ser necessaria, mas é importante no inseticida com B. sphaericus,
pois nos envoltérios do esporo esta a protoxina larvicida. Todavia, tratamentos nas
biomassas para retirar ou inativar seletivamente os esporos encarecem o produto
final, de modo que varios produtos apresentam 0s esporos viaveis.

Para a producdo de biomassa altamente larvicida, ou seja, em que a
concentragcao de protoxina seja elevada por unidade de peso seco, é necessario que
vérias condi¢cbes sejam observadas.

Para tanto, podem ser destacadas (Rabinovitch et al., 1998b):

¢ A correta preservagcdo e manutencdo das cepas industriais de B.
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thuringiensis e B. sphaericus;

¢+ Adequada ativacéo das cepas e adequados dimensionamento e preparo
do in6culo que ir4 para os reatores;

¢+ Acerto da natureza dos nutrientes, ativadores enzimaticos e otimizacao
da férmula do meio de cultura industrial;

¢+ Ajuste das condi¢cdes de cultivo em escala industrial;

¢+ Recuperagdo e concentracdo dos cristais de 6-endotoxinas existentes
na biomassa;

¢+ Formulagéo da biomassa e acondicionamento.

A preservacgao das cepas bacterianas pode ser feita, por exemplo, por
liofilizagdo de massas de esporos, suspensas em leite desnatado impregnando tiras
de papel de filtro, estas conservadas em frascos-ampola sob vacuo.

A ativacdo pode se dar em Caldo Nutriente (Difco ou similar) sob
temperatura de 33° C que é a temperatura usual para todas as fermentagdes com
estas bactérias.

O volume de in6culo deve permanecer ao redor de | % do volume total
do meio de cultura.

Na composicdo do meio industrial usam-se proteinas de soja (2% para B.
thuringiensis sorovar israelensis IPS-82 e 1 % para B. sphaericus 2362); ions
metalicos como Mg2+, Mn2+, Zn2+ , Fe2+ e Ca2+ em concentragcfes ao redor de
0,5mg/l e extrato de Iévedo a 0,1 %.

No meio de cultura para B. thuringiensis pode-se usar D( +) glucose a
0,3%. Para inicio de um estudo de otimizac&o de processo, o pH inicial podera ser
de 7,5 - 8,0, mais agitagao, taxa de aeragao e tempo de fermentacdo de 500rpm,
0,5vvm e 24h, respectivamente.

A etapa do "scale up" e seus detalhamentos constituem segredo em
muitas indUstrias, assim como detalhes de recuperacao e formulagdo das toxinas
e esporos. Mas, como sugestao, operando um fermentador vertical de 30001 com
2/3 de sua capacidade e adotando um indculo de 1 %, aeragéo de 0,8vvm e agitacao
de 100rpm, o tempo de fermentacdo pode ser de 21 h - 24h para ambas as

bactérias, obtendo-se um pH final do mosto de 8,20 até 8,52 e um maximo de
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esporulacéo (Rabinovitch et al., 1998b). As biomassas formuladas nestas condi¢gdes
podem apresentar CL50 = 9,68 + 4,01 |Ig/l para B. thuringiensis sorovar israelensis

IPS-82 e CL50 = 0,44 + 0,22gg/l para B. sphaericus 2362, em média.

FORMULACAO DE INSETICIDAS BACTERIANOS

As biomassas de B. thuringiensis sorovar israelensis e B. sphaericus,
uma vez separadas do meio fermentado, encerram um complexo de componentes
organicos, dos quais os ativos contra larvas de culicideos e simulideos séo as protoxinas
(endotoxinas) e, em segundo plano, os respectivos esporos. As protoxinas, como
proteinas, sdo mais sensiveis a alteragdes em suas estruturas quimicas e assim se
inativam ao longo do tempo. Essa inativacao pode ser ajudada por agentes importantes
como a agua onde ficam suspensas, contaminagao microbiana, oxigénio, radiacao
ultra violeta, substancias ndo enzimaticas que reacionam com proteinas, enzimas
proteoliticas, temperatura excessiva, entre outros fatores.

Assim, a necessidade de proteger a integridade dos cristais de protoxinas
tem importante papel na industrializacéo desses inseticidas, visando a preservar por
um largo tempo a atividade biolégica do produto comercial, esta representada pela
concentracéo letal (CL em mg/l) e/ou pela poténcia (Unidades Toxicas/mg).

Os componentes de uma formulacdo, que devem ser inativos contra
larvas e que no total ndo devem ultrapassar a 2%, tém objetivos especificos que
visam a:

¢+ Evitar que a preparacdo se torne um meio de cultura para fungos e
bactérias. Assim, as preparacdes secas ou Umidas (suspensdes, emulsdes,
pastas, pos, granulos, pastilhas) sdo adicionadas de conservantes como

o sorbato de potassio, nipagin, nipazol, acido benzdico, entre outros,

substancias usualmente encontradas em alimentos.

¢+ Envolver os cristais de protoxinas, que serao ingeridos pelas larvas, sem
aumentar prejudicialmente o tamanho da particula (mais de 12|lm), como
derivados polivinilicos, acetatos de celulose, entre outros. Estes
revestimentos ajudam a aumentar o tempo de permanéncia das particulas

no criadouro do inseto, mas podem néao ser digeridos rapidamente por
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diferentes larvas de mosquitos. Dai poder-se usar intercaladamente

aplicagdes de produtos com cristais recobertos e ndo recobertos (estes

ultimos de agéo larvicida mais imediata).

¢ Provocar flutuagao ou afundamento dos cristais de protoxina, em funcgao
do comportamento das larvas nos criadouros. Por exemplo, existem
produtos com 6leo mineral ou vegetal visando a auxiliar a flutuacao,
assim como os que encerram p6 impalpavel de diatomaceas (kieselguhr)
para precipitacdo e arraste da protoxina.

E interessante assinalar que existem inseticidas comercializados dos quais
se retirou a agua que existiu na etapa de fermentacdo. A secagem é feita em
equipamento tipo "spray dryer", visando a aumentar o "tempo de prateleira” e a
resisténcia a temperatura ambiente na faixa de 40°C a 60° C.

Os inseticidas comercializados a base de B. thuringiensis sorovar
israelensis e B. sphaericus (sobretudo o primeiro) podem ser encontrados nas formas
de p6s molhaveis, concentrados emulsionados, granulos e pastilhas revestidos ou
ndo, suspensdes aquosas e suspensodes hidrooleosas.

Todavia, é importante mencionar que para tornar complexa uma
formulacdo e uma forma de apresentagdo sdo necessérias varias operacdes unitarias
e equipamentos especiais, havendo reflexo negativo no custo final do produto. Assim,
as formulagdes concentradas que ainda contém &gua residual, sdo mais econémicas
e concorrem bem com os inseticidas quimicos convencionais, ja que sdo muito ativas

em pequenas concentraq()es.

BIOENSAIOS COM INSETICIDAS BACTERIANOS

Os bioensaios realizados em algumas etapas da producao dos inseticidas
bacterianos, visam a obter dados quantitativos e auxiliam a padronizacao do produto.
Tém aplicacdo desde a pesquisa da atividade larvicida da bactéria entomopatogénica
até a condicdo de produto industrial acabado. Sao uteis principalmente durante as
fases de fermentacédo, separacao das biomassas e de produto final. Portanto auxiliam
o controle de qualidade dos inseticidas bacterianos e permitem o confronto de um

produto com outro similar, por comparacéo de suas atividades larvicidas.
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Os inseticidas preparados com B. thuringiensis sorovar israelensis IPS-
82 utilizam larvas de 4a estadio de Aedes aegypti para teste, enquanto que aqueles
preparados com B. sphaericus 2362 sao confrontados contra larvas de 4a estadio de
Culex quinquefasciatus. Remetemos o leitor para a descricdo dessas metodologias
contidas nos documentos produzidos pela Organizagdo Mundial da Saude com a
cooperacdo do Instituto Pasteur de Paris, que s&o, para B. thuringiensis sorovar
israelensis: WHO-TDR/VEC/SWG(5)81.3, Anexo V) e para o B. sphaericus-, WHO-
TDR/BCV/SPHAERICUS/85.3, Anexo lI).

Ambos os métodos buscam a determinagdo da concentracao letal
cinquenta por cento (CLS0) do inseticida, e a sua comparagao com a CL50 de um po6-
padrao liofilizado seja da cepa IPS-82 de B. thuringiensis sorovar israelensis ou, no
outro caso, de B. sphaericus 2362. Esses padrdes sao obtidos no Instituto Pasteur de
Paris, no Laboratério de Bactérias e Fungos Entomopatogénicos. Pela formula a seguir
se obtém as Unidades Tdxicas Internacionais ou Poténcia:

Para B. thuringiensis sorovar israelensis-.

Poténcia do inseticida = 15.000 UTI/mqg x CL,0 do padrao
(UTI/mg) CL50 do inseticida

Para B. sphaericus:

Poténcia do inseticida = 1.700 UTI/mqg x CL,0 do padréao
(UTI/mg) CL50 do inseticida

Deste modo, pode-se padronizar a Poténcia dos inseticidas, variando-se
as quantidades dos componentes das formulagdes. A seguir, alguns exemplos de

Poténcias de produtos comercializados:

PRODUTO AGENTE, BACTERIANO POTENCIA (UTI/mg)
VECTOBAC-AS B. thuringiensis sorovar israelensis 600
TEKNAR B. thuringiensis sorovar israelensis 1.200

SPHERICO B. sphaericus 1.700
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CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, os inseticidas industrializados, elaborados com protoxinas de
B. thuringiensis sorovar israelensis e B. sphaericus, ndo tém sido utilizados na plenitude
das vantagens que oferecem para o controle de vetores de interesse em salude publica,
bem como profilaxia de doengas tropicais. Perdem para os inseticidas convencionais,
obtidos industrialmente por via de sintese organica, rotineiramente utilizados em
grandes quantidades. Além disso, nao existe uma politica oficial estabelecida e
praticada pelo governo federal que determine e estimule o emprego de inseticidas
bacterianos consagrados, juntamente com outras medidas profilaticas de controle de
vetores de doencas humanas.

No entanto, alguns Estados brasileiros conseguem manter isoladamente
uma tradicdo ao longo de anos, como o Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Pernambuco,
que utilizam esses inseticidas microbianos industrializados, convenientemente
padronizados e controlados quanto a qualidade. Nestes Estados, embora tais inseticidas
ndo resolvam por si s6 a problematica dos vetores — pois o0 manejo deve figurar em
qualquer planejamento de controle — eles tém demonstrado utilidade e seguranca
inquestionaveis, de modo a influir sobre outros membros da Unido, como Alagoas e
Para, que recebem apoio técnico de equipes especializadas na produgédo e controle de
vetores da Universidade Federal de Pernambuco e do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalh&es, da Fundagdo Oswaldo Cruz .

A Fundacao Nacional de Saude do Ministério da Saude, através da
Geréncia Técnica de Entomologia e Pesquisa Operacional, reconhece a necessidade
da "implantacéo do controle biol6gico em todos os programas de controle de doengas
vetoriais em que a sua utilizagdo seja possivel" "...para os programas de Filariose,
Dengue e Malaria, pode-se contar com produtos eficazes para o controle dos
respectivos vetores" (FNSS/CCDTV/DEOPE, 1999).

Finalmente, um levantamento feito em 1996, com dados aproximados e
extra-oficiais acerca do consumo minimo de inseticidas a base de B. thuringiensis
sorovar israelensis e de B. sphaericus, abrangendo 11 Estados brasileiros, foi de 1 9.
000 litros/més a época, com a sugestao de um mercado nitidamente em expansao.
Todavia, até o presente nao existe indUstria no Pais com esta produtividade, necessaria

para atender ao mercado nacional.
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CONTROLE BIOLOGICO DE FITONEMATOIDES
POR PASTEURIA SPP.
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INTRODUCAO

Nematoides parasitas de plantas causam perdas estimadas em 1 2% na
producéo agricola, sendo que aproximadamente 9% ocorrem em paises desenvolvidos
e cerca de 1 5% em paises em desenvolvimento, representando cerca de 100 bilh&es
de délares de prejuizo anual, em todo o mundo (Sasser e Freckman, 1987). A partir
da década de 80, com a retirada de varios nematicidas do mercado, devido a
persisténcia no solo, & contaminagdo da agua de lengoéis freaticos e aos efeitos
prejudiciais aos seres humanos e a fauna do planeta, esforgos tém sido concentrados
para a utilizagcéo de agentes de controle bioldgico dentro de estratégias de controle
integrado de nematodides (Jatala, 1985).

Mais de 200 diferentes organismos sdo considerados inimigos naturais
dos fitonematoéides, como fungos, bactérias, nematéides predadores, tardigrados,
copepodes, colémbolas e acaros (Poinar & Jahnsson, 1 988a, 1988b; Kerry, 1990).
Dentre esses, as bactérias Gram positivas e formadoras de enddsporos do género
Pasteuria Metchnikoff 1888 (Starr & Sayre, 1988) sdo consideradas por muitos
pesquisadores como um dos mais promissores agentes de controle biolégico de
nematoéides, nao so6 pela agressividade, mas também devido a rusticidade (Stirling,
1984; Brown et al., 1 985; Stirling, 1985; Sayre, 1 986; Bird & Brisbane, 1988). A

sobrevivéncia prolongada dos endésporos no solo, resisténcia ao calor e & dessecacao,
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inocuidade ao homem e a outros animais, e 0 possivel uso em conjunto com praticas
culturais sdo as principais vantagens deste microrganismo (Dutky & Sayre, 1 978;
Mankau, 1 980; Stirling & Wachtel, 1980; Stirling et al., 1986; Sayre & Starr, 1 988;

Stirling, 1 988; Oostendorp etal., 1990).

HISTORICO E TAXONOMIA

Cobb (1906) foi o primeiro pesquisador a relatar Pasteuria spp.
parasitando um nematéide, Dorylaimus bulbiferus, porém ele a classificou erroneamente
como esporozoario. Thorne (1 940), também a considerou um protozoario, mas a
descreveu como Duboscgia penetrans devido a semelhanga que possuia com o
organismo parasita de nematdides descrito por Micoletzky em 1 929. Resultados de
estudos ultra-estruturais em microscopia eletronica levaram Mankau (1975) a
reclassificar o organismo como procariota, mais especificamente como membro do
género Bacillus (Sturhan, 1 985). A redescoberta de Pasteuria ramosa Metchnikoff
1888 por Sayre et al. (1977) e a similaridade morfolégica com Bacillus penetrans
sugeriram que estas duas bactérias tivessem um relacionamento genérico em comum.
Depois de extensivos estudos, Sayre & Starr (1985) foram levados a designar o
organismo que parasitava Meloidogyne incégnita como Pasteuria penetrans (Thorne,
1940) Sayre & Starr, 1 985.

Segundo normas do Cadigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias
(Lapage et al., 1 975), o nome especifico Pasteuria penetrans deve ser empregado
para os isolados de Pasteuria spp. que se aderem e infectam nematodides da espécie
M. incégnita, hospedeiro tipo da bactéria usada na descricdo original por Sayre &
Starr (1985). Entretanto, isolados de Pasteuria spp. que parasitam M. incognita também
parasitam outras espécies de Meloidogyne e vice-versa (Gowen & Ahmed, 1990).
Portanto, o termo P. penetrans vem sendo empregado na literatura para designar a
bactéria com esporangio na forma de xicara e endésporos elipsoidais, amplamente
elipticos em corte, primariamente parasitas de nematdides das galhas, género
Meloidogyne, e ndo exclusivamente de M. incognita (Stirling et al., 1 986; Fattah et
al.,, 1989; Minton & Sayre, 1989; Williams et al., 1989; Daudi, et al., 1990; Shahzad

et al., 1990; Stirling et al., 1990; Madulu et al., 1990; Oostendorp et al., 1990; Hatz
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& Dickson, 1992; Ciancio et al., 1992; Vovlas et al., 1993; Chen et al., 1994; Serracin
et al., 1 994; Singh & Dhawan, | 994; Tzortzakakis et al., 1 994; Ciancio, 1 995b;
Weibelzahl-Fulton et al., 1996; Chen et al., 1996, 1997; Chen & Dickson, 1997;
Freitas, 1 997; Giannakou et al., 1997). Sayre & Starr (1985) e Starr & Sayre (1988)
recomendam que o termo P. penetrans seja empregado com o significado de "membros
do grupo Pasteuria penetrans". .

Duas outras espécies de Pasteuria foram descritas com base em suas
caracteristicas morfolégicas, morfométricas e de gama de hospedeiros: P. thornei
Starr & Sayre (1988), parasita dos nematodides das lesGes das raizes, Pratytenchus
brachyurus e P. nishizawae Sayre, Wergin, e Starr, 1991, parasita de nematodides
formadores de cistos Heterodera eiachista, Heterodera glycines e de Giobodera
rostochiensis (Sayre et al.,, 1991). Varias popula¢gdes de Pasteuria spp. tém sido
observadas parasitando e suprimindo populagdes de nematoides de cistos. Um grupo,
o qual foi observado parasitando Heterodera avenae, H. cajani, H. sorghi, e H. zeae,
segue um ciclo de vida similar aquele da P. penetrans em nematdides das galhas
(Battacharya & Swarup, | 988; Sharma & Swarup, 1988); mas outra Pasteuria sp.,
parasita de H. goettingiana, completa seu ciclo de vida no juvenil de segundo estagio
(Sayre et al., 1 990; Sturhan e Winkelheide, 1 990). Um outro isolado de Pasteuria
spp., parasita de Belonolaimus iongicaudatus, e ndo parasita de Meloidogyne spp.,
possui morfologia diferente das outras espécies de Pasteuria (Giblin-Davis et al., 1990,
1995).

Um fator que pode estar relacionado com a especificidade entre
Pasteuria spp. e géneros de nematdides hospedeiros é o tamanho do endésporo. Ciancio
(1995) observou que as dimensdes dos enddsporos sdo diretamente correlacionadas
com a espessura da cuticula, da hipoderme e da camada de musculos somaticos de
seus nematodides hospedeiros e, portanto, a diferenca em morfologia deve ser uma
adaptacdo evolucionaria. A taxonomia de Pasteuria spp., até agora baseada em
morfologia, morfometria e gama de hospedeiros, deve fundamentar-se em carateres
mais homogéneos, como seqiiéncia genética ou requerimentos metabdlicos, uma vez
que isolados com variada especificidade podem ser encontrados em uma ou mais

espécies de Pasteuria.
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BIOLOGIA

Ciclo de vida de Pasteuria Penetrans

Os enddsporos de P. penetrans sdo estruturas unicelulares resistentes e
sem motilidade (Fig. 1), que permanecem dormentes no solo até que o juvenil de
segundo estadio do nematoéide das galhas (J2), ao se locomover, entre em contato
com eles. ApdGs o contato, os endésporos aderem-se a cuticula do J2 (Fig. 2 A) e sao
carregados para o interior da planta quando ele penetra na raiz. Apos o estabelecimento
do sitio de alimentagcdo do J2 no interior da raiz, um tubo germinativo sai da base do
endoésporo da bactéria e perfura a cuticula, a hipoderme e os misculos somaticos do
nematdide até atingir o pseudoceloma. A extremidade do tubo germinativo ramifica-
se dicotomicamente formando um micélio septado e da origem a microcoldnias
vegetativas (Fig. 2 B), que se dividem em novas colonias. Durante o desenvolvimento,
as colénias fragmentam-se e as células terminais engrossam-se (Fig. 2 C, D), dando
origem aos endoésporos, que amadurecem no interior da fémea do nematdide (Fig 2 E)
(Mankau, 1975; Mankau & Imbriani, 1975). O desenvolvimento da bactéria ocorre,
na maioria das vezes, em sincronia com o desenvolvimento do nematdéide das galhas,
dentro do sistema radicular, e depende da temperatura (Stirling, 1981). Mais de 2
milhdes de enddésporos sao produzidos em uma fémea de Meloidogyne spp. parasitada
(Fig. 3)(Sturhan, 1 985; Sayre et al., 1991). Os enddsporos séao liberados com a morte
e decomposicao da fémea do nematdéide e dispersam-se primeiramente por percolacdo
da agua e por cultivo do solo (Sturhan, 1985). Em culturas perenes, podem-se observar

os léculos vazios em galhas velhas, onde fémeas com P. penetrans morreram e foram

decompostas (figura 4).
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FIGURA 1. Desenho esquematico da morfologia do endésporo de Pasteuria penetrans.

FIGURA 2. Micrografia eletronica de varredura de Pasteuriapenetrans em diferentes estadios
do ciclo de vida. (A) Endosporo maduro de P. penetrans adere-se ao hematoéide e penetra a
cuticula. (B) Micélio bacteriano desenvolve-se em microcolbnias vegetativas no interior do
nematdide. (C) As microcoldnias fragmentam-se e as extremidades se engrossam. (D) Células
terminais assumem forma arredondada devido & formac&do dos enddsporos. (E) Fibras
parasporais sao formadas e endésporos maduros sdo liberados ao solo, completando o

ciclo da bactéria.
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FIGURA 3. Micrografia de uma fémea de Meloidogyne spp. (A), e de cerca de 2 milhdes de
enddsporos de Pasteuria penetrans saindo do seu interior (B).

FIGURA 4. Raiz de jaborandi, PHocarpus microphyllus, apresentando l6culos deixados por
fémeas de Meloidogyne spp. ap0s estas entrarem em decomposic¢do e os enddsporos de P.
penetrans serem liberados ao solo.
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Carneiro et al. (1999) observaram a adesao de enddsporos de um isolado
de P. penetrans em machos de M. hapla, mas ndo em machos de outras cinco espécies
de Meloidogyne testadas, ou em J2 de M. hapla. Os endésporos desse isolado
germinaram, mas a maioria nao foi capaz de penetrar a cuticula dos machos de M.
hapla, e, como conseqliéncia, os tubos germinativos emergiram entre a borda do
perispodrio e a cuticula do nematdide. Poucos endésporos foram capazes de penetrar
0 nematodide, e os machos infectados morreram apés 10 a 1 5 dias de incubagéo, nao
havendo tempo suficiente para o desenvolvimento completo da bactéria. Hatz &
Dickson (1992) observaram endésporos maduros no interior de machos de M. arenaria,
mas a adesao dos enddsporos e a penetragao dos tubos germinativos ocorreram no
estadio de J2, sendo que estes se transformaram em machos pelo processo de reversao
sexual apds algum tipo de estresse.

A esporogénese em Pasteuria spp. é similar a de outras bactérias gram
positivas. Chen et al. (1997) compararam o processo de formacéo de endésporos de
Pasteuria penetrans com a de Bacillus thurigiensis e dividiram este processo em sete
estadios (Fig. 5). No estadio 1, ocorre o engrossamento das células terminais da
microcolbnia de Pasteuria penetrans, o que nao ocorre em B. thurigiensis. Os demais
estadios sdo muito semelhantes entre os dois organismos. No estadio 2, ocorre a
formacéo de um septo, que no estadio 3 engloba o endésporo. Nos estadios 4, 5 e 6
ocorre a formagéo da capa do enddsporo, do cortex e do exésporo e no estadio 7
ocorre a maturacdo do enddsporo. Apesar de diferengcas marcantes na morfologia
dos géneros Pasteuria e Bacillus e da penetragao do hospedeiro por um tubo germinativo
em Pasteuria spp. ndo ocorrer em Bacillus spp., estes géneros parecem ser parentes
proximos. Ebert et al. (1 996) sequenciaram a molécula de rDNA 1 6S de Pasteuria
ramosa e, através de analises filogenéticas, constataram que esta espécie esta no
grupo das bactérias gram positivas com baixo teor de C + G, estando mais proxima de
Bacillus tusciae, Alicyclobacillus cydoheptanicus e A. acidocaldarius. Apesar de sua
fase de crescimento miceliano, os resultados obtidos por Ebert et al (1 996) refutam

a classificagdo de Pasteuria como um actinomiceto da ordem Actinomycetales.
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FIGURA 5. Desenho esquematico da esporogénese de Pasteuria penetrans. (1) Micélio
vegetativo. (2) Formacéo de septo nas células terminais do micélio. (3) Septo transforma-
se em membrana interna que originard o endésporo. (4, 5 e 6) Formacdo da capa do
endoésporo, do cortex e do exdsporo. (7) Maturagcdo do enddsporo.
Preferéncia por hospedeiros

Os nematdides hospedeiros de Pasteuria spp. incluem aproximadamente
323 espécies em cerca de 116 géneros, distribuidos em 80 paises dos cinco
continentes, incluindo vérias ilhas dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico (Chen &
Dickson, 1998). Estes diferentes nematodides possuem habitos alimentares distintos e
ciclos de vida que variam em duracao. Desta forma, cada espécie de nematdide
apresenta uma fisiologia ligeiramente diferente. A pressdo de seleg¢do favorece a
bactéria cuja fisiologia assemelha-se a do seu nematoéide hospedeiro. Segundo Stirling
(1985), populagdes individuais dessa bactéria poderem exibir uma restrita gama de
hospedeiros. Esse relacionamento intimo sugere que o género Pasteuria possa conter
inimeras espécies (Sayre et al., 1 991).

Channer & Gowen (1 992), em um experimento usando populacdes de
nematoide das galhas provenientes de quatro paises, observaram que a habilidade de
uma populacdo de P. penetrans aderir-se ao nematodide hospedeiro no qual foi

multiplicada por dltimo aumentou dramaticamente, enquanto sua habilidade de aderir-
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se a populagdes as quais o isolado de P. penetrans era originalmente mais agressivo
diminuiu. De acordo com Channer & Gowen (1992), uma explicagdo para a aparente
mudanca no grau de especificidade é que populagdes de campo de P. penetrans séo
geneticamente heterogéneas, e a sele¢do ocorre quando alguns enddsporos que se
aderem melhor a uma determinada populagdo do nematdide resulta em producgéo de
muitos enddsporos, que predominardo na proxima geragao desse isolado da bactéria.
Uma explicagcdo alternativa para a mudanca do grau de especificidade é que o
nematdide hospedeiro induz a adaptagcao da bactéria que se desenvolve no seu interior,
de forma que a progénie apresente uma melhor habilidade de reinfectar um hospedeiro
em particular (Channer & Gowen, 1 992).

Isolados de P. penetrans possuem alta especificidade aos nematoéides
hospedeiros de acordo com diferengas em quantidade e tipos de proteinas na superficie
dos endésporos e dos nematodides (Davies et al., 1 992). De acordo com Davies e
Danks (1 993), carboidratos presentes na superficie da cuticula do nematdide interagem
com moléculas de N-acetylglucosamina presentes na superficie dos endésporos de P.
penetrans, que por sua vez estdo ligadas a proteinas ou peptidoglicanos, que séo
extensdes da parede celular da bactéria. Em estudos mais recentes, Davies et al.
(1996) destacam a importancia de fibronectin, uma glicoproteina, na adesdo de
enddésporos.

Apesar do mecanismo de adesao entre a superficie do endésporo e a
cuticula do nematoéide ainda nao ter sido completamente desvendado, sabe-se que
populacdes de P. penetrans sao bastante heterogéneas e que subpopulactes de
endoésporos aderem-se preferencialmente a diferentes populagdes de nematdides
(Davies et al.,, 1994). A despeito de P. penetrans aderir-se em maior nimero as
populacdes de nematdides nas quais foi multiplicada (Davies et al., 1994), isolados de
P. penetrans podem aderir-se a diferentes populac¢fes, espécies e até mesmo géneros
de fitonematdides (Dickson et al., 1994). Como exemplos, Davies et al. (1988), testando
11 populagdes de P. penetrans isoladas de Meloidogyne spp., observaram um pequeno
grau de adesao de enddsporos em nematodides formadores de cistos. Dickson et al.
(1 994) e Carneiro et al. (1 999) observaram um isolado de Pasteuria sp. obtido de

Pratyienchus scribneri aderir-se a M. incognita, M. arenaria, M. hapia, M. javanica,
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Mmayaguensis, M. paranaensis e P. brachyurus.

A adeséo de endésporos de P. penetrans a algumas populacdes de
nematoides das galhas e ndo a outras tem uma grande importancia para 0 seu uso
como agente de controle bioldgico. O isolado de P. penetrans a ser usado para controlar
uma determinada populagdo de nematdide das galhas deve ser escolhido de acordo
com sua adesao ao nematoéide-problema, e deve-se preferir isolados com ampla gama
de nematdides hospedeiros, uma vez que populagdes mistas de nematdides ocorrem

naturalmente no campo (Stirling, 1 985).

Teste de adesdo de enddsporos aos nematodides

Bioensaios podem ser feitos para se avaliar o potencial de adesao entre
isolados de P. penetrans e popula¢des de nematdides. Juvenis de segundo estadio sédo
introduzidos em solo infestado com enddsporos e, apés serem incubados por 2 ou 3
dias, sdo extraidos, e a adesdo é examinada com o auxilio de um microscépio invertido
(Mankau, 1 975; Dutky & Sayre, 1978; Slana & Sayre, 1981; Stirling, 1981; Brown
& Smart Jr, 1984, 1 985; Brown & Nordmeyer, 1985; Bird & Brisbane, 1988; Sigh &
Dhawan, 1990; Oostendorp et al.,, 1990; Hatz & Dickson, 1992; Freitas et al., 1 997).
O borbulhamento suspensao de enddsporos com nematdides é outra forma de
proporcionar a adesao. Bird (1986) borbulhou suspensao aquosa de P. penetrans com
M. javanica ajustada para 3 x 103 enddsporos/J2 em frasco erlenmeyer por 18 horas
em 25°C e obteve ades&o em cerca de 78% dos J2. Este método também foi usado
por Walia et al. (1990). A maneira mais simples de aderir P. penetrans ao nematoide
hospedeiro, entretanto, é simplesmente colocar J2 recentemente eclodidos em
suspensao bacteriana em vidro de relégio ou em uma placa rasa e deixar em temperatura
ambiente para que os J2 se movimentem e entrem em contato com os enddsporos
(Mankau & Prassad, 1 977; Stirling et al., 1 986; Freitas et al., 1 997; Serracin et al.,
1997). Entretanto, esta técnica resulta num numero desuniforme de enddsporos
aderidos por J2, e, até mesmo, na nao adesao em alguns J2 da suspensdo. O método
da centrifuga, desenvolvido por Hewlett & Dickson (1993), no qual 0,1 ml de 105
enddsporos/ml de agua e 200 J2 em 0,1 ml de agua sao centrifugados em tubo de

microcentrifuga por 2 min a 9.500 g, tem a vantagem de ser rapido e é indicado para
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a determinacédo da gama de hospedeiros de determinado isolado de P. penetrans, ou
para testar a adesdo de diferentes isolados de P. penetrans sobre um nematodide-
problema em questao (Davies et al., 1 996; Sharma & Davies, 1996; Chen et al.,
1 997; Davies & Redden, 1997). Entretanto, esse método nao foi testado quanto a
eficiéncia de penetracéo dos J2 e, portanto, deve-se tomar cuidado ao se usar este
meétodo para inoculagdes de experimentos ou para a producdo massal de enddsporos.
Observou-se que os nematdides sdo empurrados para o fundo do tubo pela forca
centrifuga, formando varias camadas de J2, mas os enddsporos ficam aderidos apenas
a camada superficial, proporcionando um alto coeficiente de variacdo entre os J2
qguanto a adesdo. Este método também ocasiona um emaranhado de J2 unidos uns
aos outros pelos enddsporos da bactéria, o que provavelmente reduz o seu movimento
no solo e a penetragdo nas raizes (observacgédo pessoal).

No método de agitacdo em "shaker", utilizado por Stirling (1985), Bird
et al (1990), Davies et al. (1991) e Sayre etal. (1991), a suspensao de J2 e enddsporos
é agitada em tubos tampados ou em frascos tipo Erlenmeyers para proporcionar
maior contato entre os organismos. Essa técnica de adesao independe do movimento
dos J2 e resulta em maior uniformidade do nimero de endésporos aderidos por
nematodide. O grau de adesédo varia com a rotacdo do "shaker" e com o tempo de
agitagao.

Gomes et al. (1999) compararam a uniformidade de adesao de P.
penetrans ao nematoéide das galhas obtida pelos métodos de borbulhamento, agitacéo
em 'shaker', centrifugagcdo modificada e suspensdo em repouso. O numero de
endosporos aderidos/J2 pelo método de borbulhamento apresentou um alto coeficiente
de variagdo quando comparado aos demais. O uso de um método que possibilite uma
menor variagdo na adesao de endésporos pode resultar em maior percentagem de J2
aderidos pela bactéria e experimentos com respostas mais consistentes.

Segundo Tzortzakakis et al. (1997), média alta de enddsporos aderidos
aos J2 ndo garante a reducao de ovos produzidos, se houver alta varidncia em adesao
e infectividade dos enddésporos.

Ao comparar isolados de diferentes procedéncias, também deve-se levar

em consideracao a qualidade do p6 de raiz utilizado como indculo. Variagbes em
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adesao de endoésporos entre lotes de p6 de raiz de um isolado de P. penetrans, em
uma mesma espécie de nematdide hospedeiro e em testes com a mesma concentragao
de enddsporos, foram obtidas por Stirling & White (1982) e Dickson et al. (1994). A
qualidade do in6culo depende do estadio de maturagéo dos enddsporos nas fémeas no

momento em que a raiz é colhida, seca e moida para a obteng¢&o do pé.

ECOLOGIA
Inimeros séo os fatores abidticos que podem afetar a relagdo P.
penefrans-nematdides, e acredita-se que muitos destes ainda sao desconhecidos.

Alguns dos fatores que mais se destacam sdo comentados a seguir.

Efeitos da temperatura

A adesédo de enddsporos e desenvolvimento de P. penetrans em M.
javanica e M. arenaria ocorrem de forma mais eficiente em temperaturas entre 25 e
30°C (Stirling, 1981; Stirling et al., 1 990; Hatz & Dickson, 1 992; Freitas, 1 997).
Stirling (1981) observou que a duragdo do ciclo de vida de P. penetrans foi reduzida
em cerca de 70% a 30°C, comparado a 20°C. Freitas (1997) observou que J2 de M.
arenaria ndo apresentaram endoésporos aderidos as suas cuticulas apos serem incubados
em solo infestado por P. penetrans a 10°C ou a 50°C por 4 dias, pois temperaturas
extremas, que desfavoregcam a locomocao de nematéides, podem prevenir o contato
entre a bactéria e o nematdide hospedeiro. A propria receptividade da cuticula do
nematodide aos endoésporos é afetada pela temperatura. Freitas et al. (1997), ao
incubarem J2 de M. arenaria em diferentes temperaturas, constataram que mais
enddsporos se aderem aos J2 quando estes sdo previamente expostos a temperaturas
de 30 ou 35°C, e que a adesao decresce com o pré-tratamento de 45°C ou mais, até
ser minima depois de incubacdo em 50°C. Tal decréscimo em adeséo €, provavelmente,
resultado de uma solubilizagdo ou denaturagcédo de ligantes presentes na cuticula do
nematodide (Davies & Danks, 1 993).

A resisténcia de P. penetrans ao calor é relativa, pois o aquecimento
afeta diferentemente a adeséo e a infectividade da bactéria, e seu efeito depende do

tempo de exposicdo de enddsporos ou estruturas vegetativas as altas temperaturas.
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Enquanto a adesédo de endésporos ocorre apés tratamento a i 21 °C por 10 minutos, a
infectividade é totalmente inibida (Williams et al., 1989). Enddsporos aquecidos por
30 minutos a 80°C ou por 10 dias a 70°C também perdem sua infectividade, apesar
de ainda serem capazes de aderir-se aos nematoéides (Dutky & Sayre, 1978; Williams
et al., 1 989; Freitas, 1 997; Giannakou et al., 1997).

Embora P. penetrans forme endésporos como outras bactérias termdfilas,
ela é na verdade uma bactéria mesofila (Chen & Dickson, 1998). Existe uma correlagao
entre a resisténcia dos enddsporos e a concentragdo de acido dipicolinico (Mallidis &
Scholefield, 1987). Este composto quimico constitui de 5% a 15% do peso dos esporos
de Bacillus spp. e de outras bactérias termdfilas, mas os endésporos de P. penetrans
possuem uma concentragcdo muito menor (0,96%). Essa diferenca estd provavelmente
correlacionada ao fato de P. penetrans ser menos resistente ao calor do que outras

bactérias termdfilas (Williams et al., 1989).

Efeitos do tipo de solo, umidade e adubacéo

Embora P. penetrans seja encontrada em varios tipos de solo, a maioria
dos solos supressivos a nematoéides devido a presenca dessa bactéria é de textura
arenosa (Williams, 1960; Stirling & White, 1982; Spaull, 1984; Minton e Sayre,
1989; Giblin-Davis et al., 1 990; Minton e Baujard, 1 990; Oostendorp et al. 1 990;
Dickson et al., 1 994; Ko et al., 1 995; Chen et al., 1996; Weibelzahl-Fulton et al.,
1996; Freitas, 1997). Mateille et al. (1995) observaram maior adesdao em solos
arenosos do que em solos argilosos. A maior movimentagao dos J2 em solo arenoso
do que em solo argiloso aumenta a possibilidade de contato entre J2 e os endésporos
imoéveis da bactéria, e a maior percolagdo de 4gua em solos arenosos faz com que
enddésporos aplicados na superficie do solo atinjam as camadas mais profundas, onde
se encontram os nematoéides (Oostendorp et al. 1990).

A reproducédo de nematdides e de P. penetrans é limitada em solos
encharcados. Segundo Davies et al. (1988), ndo s6 a motilidade do nematdide
hospedeiro é reduzida em solo na capacidade de campo, reduzindo a penetragdo nas
raizes, mas também o desenvolvimento da bactéria é prejudicado pelo excesso de

umidade que priva de oxigénio a bactéria e o nematdide hospedeiro.
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Consequentemente, um regime de rega adequado e solos que permitam melhor
drenagem sao favoraveis ao desenvolvimento da bactéria.

Alteracdes das caracteristicas intrinsecas de determinado solo podem
favorecer o controle biolégico de nematoéides por P. penetrans. Muitos tratos culturais,
como irrigacéo, aragéo e gradagem, melhoram a distribuicdo de endésporos no campo,
aumentando as chances de contato entre P. penetrans e nematoides. De acordo com
Chen et al. (1 994), a adubagdo com altos niveis de nitrato de ambnia aumenta o
numero de enddsporos de P. penetrans produzidos por fémea de Meloidogyne spp. e
reduz a eclosdo dos J2. Entretanto, Chen & Dickson (1997) observaram reducgéo do
nimero de enddsporos por fémea de M. arenaria com o0 aumento da concentragéo de
nitrato de amoénia. A adi¢do de esterco de curral curtido ao solo também reduziu o
numero de enddsporos por fémea, mas nao impediu o desenvolvimento de P. penetrans

(Gomes et al., 1998).

Efeito de ultra-som, dessecamento e pH

A exposicao dos endésporos a ondas de ultra-som resulta no rompimento
do esporangio e do exdsporo, expondo as fibras parasporais (Figura 1), responsaveis
pela adesao do enddésporo a superficie cuticular do nematoéide (Stirling et al., 1986).
Estes autores observaram que o niumero de enddsporos aderidos aos J2 aumenta
proporcionalmente com o tempo de tratamento com ultra-som.

Outros fatores que rompem ou degradam o0 esporangio e 0 exosporo
aumentam a taxa de ades&o. O'Brien (1 980) obteve enddsporos de fémeas de M.
arenaria infectadas ao esmaga-las em agua, e logo em seguida, adicionar J2 de M.
javanica ao recipiente. Nenhuma adesao ocorreu apds 4 horas de incubacgédo. Entretanto,
apos secar os endbésporos ao ar e ressuspendé-los em agua, estes aderiram-se aos J2
de M. javanica adicionados em apenas 5 minutos. Manter os enddsporos em suspensao
aquosa e em temperatura ambiente por 24h também aumenta a adeséo em relacéo
aquela obtida com enddésporos recém retirados de fémeas (O'Brien, 1 980).

Os efeitos do pH sobre P. penetrans, observados por alguns
pesquisadores, sdo diversos e de dificil interpretacdao. Segundo O'Brien (1 980), a

adesao de enddsporos de P. penetrans a cuticula de M. javanica e M. arenaria nao foi
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afetada por pH entre 4,5 e 8,5. Ratnasoma & Gowen (1996) obtiveram maior adesao
de enddésporos retirados de fémeas infectadas e suspendidos em agua com pH 8,0 do
que de enddsporos de po de raiz adicionados a agua, resultando em pH 3,8. Em outro
teste, a adesdo em pH 5,0 foi maior do que nos outros valores entre 3 e 10, porém foi
oito vezes maior em pH 4 do que em pH 3 (Ratnasoma & Gowen, 1996).

Davies et al. (1988) observaram que os endésporos de P. penetrans
aderiam-se mais a cuticula de J2 de M. incégnita em pH neutro do que em pH 4 ou 9
quando o teste foi feito em agua de torneira, porém, em agua destilada, maior adeséao
ocorreu em pH 9, seguida de pH 4, e menor em pH 7. Apés a ruptura do esporangio
por meio de ondas de ultra-som, a adesao foi maior em pH 7, em agua de torneira ou
em agua destilada, e muito maior na primeira que na segunda. Orui (1 997) observou
maior adesao em pH alto apds tratamento com ultra-som. Segundo Davies et al.
(1988), mudancas de pH e uso de 4gua de torneira, com maior concentragdo de sais
do que agua destilada, alteram a adesédo devido as mudancgas no balan¢o de cargas
elétricas entre o enddésporo e a cuticula do nematéide.

Afolabi et al. (1 995) estudaram o potencial eletrostatico P. penetrans e
constataram que o enddsporo tem carga negativa, sendo que a maior carga negativa
ocorria em pH 7 e reduzia-se a medida que se afastava do pH neutro. Como o nematéide
também possui carga negativa (Himmelhoch et al., 1977), espera-se uma repulsdo
entre endésporos e nematdide, entretanto, ocorre uma adesdo natural entre os dois
organismos. Conclui-se, portanto, que outras forcas, como forcas hidrofébicas de
atracao e forcas etetrostaticas de repulséo, estdo envolvidas neste processo de
reconhecimento e adesao entre enddsporos e a cuticula do nematdide, e que o papel

do pH ainda necessita ser elucidado.

CULTIVO DE P. PENETRANS

In vitro
As caracteristicas de P. penetrans como agente de biocontrole fazem
desta bactéria um organismo com grande potencial para o manejo de fitonematoides,

entretanto, a dificuldade de cultivo in vitro é o maior entrave para sua utilizacdo
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comercial como bionematicida (Williams et al., 1989; Gowen & Ahmed, 1990; Bishop
& Ellar, 1991). Como muitas tentativas frustradas de reproduzir P. penetrans in vitro
nem chegaram a ser publicadas (Mankau, comunicacgao pessoal a Stirling & Wachtel,
1980; Dr. James E. Maruniak, Departmento de Entomologia e Nematologia da
Universidade da Florida, comunicagdo pessoal), é impossivel precisar o nUmero de
tentativas passadas ou quantos pesquisadores estdao, no momento, testando meios
diversos em condi¢des diversas de crescimento.

Williams et al. (1989) tentaram cultivar P. penetrans fora do corpo do
nematoides hospedeiro, mas nao obtiveram resultado apesar dos varios meios de
cultura simples e complexos que foram testados. Esses meios sao utilizados para se
cultivar microorganismos fastidiosos, como Spiroptasma citri, Legionella pneumophila
e Ciavibacter xily subsp. xily; ou sdo meios contendo extrato de raizes, extrato de
solo ou nematdides macerados; meios utilizados para cultivar nematdides como
Caenorhabditis briggsae e meios contendo compostos essenciais como esterois. Os
meios testados por Williams et al. (1989) deveriam ser capazes de permitir o
crescimento do mais fastidioso microrganismo. Esses autores usaram como inéculo
enddsporos e estruturas vegetativas, mas nenhum crescimento foi observado. No
primeiro caso, os endosporos nao germinaram e no segundo, especula-se que um
possivel estresse (choque osmodtico), no momento da transferéncia do micélio
bacteriano do nematoéide para o meio de cultivo, tenha impedido o crescimento de P.
penetrans .

Bishop & Ellar (1991) tentaram cultivar P. penetrans em uma selecédo de
meios ja conhecidos e em dois meios por eles formulados. Os autores usaram meios
liquidos devido a dificuldade de observacédo de crescimento bacteriano em meio sélido.
Os meios previamente conhecidos foram escolhidos por permitirem o crescimento de
microrganismos fastidiosos ou por fornecerem condi¢gdes incomuns de crescimento,
entretanto, nenhum crescimento foi observado nestes meios (Bishop & Ellar, 1991).
Os autores desenvolveram dois meios de cultura, partindo da premissa de que P.
penetrans é uma bactéria fastidiosa que requer uma fonte de energia, carbono
organico, sais inorganicos, suporte osmaético, pH equivalente ao do nematdide

hospedeiro, aminoacidos, vitaminas e precursores de acidos nucléicos. Em um destes



CONTROLE BIOLOGICO DE FITONEMATOIDES POR PASTEURIA SPP. 107

meios, P. penetrans sobreviveu por até um més, mas sem se reproduzir. Alteragdes
em solugdes vitaminicas e de purinas e pirimidinas resultaram num meio que permitiu
a multiplicagcdo de estruturas vegetativas no estadio de couve-flor, resultando num
aumento de quatro vezes o niamero de colbnias vegetativas, porém estas estruturas
ndo evoluiram para estadios mais avancados e morreram. Resultados semelhantes
foram obtidos com extrato de células fungicas e de Thermoactinomyces vutgaris
(Bishop & Ellar, 1991).

Reise et al. (1991) cultivaram P. nishizawae por oito meses em meio de
cultura com 11 1 ingredientes e observaram a presenca de todos os estadios de
desenvolvimento da bactéria. Endésporos maduros foram obtidos apds cinco meses
de cultivo e aderiram-se a cuticula de J2 de Heterodera glycines em baixo numero.
Este trabalho foi publicado apenas como resumo de congresso e nenhum detalhe do
meio de cultura foi fornecido.

Outra forma de cultivar P. penetrans in vitro é através do uso de cultura
oligoxénica. Verdejo & Mankau (1986) multiplicaram P. penetrans em raizes excisadas
de tomate. Os autores colocaram sementes sobre meio de cultura em placas de Petri
e removeram os epicotilos apés uma semana. Uma fémea de M. incognita infectada
com P. penetrans foi axenizada superficialmente e amassada sobre um bloco de agar
para liberar os enddsporos e uma massa de ovos axenizada foi colocada sobre este
bloco. Os enddsporos aderiram-se aos J2 que migraram dos ovos para as raizes e a
bactéria desenvolveu-se normalmente nos nematdéides que parasitaram as raizes. Mais
de 50% das fémeas que se desenvolveram estavam parasitadas por P. penetrans
(Verdejo & Mankau, 1 986). Este método foi aprimorado por Verdejo e Jaffee (1988)
pela transformacéo de raizes de tomate e batata por Agrobacterium rhizogenes. O
namero de fémeas de M. javanica parasitadas pela bactéria em raizes das duas
espécies vegetais foi semelhante, porém o nimero de enddsporos de P. penetrans
por fémea foi duas vezes maior em raizes de tomate do que em raizes de batata.
Segundo Verdejo e Jaffee (1988), este método produz baixo numero de enddsporos
e, portanto, ndo é viavel para a multiplicagdo massal de P. penetrans. Entretanto,
este sistema asséptico de trés compenentes (bactéria, nematoéide e planta) pode ser

muito util para estudos de relagdes entre patdégenos e hospedeiros, pois permite maior
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controle de variaveis, como pH, temperatura e nutrientes, requer pequeno nimero de

enddésporos e nematdides e permite observagdes ndo-destrutivas.

In vivo

Como nenhum método que permita a multiplicagcéo in vitro de P. penetrans
foi desenvolvido até o presente momento, sua producéo ainda se baseia no método
descrito por Stirling & Wachtel (1 980), no qual a bactéria cresce e multiplica-se no
nematoide hospedeiro em plantas envasadas. Nesse método, J2 de Meloidogyne spp.
com enddsporos aderidos as suas cuticulas sao adicionados a vasos contendo uma
planta de tomate cada um, em casa de vegetagcdo. Os sistemas radiculares séo
removidos apoés 7 a 8 semanas, secos ao ar, moidos e peneirados. O p6 produzido
serve como fonte de indculo bacteriano (Stirling & Wachtel, 1980).

A concentracdo de endésporos no pé de raiz varia de acordo com a
umidade, a temperatura, a textura e o teor de matéria organica do solo, assim como
com o isolado de P. penetrans, a populacdo do nematdide, a planta hospedeira, o
numero de nematdides por vaso e o niumero de endésporos/J2. Chen et al. (1 996)
inocularam plantas de tomate envasadas com J2 de M. arenaria contendo 4.9 + 2.0
endoésporos aderidos, em trés aplicagdes de 1000 a 1500 J2/planta, em intervalos de
uma semana, e obtiveram 7,9 x 107 enddsporos/g de p6 de raiz. Gomes et al. (1998)
introduziram em uma inoculagdo 2000 J2 de M. javanica contendo média de 10
enddésporos/J2 por planta de tomate e obtiveram 6,25 x 108 end./g de raiz.

Sharma & Stirling (1991) aprimoraram o método de Stirling & Wachtel
(1980) ao usar bandejas com areia no lugar de vasos com solo e ao cultivar entre 50
e 100 plantas de tomate em cada bandeja, que séo inoculadas com 100.000 J2 com
enddsporos de P. penetrans. Apds 60 a 90 dias de inoculadas, as plantas sdo retiradas
e 0 po é produzido. Sharma & Stirling (1991) obtiveram 108 a 109 endosporos/g de p6
de raiz. Outra técnica de P. penetrans foi desenvolvida pelos autores com a inoculagédo
de 5000 J2 com enddsporos por tubérculo de batata em saco plastico com areia.
Segundo os autores, o0 método da bandeja mostrou-se melhor por resultar em maior
numero de enddsporos produzidos por area.

Serracin et al. (1994) desenvolveram um sistema de cultivo de P.
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penetrans em hidroponia para estudar os efeitos da temperatura sobre o
desenvolvimento da bactéria. Como a producéo final de endésporos nao foi avaliada,
nao é possivel dizer se é uma evolugdo do método de Stirling & Wachtel (1980). Além
disto, este método requer que a planta seja inoculada em areia antes de ser colocada
em solucao hidropdnica, pois os J2 com enddsporos necessitam de suporte fisico do
substrato para poderem penetrar as raizes das plantas.

Em todos os métodos de produgdo massal, é de primordial importancia
que algumas fémeas infectadas sejam retiradas das raizes, esmagadas entre lamina e
laminula e observadas em microscoépio 6tico para se ter certeza de que os enddsporos
atingiram a maturidade antes do preparo do p6. Deve-se optar por colher quando a

maioria dos enddsporos ja se apresentam livres do esporangio.

FIGURA 6. Endésporos de P. penetrans retirados de fémeas de Meloidogyne spp. Os
enddsporos na figura A estdo envoltos pelo esporangio, enquanto aqueles indicados na
figura B estdo livres do esporangio.
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Determinagcdo da concentracdo de enddsporos de P. penetrans

no inoculo de p6 de raiz

E dificil determinar, com exatiddo, o namero de endésporos no pé de raiz
seca e moida através de observacdo ao microscopio, pois residuos de tecido radicular
obstruem a visualizagdo durante a contagem e endésporos aderem-se ao material
utilizado na maceracgéo e preparacdo da suspensédo, o que pode gerar uma subestimacao
da concentracdo. Stirling & Wachtel (1980) estimaram esse namero de forma indireta
ao contar as fémeas infectadas por grama de raiz e o nimero de enddsporos por
fémea.

O método direto de contagem dos enddsporos presentes no po de raiz
pode ser facilitado ao embeber 0,1 g de p6 de raiz em 2 ml de suspensao de enzimas
pectinoliticas, macerar por 5 minutos, diluir para 50 ml e contar em hemacitdmetro
(Sharma & Stirling, 1991). Chen et al. (1996) compararam seis métodos de
determinacgédo de concentragdo de endésporos de P. penetrans e observaram que os
meétodos de digestdo enzimatica do pd de raiz foram os mais eficientes. Souza (1997)
comparou o método de digestdo enziméatica com a maceragdo sem digestdo prévia
com enzimas e com a simples diluicdo do pé em agua. O mesmo po de raiz apresentou
4,6 x 107 end./g no método de digestdo enzimatica, 3,2 x 107 end./g no método de
trituracdo sem enzimas e 2,2 x 107 end./g no método de diluicdo. Devido a tais
diferencas, é importante considerar o método de avaliagdo usado em estudos com P.

penetrans por diferentes autores antes de serem estabelecidas conclusoées.

No solo

A auséncia de meio de cultura para P. penetrans ndo permite o uso de
diluicdo serial para determinar a concentracdo da bactéria no solo. O numero de
endoésporos no solo pode ser estimado diretamente por técnica de centrifugagcao em
gradiente de sacarose. Uma média de 59% dos endésporos presentes no solo foram
extraidos com esta técnica, mas os autores concluiram que o método é demasiado
laborioso para ser usado rotineiramente (Davies et al., 1 988b).

Bioensaios para detectar a presenca da bactéria no solo e para estudos
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de gama de hospedeiros foram desenvolvidos por Slana & Sayre (1981) e Oostendorp
et al. (1988). Entretanto, estes bioensaios ndo permitiram determinar a concentracao
de enddésporos. Freitas et al. (1 995) desenvolveram um método de bioensaio para a
determinagéo da concentragdo de enddsporos no solo, que compara a adesao no solo
analisado com a adesdo em solo com enddsporos adicionados em quantidades
conhecidas. Neste bioensaio, uma amostra composta do solo de campo infestado
com P. penetrans é separado em duas subamostras e uma delas é autoclavada duas
veses por 1 hora a 1 20°C. As duas subamostras sdo acondicionadas em placas de
petri e deixadas secar em temperatura ambiente para uniformizar a umidade e matar
possiveis nematdides no solo ndo autoclavado. A umidade do solo é rescontituida por
adicao de suspensdes de enddsporos as placas de modo a resultar em concentragdes
de 103, 104, 105 e 106 enddsporos/g de solo. Juvenis de Meloidogyne spp. séo
depositados em suspensao aquosa na superficie do solo das placas e incubados a
28°C por 3 dias. Os nematodides sdo extraidos e o numero de endésporos aderidos a
cuticula é determinado. A concentragcdo de P. penetrans no solo é determinada por
interpolagdo em curva de regressdo da adesdo em diferentes concentragcbes
conhecidas (Freitas et al., 1995). Em bioensaios, temperatura, umidade e textura do
solo, além de outros fatores, afetam o movimento dos nematdides e alteram a adeséao
(Oostendorp et al., 1990). Um aprimoramento da técnica de Freitas et al. (1995)
baseia-se em agitar o solo em suspensao aquosa com os nematoides e enddsporos por
24 horas para uniformizar a adesao, que ocorre independentemente do movimento
dos J2 no solo (Freitas, 1997). Souza (1997) realizou um bioensaio em solo argiloso e
em areia lavada.e observou que em solo argiloso os endésporos de P. penetrans séo

menos disponiveis para a adesdo nos J2 do que em areia lavada.

CONTROLE DE NEMATOIDES COM PASTEURIA PENETRANS

Modo de acédo
O processo de reducédo da populacdo de nematdides por P. penetrans se
da em duas fases: na primeira, o numero de enddsporos no solo é suficiente para

aderir a grande parte dos juvenis, porém em numero baixo, ou seja, de um a cinco
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enddsporos por J2. Desta forma, a infectividade dos juvenis ndo é seriamente afetada
(Brown & Smart, 1985, Davies et al, 1988), o nematdide penetra na planta hospedeira
e desenvolve-se até a maturidade, impedindo as fémeas de produzir ovos. Quando
cada uma dessas fémeas entram em senescéncia, cerca de 2 milhdes de enddésporos
de P. penetrans sédo liberados ao solo. A segunda fase do controle do nematoéide por
P. penetrans ocorre quando o numero de enddsporos da bactéria no solo ja se encontra
alto e, por conseqiéncia, muitos enddsporos aderem-se aos J2 (figura 7). Desta forma,
a motilidade dos juvenis é muito reduzida, e estes nao conseguem deslocar-se até as
raizes das plantas hospedeiras e infecta-las (Stirling, 1 984). Quando isto ocorre,
considera-se que o0 solo tornou-se supressivo e a populagdo do nematoéide tende a cair

drasticamente (Freitas, 1 997).

FIGURA 7. Juvenil de segundo estadio de Meloidogyne spp. com grande numero de
endoésporos de P. penetrans aderidos a cuticula.

Como P. penetrans depende do encontro de seus enddsporos com os J2
no solo para aderir-se e multiplicar-se, o desenvolvimento da supressividade s6 ocorre
em solos altamente infestados pelo nematdide hospedeiro. Desta forma, todas as
condi¢cdes que favorecam o desenvolvimento do nematdide sdo importantes para a
reproducao de P. penetrans. Rotacao de culturas com plantas mas hospedeiras de
Meloidogyne javanica, por exemplo, resultou em menor nimero de enddsporos no

solo, quando comparada ao cultivo continuo de tomate (Madulu et al., 1994).
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Aplicacdo no campo

Segundo Stirling (1991), existem duas estratégias de aplicagédo de P.
penetrans no campo para o controle do nematoéide das galhas: A forma inundativa
consiste em aplicagdes freqientes e em grande nimero de endésporos para reduzir a
populacdo de nematdides de forma direta e imediata. Como esta estratégia requer
meios mais rapidos e baratos para a produgcdao massal da bactéria, alguns autores
consideram que o uso comercial de P. penetrans é inviavel sem seu cultivo in vitro. A
forma inoculativa envolve situacdes onde relativamente poucos enddsporos da bactéria
sdo aplicados ao campo e ocorre um crescimento rapido de sua densidade populacional
no solo (Stirling, 1991).

Para a aplicacdo inundativa, é necessario selecionar populac¢des de P.
penetrans com amplo espectro de hospedeiros ou aplicar misturas de isolados variados
para contrapor a diversidade de populagdes do nematdide das galhas, frequentemente
encontrada no campo. Esta especificidade também deve ser levada em conta quando
a forma de aplicacéo é inoculativa, porém como ha mais tempo para a selegdo natural
ocorrer, endésporos especificos para aquelas populagdes de nematdides presentes
na area se multiplicarao e sua progénie sera mais eficiente no controle das diversas
populagdes de Meloidogyne spp. (Stirling, 1991). Em ambas estratégias, o p6 de raiz
pode ser aplicado diretamente ao solo de campo e incorporado com algum implemento
agricola, incorporado ao substrato de mudas a serem levadas ao campo, em suspensdes
aquosas de po de raiz aplicadas sobre a superficie do solo com pulverizador costal ou

motorizado, ou através de agua de irrigacéo.

Movimento no solo

A eficiéncia de um organismo de controle biolégico esta diretamente
ligada a sua distribuicdo uniforme no solo, de forma que aumente sua chance de
contato com os nematoéides. Os endésporos de P. penetrans ndo possuem estruturas
de locomocgéo, portanto ndo tém movimento ativo. Endésporos que se aderem a
cuticula de um J2 sao carregados pelo nematoéide até a raiz da planta a ser parasitada,
entretanto a distancia percorrida pelo juvenil é pequena e nédo seria suficiente para

espalhar a bactéria por grandes areas. Préticas culturais que movimentam o solo,
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como aracgao e gradagem, e o transito de maquinas, pessoas e animais favorecem
consideravelmente a disseminagéo de P. penetrans no campo. Devido ao seu diminuto
tamanho, endcr oros d~>sta bactéria séo facilmente carregados por 4gua em percolacdo
no solo (Oostendorp et al., 1990). Isto é muito importante, pois facilita a aplicacéo da
bactéria; basta aplicar os enddsporos na superficie de um solo com textura arenosa
que estes serdo levados, por agua de chuva ou de irrigacao, a regides mais profundas
onde os nematoéides se encontram (Stirling, 1991). Juvenis de nematdides das galhas
com endoésporos aderidos foram observados em solo arenoso na Flérida em
profundidades de até 1,22m (Dickson et al., 1994). Segundo estes autores, P.
penetrans dispersa-se naturalmente e com grande eficiéncia em solos arenosos, porém,
alto teor de argila, matéria organica e outros fatores podem restringir o movimento
vertical com a percolacéo da agua.

Pasteuria penetrans foi aplicada ao solo, em suspensao aquosa de p6 de
raiz com o uso de pulverizador costal, de forma a resultar numa concentragao de 103
endodsporos/g de solo nos primeiros 20cm de profundidade, em uma area de 170m?
no campo no estado do Maranhao. Esta area representa uma pequena parcela de um
plantio de 102,4ha de jaborandi (Piiocarpus microphyllus), irrigado por um pivd central
e infestado por Meloidogynejavanica. Trés quartos da area irrigada pelo pivé foram
amostradas sistematicamente em 240 pontos, dois anos apoés a aplicagao, e constatou-
se que 72,8% dos J2 continham enddsporos aderidos a cuticula, sendo que na area
onde P. penetrans foi aplicada, 83,9% dos J2 apresentavam enddsporos aderidos.
Noutra area da mesma fazenda, também de 102,4ha e plantada com jaborandi, p6 de
raiz contendo 1 x 107 endésporos de P. penetransig foi aplicado com pulverizador
costal na proporcao de 6g de p6 por 20 litros de 4gua, sobre a superficie do solo 5cm
préximos da linha de plantio, em cerca de 1 5ha. Amostrou-se toda a area irrigada
pelo pivé central em 420 pontos, apds um ano da aplicagdo, e constatou-se a presenca
de endésporos em 85,4% dos J2 examinados. Na area aplicada, 96,7% dos J2
continham P. penetrans em média de 3 enddsporos/J2 (Freitas et al. 1999).
Considerando-se a baixa quantidade de in6culo de P. penetrans aplicada ao solo e o
pequeno tamanho das areas tratadas, sua distribuicdo uniforme pelas &reas irrigadas

por dois pivds centrais mostra a grande capacidade de disseminacao da bactéria, o
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que confirma sua caracteristica de colonizadora agressiva de solo (Davies et. al.,
1991; Oostendorp et. al.,, 1991; Kasumimoto et al., 1993). Acredita-se que a textura
arenosa do solo aliada ao transito intenso de maquinas, pessoas e animais na area
garantiram a boa disseminacéo da bactéria. Altas temperaturas, culturas que toleram
alta reproducéao do nematdide, 4gua em abundéancia e alta disseminacao de P. penetrans
sao fatores que favorecem a multiplicacdo da bactéria e a elevagao de sua densidade
populacional no solo. Segundo Kasumimoto et al. (1993), mesmo densidades muito
baixas de enddsporos no solo podem aumentar, em condi¢cdes ideais, ao ponto de
tornarem o solo supressivo ao nematodide. Dickson e colaboradores (1994) s6
observaram redugdes na populacdo de M. arenaria em amendoim em microparcelas
no campo, a partir de dois anos da inoculagdo. Os autores argumentam que se
densidade mais alta de enddsporos fosse aplicada, a populagdo de nematdides

decresceria mais rapidamente (Dickson et al., 1994).

Manejo Integrado

Uso de P. penetrans com nematicidas

De acordo com alguns autores, P. penetrans pode ser usada em
combinag&o com nematicidas no controle de nematéides (Mankau & Prassad, 1972;
Brown & Nordmeyer, 1 985; Stirling, 1 984), entretanto, nem sempre a viabilidade
dos endoésporos aderidos aos nematoéides foi averiguada. A adesdo dos enddsporos,
apos estes terem sido expostos a nematicidas, nao implica que eles venham a germinar,
penetrar e colonizar o nematode, dando origem a novos enddsporos (Freitas, 1 997).

Mankau e Prassad (1972) observaram que P. penetrans nao foi afetada
por aplicagdes de 1,3-D, aldicarb, carbofuram, etoprop e fenamifés, porém DBCP
(Nemagon) foi levemente toxico a bactéria. Ja Stirling (1984) ndo observou efeitos
negativos de 1,3-D, DBCP, EDB, ou dazomet sobre P. penetrans. Reduc¢éo na adeséo
de enddsporos de P. penetrans a cuticula de nematodides apés o uso de oxamyl e
fenamifés foi observada por Walker e Wachtel (1 988), mas os autores sugerem que
isto se deve a reducdo da motilidade dos juvenis de M. javanica causada pelos

nematicidas. Tzortzakakis e Gowen (1994) chegaram a mesma conclusao em
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experimento de solarizagao e P. penetrans usando os mesmos nematicidas. Portanto,
é importante separar os efeitos dos nematicidas nos endésporos de P. penetrans dos
efeitos no movimento e metabolismo dos nematéides. Soma e Gill (1991) relataram
decréscimo na efetividade de P. penetrans em controlar nematoéide das galhas quando
a bactéria era aplicada em conjunto com carbofuram. Nishizawa (1 986) observou
reducdo da ocorréncia de P. nishizawae em cistos de Heterodera gtycines apoés
fumigacdo com cloropicrina. O efeito bactericida da cloropicrina, pura ou em
combinagdo com brometo de metila, sobre P. penetrans foi confirmado em
experimentos de laboratério, casa-de-vegetacdo e campo por Freitas (1 997), porém
nenhum efeito de metam sodio (Vapam) sobre a bactéria foi observado.

Tais relatos nos levam a crer que P. penetrans tem relativa resisténcia a
alguns nematicidas em dosagens normais, porém certas classes de nematicidas ou

misturas com cloropicrina podem apresentar efeitos deletérios a bactéria.

Uso de P. penetrans com solarizacdo do solo

Solarizagdo com plastico transparente inativa os nematéides nas camadas
mais superficiais do solo, porém, em camadas mais profundas os J2 de Meloidogyne
Spp. apenas se tornam mais ativos e tendem a movimentar-se mais do que em solos
ndo solarizados. Este efeito resulta em maior adeséo de endésporos de P. penetrans
aos J2. Os J2 infestados penetram as raizes das plantas levadas ao campo apos a
retirada do plastico e permitem um desenvolvimento mais rapido de P. penetrans
(Walker & Wachtel, 1 988). A solarizagdo associada ao uso de P. penetrans tem a
vantagem de aumentar a densidade populacional da bactéria sem aumentar a densidade
do nematdide hospedeiro (Walker e Wachtel, 1 988). Solarizagdo tem efeito aditivo
ao efeito de P. penetrans no controle dos nematodides das galhas e também pode
aumentar a eficiéncia da bactéria. (Tzortzakakis & Gowen, 1994). Em experimento
de solarizag&o de solo no campo, durante o verdo na Flérida, Freitas (1 997) observou
temperatura maxima diaria de 41 °C a 20cm de profundidade, ndo sendo detrimental
a P. penetrans, e possibilitando o uso da bactéria em conjunto com este método de
manejo de nematdides. Entretanto, a solarizagéo, apds a incorporagéo de residuos

organicos, acelera a decomposicao destes e aprisiona subprodutos téxicos como
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alcoois, aldeidos, e isotiocianatos (no caso de brassicas) que atuam como nematicidas,

mas sdo prejudiciais ao desenvolvimento de P. penetrans, (Freitas, 1997).

Uso de P. penetrans com organismos de controle biolégico

Os efeitos aditivos e sinergisticos de P. penetrans e fungos nematéfagos
no controle do nematéide das galhas ja foram constatados em experimentos de casa
de vegetagdo e campo. De Leijj et al. (1992) observaram que P. penetrans e Verticillium
chlamydosporium tém modos de acdo complementares, sendo que o fungo ataca
fémeas e ovos e a bactéria age sobre os J2 que conseguem escapar da ag¢do do
fungo. O mesmo ocorre com a interacdo P. penetrans - Paecilomyces lilacinus, fazendo
que a aplicagdo conjunta de ambos resulte em controle mais eficaz do nematdide do
que se ambos fossem aplicados separadamente (Dube & Smart, 1987; Zaki & Maqgbool,
1991; Shahzad et al., 1990). Entretanto, como os autores levaram em consideracdo
a reducdo do numero de ovos e galhas apenas ap6s um ou dois ciclos da planta, ndo
se sabe se, com o tempo, a aplicacdo isolada de P. penetrans néo seria mais efetiva,
uma vez que ela é dependente de alta densidade populacional do nematoéide das galhas
para tornar o solo supressivo. Além disso, P. penetrans possui uma capacidade de
permanecer no solo maior do que fungos, ja que endésporos ficam em dorméncia e
nao dependem de matéria organica e de competir por substrato para sobreviver.
Maheswari & Mani (1988) também observaram aumento de eficacia de P. penetrans
quando aplicada com P. lilacinus, porém houve reducédo da eficacia quando aplicada
com Talaromyces flavus e Bacillus subtilis (Maheswari & Mani, 1988).

Rizobactérias podem interagir com P. penetrans aumentando a adeséo
de endésporos ao nematdide das galhas e sua reproducédo no interior destes. Duponnois
et al. (1999) isolaram bactérias de rizosfera de plantas de tomate em solo de campo
altamente infestado com M. javanica e P. penetrans. Alguns isoiados aumentaram a
porcentagem de J2 infestados com P. penetrans e o nimero de enddsporos aderidos
por J2, em comparagdo com o controle sem rizobactérias. Provavelmente, este efeito
é consequUéncia da acdo de rizobactérias na degradacdo dos esporangios de P.
penetrans, expondo as fibras parasporais. Duas destas espécies de rizobactérias foram

identificadas como Enterobacter doacae e Pseudomonas mendoncina, e foram
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consideradas PGPR por induzirem crescimento das plantas. Estas bactérias, quando
aplicadas sem P. penetrans, reduziram o nimero de massas de ovos produzidos pelo
nematodide por sistema radicular e, quando aplicadas com P. penetrans, apresentaram
um efeito aditivo de controle. Enterobacter doacae resultou num aumento do nimero

de enddésporos de P. penetrans produzidos por raiz de tomateiro.

Supressividade do solo

A supressividade de um solo ocorre quando a doenca é ausente ou nao
severa, na presenca do patégeno (Hornsby, 1 983). Microrganismos de ocorréncia
natural no solo sdo responsaveis por inUmeros exemplos de supressividade do solo
(Baker e Cook, 1974). Existem muitos relatos da ocorréncia de parasitas e predadores
de nematdides em solos cultivados, dos quais fungos e P. penetrans sdo os mais
importantes (Stirling, 1988). P. penetrans tem sido observada em solos supressivos a
nematoides (Bird & Brisbane, 1988; Minton & Sayre, | 989; Dickson et al., 1 994;
Chen et al., 1 996; Weibelzahl-Fulton et al., 1 996) e tem suprimido nematdides em
casa-de-vegetacao e experimentos de microparcelas (Stirling, 1 984; Brown et al.,
1985; Rodriguez-Kabana et al.,, 1986; Minton & Baujard, 1990; Davies et al., 1991;
Oostendorp et al.,, 1991; De Leij et al., 1 992). Apesar desses relatos, tem sido dificil
determinar a extensdo do papel de P. penetrans na supressao de doencas causadas
por nematdides. Stirling (1 984) determinou que P. penetrans era a responsavel pelo
declinio de nematoéides das galhas em campos de cultivo de uva no sul da Australia.
Ao adicionar nematdéides em vasos com solo de campo em estado natural ou
autoclavado, ele observou que os nematoéides se multiplicaram muito mais em solo
autoclavado do que em solo natural, pois a autoclavagem inativou P. penetrans.
Entretanto, isso nao eliminou a hipétese de que outro organismo pode estar interagindo
com P. penetrans na reducdo da populagdo do nematéide. Chen (1994) determinou
que a autoclavagem do solo por 4 minutos/kg eliminou a maioria dos fungos e bactérias
do solo mas ndo P. penetrans. Esta técnica é util para a separacdo dos efeitos
antagbnicos causados por fungos nematéfagos e P. penetrans no controle de

nematodides.
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Em condi¢gbes de campo, um solo cultivado com fumo, na estagdo
experimental da Universidade da Florida, tornou-se supressivo a Meloidogyne javanica
e a M. incognita raca 1. Testes utilizando microondas determinaram que P. penetrans
era a causa primaria da supressao dos dois nematodides (Chen, 1 994; Weibelzahl-
Fulton et al., 1 996). Nessa mesma estacdo experimental, um isolado de P. penetrans
havia sido introduzido em solo de microparcelas em | 988 e levou trés anos para
suprimir M. arenaria (Oostendorp et al. 1991). Suspeita-se que endésporos desse
isolado de M. arenaria tenham se disseminado pelo vento e transito de pessoas por
cerca de 300m até as areas de fumo, e la tenham se reproduzido nas outras espécies
do nematodide das galhas até tornarem o solo supressivo. Em outra area, 100m distante
das microparcelas, baixos indices de galhas e altos nUmeros de endésporos aderidos
aos J2 de M. arenaria no final do ciclo do tomate sugeriram que P. penetrans estaria
causando a supressividade desse solo. Bioensaios em casa-de-vegetacao e testes
com tratamento do solo ao microondas comprovaram que P. penetrans era o agente
causai da supressividade do solo a M. arenaria raga ! (Freitas, 1 997), o que indica
que areas adjacentes a sitios supressivos tendem a se tornar supressivas com o tempo,
caso culturas com algum grau de tolerancia ao nematéide sejam cultivadas.

Em microparcelas plantadas com amendoim a campo, Chen et al., (1996)
observaram que foi necessaria uma concentracdo de 10.000 enddsporos/g de solo de
P. penetrans, para que uma aplicacdo da bactéria reduzisse em 65% o0 numero de
galhas de M. arenaria raga 1, logo no primeiro ciclo da planta. Uma concentracéo de
100.000 endoésporos/g de solo foi necessaria para reduzir em 95% o0 numero de
galhas. No segundo ano, sem a reaplicacdo de P. penetrans, as redu¢des foram de
82% e 90% para as concentragdes de 10.000 e 100.000 enddsporos/g de solo,
respectivamente (Chen et al., 1996). Redug¢des no niumero de massas de ovos puderam
ser observadas em concentragdes baixas da bactéria, ou seja 2,25 x 103 enddsporos/
g de solo (Daudi et al., 1990; Ahmed & Gowen, 1991). Mais pesquisas sao necessarias
para o conhecimento de isolados brasileiros e seu comportamento em nossas condi¢cdes

de solo e clima.
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CONSIDERACOES FINAIS

O avancgo da irrigagdo para regides com solos arenosos e altas
temperaturas acarretam infestacdes generalizadas por espécies de Meloidogyne,
gerando perdas na produtividade, principalmente onde variedades suscetiveis sao
cultivadas, a exemplo do que vem ocorrendo em grandes areas do Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil. O cultivo em estufas também favorece o aumento de
populacdes dos nematoéides das galhas, onde estes se tornam fator limitante.

O controle de fitonematoéides por meio quimico é muito limitado devido a
inexisténcia de produtos eficazes e de baixo custo que ndao agridam a saude humana
e 0 meio ambiente.

As condicdes edaficas e de ambiente, tidas como propicias ao ataque de
nematodides, sdo também consideradas ideais para o desenvolvimento de seu
antagonista, P. penetrans.

O grande potencial de P. penetrans como uma das mais poderosas armas
contra os nematoides das galhas, principalmente em regides tropicais e sub-tropicais,
vem sendo demonstrado em varios estudos que enfocam biologia, ecologia e biocontrole
exercido pela bactéria. Algumas caracteristicas como resisténcia a condi¢cdes extremas
de umidade e temperatura, sobrevivéncia prolongada na auséncia do hospedeiro no
solo, longa vida de armazenamento na forma de indculo de p6 de raiz, compatibilidade
com outros métodos de controle e grande capacidade de disseminagéo, fazem com
que seu uso como nematicida biolégico seja muito desejado por agricultores e
profissionais da area agricola. Além disso, a especificidade de alguns isolados a
nematodides fitoparasitas impede a atuacédo da bactéria em nematoéides de vida livre,
importantes na reciclagem da matéria organica e nas cadeias alimentares da microbiota
do solo. A falta de um meio de cultura para crescimento /n vitro impede a producéao
em larga escala da bactéria. Entretanto, a producdo in vivo, em nematdides, é
relativamente simples e pode corresponder a obtencédo de quantidades significativas
de enddésporos que, se aplicados numa estratégia inoculativa, em condi¢cdes ideais
para o desenvolvimento da bactéria, proporcionardo o aumento gradual de P. penetrans

no solo, reduzindo o nimero de nematoéides abaixo do nivel de dano econémico.
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Portanto, se essa bactéria for aplicada ao solo em quantidades
insuficientes para o controle imediato do nematdide, o agricultor podera lancar méo
de outras medidas de manejo, como cultivares tolerantes ou solariza¢do, até que ela
se espalhe e atinja alta densidade populacional no solo.

Pasteuria penetrans nao é a panacéia para todos os problemas gerados
pelos nematoides. Seus efeitos ndo sdo tao rapidos como os dos potentes nematicidas,
que dizimam popula¢fes de campo imediatamente apods a sua aplicagdo, mas, em
contrapartida, ndo apresentam perigo ao homem e meio ambiente e ndo tem que ser
reaplicada a cada cultivo, tornando seu uso mais econémico. O carater imediatista no
controle de Meloidogyne spp. deve ceder lugar a métodos alternativos, racionais e

eficientes, pelo menos até que o cultivo in vitro de P. penetrans seja resolvido.
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FUNGOS NEMATOFAGOS NA REDUCAO
DA DISPONIBILIDADE DE LARVAS INFECTANTES
DE NEMATOIDES TRICHOSTRONGILIDEOS

Terezinha Padilha

Carlos Alfredo Saumell

INTRODUCAO

Os nematodides trichostrongilideos, parasitas de ruminantes, sao
transmitidos através da ingestdo de larvas infectantes presentes nas pastagens.
Tradicionalmente, o controle desses nematodides era baseado na aplicagcao de anti-
helminticos, quando os animais apresentavam sintomas clinicos. A medida que o
conhecimento sobre a epidemiologia dos nematdides nas diferentes regides foi
estabelecido, foram desenvolvidas recomendacgdes de controle preventivo. Nestas, a
aplicacao de anti-helminticos visa a reducéo da populacdo de nematdides adultos,
fonte da contaminacédo das pastagens.

A aplicacdo preventiva de anti-helminticos revelou-se bem sucedida na

reducdo de perdas ocasionadas pela verminose clinica. Contudo, a pouca taxa de
adocdo das recomendacgdes (Echevarria & Pinheiro, 1989; Charles & Furlong, 1 996)
¢ e 0 uso indiscriminado dos compostos anti-helminticos determinaram o aparecimento

de resisténcia nas popula¢cdes de nematdides em varias regides (Echevarria, 1 996;
- Echevarria et al., 1996). Além da resisténcia aos principios ativos dos farmacos,
principal inconveniéncia associada ao uso continuo na prevencao de perdas, outros

| problemas tém sido associados ao uso de anti-helminticos na producédo de ruminantes
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nos ultimos anos. Entre eles, a presenca de residuos na carne e no leite (Padilha,
1996) e o registro de efeitos ecotdxicos em organismos ndo-alvo, oriundos da excrecao
de residuos nas fezes de animais tratados com alguns compostos (Herd, 1996; Iglesias,
1998).

O desenvolvimento de vacinas, a manipulagdo genética visando a
resisténcia do hospedeiro e a utilizacdo de microrganismos no controle das formas de
vida livre presentes no ambiente sdo as principais medidas alternativas de prevencéo
dos nematoides trichostrongilideos, atualmente em estudo (Gill & Le Jambre, 1996).
O estagio de conhecimento em cada uma destas alternativas é variavel, tornando
igualmente variavel o periodo necessario para um possivel uso futuro dessas tecnologias,
no controle dos nematdides trichostrongilideos. O controle biolégico tem apresentado
melhores perspectivas de uso a curto e médio prazo (FAO, 1998).

O conhecimento gerado sobre o uso de agentes biolégicos, na reducdo
de estagios de vida livre dos nematdides trichostrongilideos no ambiente, aumentou
consideravelmente nos ultimos 5-10 anos. Neste periodo, o fendmeno de apreensao
de larvas pelos fungos nematoéfagos, principais agentes microbianos considerados na
reducdo do numero de larvas infectantes, passou das observa¢gdes em laboratério
para testes em parcelas no ambiente, testes in vivo e ensaios no campo. Este capitulo
apresenta uma revisdo do conhecimento sobre a aplicacdo de fungos nematéfagos no

biocontrole de nematdides trichostrongilideos.

Estratégias de acdo dos fungos nematdfagos

Os fungos nematéfagos consistemm em uma grande variedade e
diversidade de géneros e espécies, capazes de infectar e se alimentar de nematoides.
Eles causam a mortalidade dos nematdides afetados, devido a sua multiplicagcéo para
producédo de estruturas reprodutivas. De acordo com a estratégia utilizada no
nematofagismo, eles podem ser classificados em ovicidas, endoparasitas e predadores.

Os fungos ovicidas exercem sua atividade em embrides de nematoides.
As hifas fixam-se nos ovos disponiveis em sua proximidade através do estabelecimento
de um ponto de contato, onde ocorre a destruicdo do complexo quitina-proteina e a

formacgéo de uma dilatacdo (Lysek & Krajsi, 1987, Lopez-Llorca & Duncan, 1988).
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Neste ponto, o fungo inicia o seu crescimento, projetando ramos micelianos para o
interior do ovo, culminando com a destruicdo do embrido. Nenhuma informacé&o sobre
a acao desses fungos em nematodides trichostrongilideos é ainda disponivel. Apesar
da possibilidade desses fungos terem um papel na destruicdo de ovos no ambiente, os
ovos de trichostrongilideos se desenvolvem rapidamente apoés a deposi¢cao do bolo
fecal nas pastagens (menos de 24 horas), o que pode, portanto, limitar a atuagdo dos
fungos que utilizam-se desta estratégia. Entretanto, seu uso poderia ser de interesse
sobre ovos de outros helmintos, tais como os do género Ascaris, que necessitam
permanecer um longo tempo no ambiente até completar o seu desenvolvimento
embrionario (Lysek & Krajsi, 1 987; Araujo et al., 1 995).

A atuacgdo e potencialidade dos fungos endoparasitas nas formas de
vida livre de trichostrongilideos s&o pouco conhecidas. Dentre eles, algumas informacdes
sao disponiveis para Harposporium anguillulae e Drechmeria coniospora. H. anguillulae
é um fungo cosmopolita que ocorre em uma variedade de habitats (Glockling, 1993).
Para infectar nematoides, seu conidio necessita ser ingerido pelas larvas de primeiro
e segundo estagio. Uma vez ingerido, ele se multiplica, ocasionando a absorcéo do
conteddo do corpo da larva e, conseqientemente, a sua morte. Seu conidiéforo se
exterioriza (Figura 1) e os conidios sao produzidos (Figura 2). Clamidésporos sao
observados no corpo do nematdide em estagios adiantados da infecgdo. O fato de
necessitar ingestdo faz com que os conidios tenham que estar disponiveis em
quantidade suficiente no ambiente fecal, para que as larvas de primeiro e segundo
estagio, que desenvolvem-se rapidamente (24-48 horas), possam ingeri-los. Em um
bioensaio preliminar, esse fungo demonstrou ser capaz de promover uma redugao de
99,5% das larvas de H. contortus, quando 300.000 conidios foram adicionados a
cada grama de fezes (Charles et al., 1996). O mesmo foi observado com D. coniospora,
um fungo que necessita ter seus conidios aderidos a regido cefalica das larvas, nas
proximidades da cavidade bucal (Figura 3). Contudo, para que 0 processo ocorra com
eficiéncia na natureza, a densidade de conidios presentes nas fezes necessita ser
muito maior (108 conidios em cada grama de fezes) (Santos & Charles, 1 995).

A atividade dos fungos nematéfagos que efetuam o nematofagismo

através da predacédo das larvas de nematoides trichostrongilideos no ambiente fecal
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(fungos predadores) é a mais conhecida. Esses fungos possuem um desenvolvimento
hifal intenso e produzem, ao longo das hifas, estruturas especializadas (armadilhas),
aderentes ou ndo (Nordbring-Hertz, 1 972), com a finalidade de executar a captura
dos nematdides (Figura 4). Essas estruturas podem ser produzidas espontaneamente
(Blackburn & Hayes, 1966), estarem disponiveis no ambiente ou serem produzidas
em resposta a mdultiplos fatores, como motilidade (Jansson & Nordbring Hertz, 1980),
concentracdo (Gronvold, 1989), substancias derivadas dos nematodides (Wotton &
Pramer, 1 966; Nordbring-Hertz, 1 973), escassez de agua e/ou nutrientes (Balan &
Gerber, 1972) e o chamado ritmo endégeno, em que as hifas vegetativas crescendo
sdo ritmicamente predispostas para producdo de picos de armadilhas (Lysek &

Nordbring-Hertz, 1981).

FIGURA 1. Conidi6foros de Harposporium anguillulae projetando-se através da cuticula de
um nematddeo afetado. A - conido e célula conidiogénica.
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FIGURA 2. Conidio de Harposporium anguillulae.

FIGURA 3. Conidio de Drechmeria coniospora aderido a regido cefalica de larvas de primeiro
estagio de Haemonchus contortus.
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FIGURA 4. Nematodeos apreendidos em armadilhas de fungo predador.

FIGURA 5. Nematédeo capturado por anel constritor.
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Os tipos de armadilhas presentes nas hifas dos fungos predadores sao
variados. Eles podem ter acdo ativa ou passiva e serem ou ndo recobertos por
substancias adesivas. As armadilhas em forma de anel podem ter agdo ativa (anéis
constritores) ou passiva (ndo-constritores). Os anéis constritores apreendem os
nematoides através da expansao das suas células, promovendo o estrangulamento do
nematoéide apreendido em menos de 0,1 segundo (Rubner, 1996) (Figura 5). Os anéis
ndo-constritores tém acdo passiva, no entanto como eles séo revestidos por uma
substancia adesiva, os nematodides apreendidos ndo conseguem se liberar dos anéis,
facilitando o processo de infecgdo. No inicio desta, os nematéides nadam sem que
sua motiiidade seja afetada pelos anéis, favorecendo assim a disseminagdo do fungo
no ambiente (Barron, 1977). Nos dois tipos de anéis, os nematodides ao penetrarem no
seu interior se enrolam e ndo conseguem sair, seja devido a fixagdo ocasionada pela
expanséao celular ou a fixagdo na camada adesiva superficial.

O processo de apreensao efetuado pelos fungos nematéfagos predadores
inicia-se no momento em que os nematodides sao atraidos e apreendidos nas estruturas
especializadas. Substancias hidroliticas produzidas pelo fungo auxiliam na imobilizacéo
do nematodide, facilitando o processo de infecgcdo. Um bulbo é formado no ponto de
contato e o crescimento da hifa se inicia. Pouco tempo depois, todo o corpo do
nematoide é tomado pelo crescimento hifal, ocorrendo entdo a mortalidade do
nematoéide. No género Arthrobotrys, por exemplo, as larvas sao atraidas e capturadas
nas armadilhas, aderentes ou ndo, dependendo da espécie (Jansson & Nordbring-
Hertz, 1979; 1980). ApOs esse contato fisico inicial, varios eventos bioquimicos séo
iniciados (ativacado de receptores de lectina, modificacdo de polimeros na superficie
de contato, ativacdo de enzimas especificas e produgdo de substancias hidroliticas),
facilitando a ligagdo entre o nematoide e o fungo e o processo de infecgcado (Nordbring-
Hertz & Matiasson, 1979; Borrebaeck et al., 1 984, 1 985; Nordbring-Hertz, 1988;
Rosén et al., 1991; Tunlid & Jansson, 1 991; Tunlid et al., 1991, 1992). Em seguida,
o fungo penetra na cuticula da larva, formando um bulbo, e inicia o crescimento da
hifa que preenche todo o corpo do nematéide, ocasionando alteracao das suas fungdes

vitais e, consequentemente, a sua morte (Drechsler, 1 937).
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Arthrobotrys otigospora e Duddingtonia flagrans

Dentre os fungos predadores, Arthrobotrys otigospora e Duddingtonia
flagrans séo os mais estudados visando a reducédo dos estagios de vida livre de
nematoéides trichostrongilideos nas pastagens. Esses fungos formam armadilhas tanto
na presenca de larvas de primeiro e segundo estagio, como na de larvas infectantes.
As espécies cujas larvas infectantes sao de maior motilidade, tais como Cooperia
oncophora, Ostertagia ostertagi, Haemonchus contortus ou Cyathostoma spp.,
estimulam a producéo de armadilhas mais rapidamente que larvas de
Oesophagostomum dentatum, O. quadrispinuiatum ou Nematodirus dubius, de
movimentos mais lentos (Nansen et al., 1988). As armadilhas geralmente sao formadas
em cerca de trés a seis horas, apds o contato do fungo com as larvas e em doze a
quinze horas a maioria das larvas pode estar aprisionada e infectada (Nansen et al.,
1986). As larvas de primeiro e segundo estagio sdo mais suscetiveis e morrem
rapidamente. J& as larvas infectantes, devido a protegdo conferida pela retencéo da
capsula da larva de segundo estagio, demoram um tempo maior para morrer,
permanecendo em movimento por cerca de 20 horas ap6és o aprisionamento (Nansen
etal., 1986).

A atividade predatéria de A. otigospora e D. flagrans em nematdides
gastrointestinais de ruminantes foi demonstrada em varios ensaios laboratoriais e de
campo. Neles ficou evidente que essas duas espécies produzem redugdes significativas
das larvas, quando presentes em densidades adequadas no ambiente fecal. A.
otigospora é um fungo cosmopolita presente em uma ampla variedade de habitats
(Estey & Olthof, 1 965), nas quais forma micélio septado e cresce saprofiticamente.
Numerosos conidios uniseptados sédo produzidos e distribuidos em forma de cachos,
ao longo de um conidi6foro erecto. Na presenca de nematoides, esse fungo elabora
uma armadilha altamente adesiva, com aspecto de uma rede tridimensional (Drechsler,
1933). As redes podem secretar substancias que paralisam ou matam os nematoéides
capturados (Olthof & Estey, 1963).

Uma cepa de A. otigospora, isolada na Suécia, foi utilizada nos primeiros
estudos na Dinamarca, com o objetivo de avaliar sua eficacia contra formas larvares

de vida livre dos helmintos parasitas dos animais domésticos. Em uma primeira etapa,
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estudos em nivel laboratorial sobre a ecologia do fungo foram desenvolvidos para
conhecer a influéncia de fatores, tais como pH, temperatura e tensdo de oxigénio,
sobre a taxa de crescimento (Gronvold et al., 1985); e temperatura, tensao de
oxigénio, luz, nivel de nutrientes e concentragcdo de larvas, sobre a inducédo de
armadilhas (Gronvold, 1989). Diferentes niveis de inoculacdo foram testados,
observando-se que quanto maior a concentragdo do fungo, maior era o nimero de
larvas apreendidas (Gronvold et al., 1 985). Varias espécies de nematodides parasitas
em diferentes espécies animais foram testadas in vitro, comprovando a atividade
nematofaga de A. oligospora (Nansen et al., 1988). A partir dos resultados obtidos,
experimentos preliminares em nivel de campo foram conduzidos. Neles, bolos fecais
bovinos contendo ovos de Cooperia oncophora e inoculados com A. oligospora foram
depositados em pastagens livres de parasitos para comparagdo com bolos fecais sem
fungos, revelando ser esse fungo capaz de reduzir em 86% o0 numero de larvas
infectantes, nas pastagens ao redor dos bolos (Gronvold et al., 1987). Estudos
posteriores confirmaram a eficacia de A. oligospora para Ostertagia ostertagi, na
qual se observou uma reducdo de até 89% no numero de larvas disponiveis nas
pastagens contendo bolos fecais tratados (Gronvold et al., 1 988). Em testes com
animais, bezerros mantidos em pastagens contendo bolos fecais inoculados com fungos
adquiriram um grau menor de parasitismo, ja que o niumero de ovos por grama de
fezes e o nivel de pepsinogénio sérico foram menores que nos animais controles e o

peso corporal foi maior (Grsnvold et al., 1 989).

FIGURA 6. Clamiddsporo de Duddingtonia flagrans.



136 CONTROLE BIOLOGICO

Como o objetivo essencial do uso de fungos nematéfagos é atingir as
larvas que se desenvolvem nas fezes, a sobrevivéncia durante a passagem pelo trato
gastrointestinal do animal é desejavel, j4 que, desta maneira, o fungo é eliminado nas
fezes frescas, no momento da deposicdo. Uma cepa de A. oligospora utilizada em
experimentos preliminares ndo sobreviveu ao estresse digestivo de diversas espécies
animais (Larsen et al., 1992). Assim, a busca por novos isolados com essa caracteristica
foi iniciada.

A capacidade de diversos isolados em sobreviver em condi¢des in vitro
que simulavam o trato digestivo de bovino foi também avaliada. Em um experimento
inicial, seis de treze isolados do género Arthrobotrys (Larsen et al., 1 991) e sete de
oito do género Duddingtonia foram capazes de sobreviver ao estresse digestivo. Quando
foi comparada a eficacia de A. oligospora e D. flagrans apds a sobrevivéncia ao
estresse digestivo, verificou-se uma redugdo de 75% e 96% no numero de larvas
infectantes nos cultivos fecais, respectivamente (Larsen et al.,, 1991). Considerando
os resultados iniciais, testes in vivo foram implementados e confirmaram a capacidade
do género Duddingtonia em atravessar o trato gastrintestinal de bovinos, mantendo
sua eficacia nematéfaga (Larsen et al.,, 1992), observacéo feita previamente por
Peloille (1991), em um isolado de D. flagrans, na Franca. Estas observacbes e a
capacidade de produzir clamidésporos em abundancia em meios de cultura diversos

ocasionaram a concentracdo das pesquisas nas espécies do género Duddingtonia,

FIGURA 7. Disponibilidade de
larvas de nematdédeos
trichostrongilideos em
pastagens onde bovinos foram
alimentados (Tratado) com
Duddingtonia flagrans ou
receberam suplementacéo sem
D. flagrans (Controle)
(Modificado de Wolstrup et al.,
1994).
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FIGURA 8. Ganho
de peso de bovinos
alimentados com
Duddingtonia
flagrans (Tratados) e
bovinos controle
(Modificado de
Nansen et al.,
1995).

A espécie D. flagrans tem sido estudada exaustivamente em alguns paises
(Faedo et al., 1997,1998; Mendoza de Gives et al., 1998; Larsen, 1999). Essa espécie
de fungo desenvolve-se rapidamente em meios de cultura e produz clamidésporos em
grande quantidade (Duddington, 1950) (Figura 6) e esses capacitam o fungo a
sobreviver a passagem pelo trato digestivo, quando oferecidos em mistura a
suplementacao alimentar (Waller, | 998).

A possibilidade de adicionar clamidésporos de D. flagrans na
suplementacgao alimentar dos animais domésticos tem sido testada como aditivo ao
controle integrado da nematodiose gastrointestinal. Apés a comprovagdo em nivel
laboratorial e em alguns ensaios de campo das possibilidades da espécie D. flagrans
como agente no controle biolégico, testes de campo foram desenvolvidos demonstrando
que quando bovinos foram alimentados com material fUngico a contaminacgédo das
pastagens com as larvas infectantes de trichostrongilideos reduziu significativamente
(Gronvold et al., 1993; Wolstrup et al., 1 994; Larsen et al., 1 995b; Nansen et al.,
1 995) (Figura 7). Experimentos posteriores avaliaram a eficacia de D. flagrans sobre
larvas de nematoides de equinos (Larsen et al., 1995a, 1996; Santos, 1996; Fernandez
etal.,, 1997, 1999), ovinos (Faedo et al., 1997; Githigia et al., 1997) e suinos (Nansen

et al., 1 996; Petkevicius et al., 1998), obtendo-se 0 mesmo sucesso que em bovinos
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e demonstrando a capacidade do fungo em sobreviver as condi¢cdes do trato
gastrointestinal de diversas espécies animais. Como resultado do efeito do fungo na
reducao da disponibilidade de larvas infectantes nas pastagens, os animais tratados
obtiveram maiores ganhos de peso em comparag¢éo aos do grupo controle (Figura 8).
Ensaios em nivel de campo estdo atualmente em andamento em varias regides (FAO,

1998).

Outros fungos nematdfagos predadores

A capacidade dos fungos predadores de atravessar pelo trato
gastrointestinal dos animais, mantendo sua atividade nematéfaga, tem sido estudada
em outras espécies. Arthrobotrys musiformis, uma espécie encontrada naturalmente
em fezes frescas de bovinos (Saumell et al., 1999), foi recuperada das fezes de duas
bezerras entre o terceiro e quarto dia apds a ingestdo de material fUngico. A presenca
do fungo nas fezes ocasionou uma reducdo de até 99% na contagem de larvas
infectantes nas coproculturas efetuadas com fezes colhidas no terceiro dia, apos a
ingestao do fungo (Santos et al., 1996). O tratamento de bovinos com uma suspensao
de 23 e 1 50 milhdées de conidios de Arthrobotrys dadodes, administrada via oral,
demonstrou que esse fungo pode ser recuperado das fezes na oitava hora apoés a
ingestdo, quando o percentual de redugdo no numero de larvas infectantes nas
coproculturas foi de 41 %. J4 20 horas ap6s a administracéo, o percentual de reducédo
no namero de larvas foi de 62% (Santos et al., 1 997). Bezerros tratados via oral com
uma dose individual de 2 x 106 conidios de um isolado de Arthrobotrys robusta,
administrada duas vezes por semana ao longo de seis meses, apresentaram ao final
do estudo um namero médio de ovos por grama de fezes significativamente inferior
aos que ndo receberam o tratamento. A contagem de nematdides recuperados em
animais livres de infecgdo, adicionados mensalmente nas pastagens utilizadas pelos
bezerros tratados, foi 70,5% inferior (P<0,05) (Aradjo, 1996). Um isolado mexicano
de Arthrobotrys superba mostrou ser capaz de atravessar o trato gastrointestinal de
ovinos. Apo6s a administragdo oral de uma suspensdo aquosa, contendo
aproximadamente 560.000 conidios, o fungo foi detectado nas fezes entre 27 e 46

horas apds a administracéo, sem perder sua capacidade nematoéfaga (Llerandi-Juarez
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& Mendoza de Gives, 1998). Apesar destas espécies nao formarem clamidésporos
como D. flagrans, elas mantém a atividade predatéria contra larvas de
trichostrongilideos, apés a passagem pelo trato digestivo. Entretanto, esses fungos
apenas foram produzidos para ensaios com poucos animais. A continuagao da avaliacao
da capacidade nemat6faga dessas espécies dependera inicialmente do desenvolvimento

de processos de producdo de in6culos em maior escala.

Perspectivas de utilizacdo
A utilizagdo de fungos nematé6fagos na reducgédo da disponibilidade de
larvas infectantes de nematdides trichostrongilideos ¢ um método alternativo de
| controle promissor. Os resultados obtidos até o momento, principalmente com o fungo
D. flagrans, sao alentadores e oferecem perspectivas de uso em nivel de campo a
médio prazo. Varios estudos, contudo, precisam ser implementados para que o
biocontrole seja uma realidade no controle integrado da verminose gastrointestinal de
ruminantes. Diversos aspectos sobre a biologia e ecologia dos fungos nematéfagos
necessitam ser ainda conhecidos, tais como mecanismos de interagdo com o habitat;
capacidade de adaptacao a diferentes nichos ecoldgicos; efeito da inundagado macica
das fezes com uma espécie de fungo no ambiente fecal, na colonizagcdo natural das
fezes por outros fungos e demais habitantes da massa fecal em decomposi¢cao no
ambiente; mecanismos de potenciagdo da capacidade nematdfaga dos isolados; e
métodos de producdo massal, entre outros.

Algumas tentativas foram iniciadas com o objetivo de estudar aspectos
ecolégicos. Como a inundacgao das fezes com uma espécie de fungo podera ocasionar
alteracdes no equilibrio ecolégico do complexo habitat onde esses fungos irdo atuar,
alguns estudos procuraram verificar possiveis efeitos em outros alvos. Por exemplo,
o possivel efeito do uso continuo de D. flagrans em nematéides do solo foi avaliado
ndo tendo sido encontrada qualquer alteracéo (Yeates et al., 1 997). Roque (1998)
também trabalhando com um nematéide do solo, Panagrellus sp, observou que altas
concentragdes de Harposporium anguillulae em culturas de fezes contendo ovos de
Haemonchus contortus ndo ocasionaram impacto na populacéo deste nematoide, até

a concentragcao de 2 x 105 conidios por grama de fezes. Em um outro estudo, Fernandez



140 CONTROLE BIOLOGICO

et al. (1 999) demonstraram que a presenca macica de D. flagrans em bolos fecais
nado afetou os valores de matéria seca e o conteudo de matéria organica. Contudo,
pesquisas adicionais precisam ser intensificadas para que efeitos ecolégicos possam
ser prevenidos ou evitados, principalmente se a potencializagao da atividade dos fungos
envolver manipulagdo e consequente alteracdo genética.

Por enquanto, espécies de fungos nematéfagos tém sido avaliadas
isoladamente. A possibilidade de uso de combinacao de espécies de fungos deve ser
examinada, ja que é possivel que estratégias de acao diferentes possam promover
uma melhor eficacia nematéfaga, como foi sugerido por Larsen (1991).

A busca por fungos que possam efetuar sua atividade com um inéculo
reduzido deve ser incentivada. A alternativa de producéo de fungos geneticamente
modificados, visando a capacita-los para incrementar suas caracteristicas nematéfagas
no ambiente, sobrevivéncia ao trato digestivo e propriedades que facilitem a producéo
em escala industrial deve igualmente ser considerada.

Até o0 momento, os testes de campo tém sido conduzidos com fungos
produzidos em meio sélido composto, principalmente, por graos contendo o material
fangico, em geral seco. Entretanto, a producdo em meio sélido é limitada e pouco
viavel para a producdo em escala comercial. Técnicas de produgdo em escala que
promovam a multiplicag&do rapida com baixo custo necessitam ser desenvolvidas.
Etapas preliminares de estudos nesta direcdo devem visar a abordagens que assegurem
a manutencao da viruléncia dos fungos, ao longo do processo de producao.

A producgdo de fungos em gréos, efetuada para os testes de campo
conduzidos até o momento, condicionou a oferta do material juntamente com a
suplementacao alimentar diaria. Esta forma de administracao é viavel para suinos e
eqlinos, nos quais a suplementacéo diaria é rotineira nos sistemas produtivos, mas
ndo se aplica totalmente na producdo de ruminantes, na qual outras formas de
administracdo oral podem ser mais préticas e de utilizagdo mais ampla, tais como
bolos de liberagéo, blocos de sais minerais ou melaga, entre outros. Assim, mecanismos
que facilitem a incorporacéo do material fangico em formulagfes direcionadas aos
sistemas de producado de ruminantes precisam ser considerados nos programas de

pesquisa.
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CONTROLE BIOLOGICO DE CARRAPATOS

Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt

INTRODUCAO

Os carrapatos sdo parasitas de grande importancia para o homem, para
os animais domésticos e silvestres, pois, além da espoliagcdo sangiinea, sédo vetores
de bactérias, protozoarios, rickétsias e virus em quase todo o mundo. A doenca de
Lyme no homem e a babesiose em animais domésticos sdo doencas transmitidas
exclusivamente por carrapatos (Kalsbeek et al., 1995).

Os principais carrapatos de importancia econdmica que ocorrem no Brasil
pertencem a familia Ixodidae. Uma das espécies mais importantes encontrada no
nosso pais é o Boophilus microplus, que apresenta grande relevancia para a pecuaria
bovina. Os prejuizos exatos causados por esta espécie sdo de dificil mensuragdo. As
perdas diretas e indiretas causadas por este parasita sdo mortalidade, principalmente
das racas européias; desenvolvimento lento de animais parasitados, acarretando baixa
produtividade; transmissdo de agentes patogénicos; elevados gastos com
carrapaticidas e perdas na producédo de couro. As técnicas empregadas no controle
da fase ndo-parasitaria desta espécie estdo correlacionadas ao manejo de pastagens,
e as medidas para o controle da fase parasitaria baseiam-se principalmente no uso de
acaricidas sobre os animais infestados. Com relagéo a distribuicdo geogréafica, podemos
afirmar que todo o territério brasileiro esté incluido em zona potencialmente favoravel

ao desenvolvimento de altas infestacdes desta espécie de carrapato. Kalsbeek et al.



146 CONTROLE BIOLOGICO

(1995) afirmam que na maioria das &reas tropicais do mundo n&o é possivel a criacdo
econdmica de gado sem o controle carrapaticida apropriado.

O carrapato Rhipicephalus sanguineus é um ixodideo transmissor de uma
variedade de agentes patogénicos, principalmente para canideos, tais como Babesia
canis, Hepatozoon canis e Ehrlichia canis. Além disto, seus fluidos e toxinas salivares
produzem reacdes de irritagdo acentuada no hospedeiro, 0 que provoca alteracdes
metabdlicas e comportamentais, ferimentos na pele susceptiveis a infeccdes
bacterianas secundarias, miiases e anemia. Como esse conjunto de fatores pode levar
0s animais a morte, é importante o controle desse parasita. Foi descrito pela primeira
vez na Africa e hoje em dia estda amplamente distribuido nas regides tropicais e
subtropicais do mundo inteiro. O controle dessa espécie de carrapato baseia-se
principalmente no uso de acaricidas sobre os animais e também no ambiente onde
vivem os cées infestados.

O carrapato Amblyomma cajennense, conhecido como carrapato estrela,
€ encontrado principalmente sobre o corpo de equideos, mas também pode alimentar-
se em outros mamiferos, tais como bovinos, cervideos, canideos e o proprio homem.
Afora os danos diretos causados pela espoliagdo sanguinea e lesdes cutaneas, esta
espécie amplamente distribuida na América de Sul e Central ao longo da costa Atlantica,
atingindo o Golfo do México e o Sul dos Estados Unidos, é considerada vetora de
importantes agentes infecciosos, como a Ehrlichiose Bovina (Massard, 1 984) e Tifo
Exantematico (Monteiro et al.,, 1931).

Anocentor nitens acomete principalmente eqiinos, mas pode ser
encontrada também sobre outras espécies animais e é responsavel pela transmissao
de varios agentes causadores de enfermidades em equideos. Denning (1988) cita
esta espécie como transmissora de babesiose eqiiina. Além disso, a lesdo causada
por sua picada, associada a secre¢des do hospedeiro, origina supurac¢des que podem
servir de porta de entrada para bactérias e miiases, que mutilam o pavilhdo auricular
de equideos. Atualmente, essa espécie é encontrada em todas as regides brasileiras.

Além das espécies citadas, no Brasil ocorrem outras que sao mais
freqlentes em animais silvestres, porém sua importancia econdmica na transmissao

de agentes patogénicos ainda nao foi bem avaliada. Em outros paises, varias espécies
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de carrapatos apresentam grande importancia econdmica como transmissoras de
agentes patogénicos. Entre elas, podemos citar o Ambtyomma variegatum, A.
hebraeum, A. americanum, A. maculatum, Boophilus annutatus, B. decoloratus, B.
geigyi, txodes scaputaris, /. dammini, i. ricinus, /. persulcatus, /. pacificus, Dermacentor
andersonr, D. atbipictus, D. marginatus, D. pictus, D. variabiiis, Hyaiomma marginatum,
H. detritum, H. anatoiicum,, H. scupense, H. dromedari, Rhipicephalus evertsi, R.
appendicutatus, R. bursa, Haemaphysatis leporispalustris da familia Ixodidae eArgas
persicus, A. reftexus, Ornithodorus moubata, O. papillides, Otobius megninida familia
Argasidae.

Apesar do avango da ciéncia, até o presente momento as infestacdes
de carrapatos em animais domeésticos sdo controladas principalmente por acaricidas
guimicos, os quais, quando utilizados de forma indiscriminada, podem acarretar
problemas no que se refere a poluicdo do ambiente e ao desenvolvimento de resisténcia.
Portanto, a utilizacdo exclusiva dos carrapaticidas é cada dia menos viavel em termos
praticos e econdbmicos, tornando necesséria a adicdo de métodos alternativos a serem

empregados em sistemas integrados de controle (Barros & Evans, 1989).

CICLO BIOLOGICO DOS CARRAPATOS

O ciclo de vida dos carrapatos da familia Ixodidae é constituido dos
estagios de ovo, larva, ninfa e adultos macho e fémea. Os ovos sdo pequenos, de cor
ambar, ovais ou arredondados, pesam cerca de 50 mcg e séo recobertos pela secrecao
produzida pelo 6rgéo de Gené, que os mantém unidos e protegidos da dessecacédo. O
periodo de incubacéo é variavel de acordo com a espécie e com os fatores biéticos. O
percentual de eclosdo das larvas em condi¢cbes 6timas de temperatura e umidade é
superior a 80%. As larvas de carrapatos ficam aproximadamente cinco dias junto
aos ovos, aguardando o endurecimento da cuticula e, posteriormente, buscam um
hospedeiro para sua alimentagao. Apds esta, que dura em média cinco dias, ocorre a
muda para ninfa, que pode ser no hospedeiro ou no solo. O processo de muda é
caracterizado pela parada de movimentos e da alimentagcédo, ocorrendo a formacéao
de nova cuticula sob a antiga. A cuticula antiga se abre liberando o estagio de ninfa.

A ninfa emergida também se alimenta da mesma forma que a larva por
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aproximadamente seis dias e passa por novo processo de muda para o estagio de
adulto. Os machos recém-emergidos procuram as fémeas para o acasalamento, e as
fémeas fecundadas se ingurgitam por completo soltando-se do hospedeiro, realizando,
assim, a oviposicao no solo. As fémeas de carrapatos ovipositam em média 2500
ovos antes da sua morte (Cordovés, 1997).

As principais espécies de carrapatos de importancia médico-veterinaria
sdo parasitos monoxenos ou heteroxenos. Os carrapatos monoxenos passam toda a
sua fase parasitaria sobre um hospedeiro, incluindo as mudas de larva para ninfa e de
ninfa para adulto. As espécies Boophilus microplus e Anocentor nitens possuem ciclo
bioldgico tipicamente monoxeno. Estes carrapatos vao ao solo apenas para fazer a
postura, sempre seguida de morte da fémea. Posteriormente, ocorre o desenvolvimento
dos ovos até a eclosdo das larvas, que buscam novamente um hospedeiro, como ja foi
descrito. Os carrapatos Rhipicephalus sanguineus eb Amblyomma cajennense possuem
ciclo biolégico heteroxeno. Estas espécies vao ao solo ndo apenas para a postura,
como também para a realizagdo das mudas de larva para ninfa e de ninfa para adulto
e, apos as mudas, buscam novamente um hospedeiro.

Segundo Cordovés (1 997), o tipo de ciclo mais evoluido e adaptado a
vida parasitaria sobre animais domésticos é, aparentemente, o monoxeno, ja que
estes carrapatos exploram com maior efici€ncia o encontro de um hospedeiro adequado.
Os carrapatos heteroxenos exploram com maior efici€ncia o ambiente, variando sua
seletividade sobre o hospedeiro nos diferentes estagios evolutivos, o que lhes permite

utilizar uma gama mais ampla de hospedeiros.

CONTROLE BIOLOGICO

Predadores invertebrados, vertebrados e parasitdides

Varios predadores naturais de carrapatos ja foram descritos na literatura.
Rocha et al. (1 984) verificaram que os dipteros Phoridae, das espécies Megaselia
sacaralis e M. scalaris, eram atraidos pelas fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus,
principalmente quando se trabalhava com umidade elevada, em condi¢des naturais e

experimentais. Rocha (1984) também listou esse diptero como predador natural de
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carrapatos e citou as formigas das espécies Solenopsis saevissima como o mais
importante predador da espécie Boophilus microplus, pois foi verificado que elas
cortavam a cuticula das fémeas ingurgitadas e consumiam todo o conteudo da
hemocele; Camponotus rengerifoi citada como predadora natural de ninfas e fémeas
ingurgitadas apenas em dias muito Umidos; Ectatoma quadridens também foi citada
predadora natural. As aranhas das espécies Phoneutria nigriventer e Lycosa
ognatha, quando mantidas em condi¢gbes experimentais, alimentaram-se
.ivamente de ninfas e fémeas ingurgitadas de varias espécies de carrapatos,
te varios meses. Goulart et al. (1 986) verificam em seu trabalho que insetos da
ilia Forficulidae, conhecidos popularmente como tesourinha, também sao avidos
de ovos de carrapatos. Holm & Wallace (1989) verificaram que na Australia
na Indonésia alguns acaros identificados como pertencentes a familia Anystidae
:oram encontrados predando naturalmente estagios ingurgitados de carrapatos.
Dentre os predadores vertebrados, lhering (1940) cita a ave Crotophaga
in/, 0 anum, e até relata que uma delas foi encontrada com 74 carrapatos no papo; o
inum branco (Guira guira} também é citado como predador. Segundo Menegheti &
\rigony (1 982), a perdiz é avida predadora de carrapatos em condi¢gdes naturais e
ixperimentais no Rio Grande do Sul. Faleiros et al. (1983) citam que Rattus rattus e
; musculus sao avidos predadores de fémeas ingurgitadas de carrapatos, sendo
estas foram utilizadas como iscas em ratoeiras de mola localizadas em estabulos
e celeiros, com enorme sucesso. Matthewson (1984) relata que entre os predadores
ertebrados naturais dos carrapatos foram verificados passaros e lagartos. Rocha
1 984) cita que nas suas necropsias realizadas em aves as espécies encontradas
ontendo carrapatos no tubo digestivo foram MUvago chimachina, conhecido como
lavido cara-cara, Gallus gallus, galinha doméstica, Numida meleagridis, a galinha
'angola e o gaviao pomba. Harlapur & Hiregoudar (1985) narram o encontro de um
rso indiano da espécie Melursus ursinus ursinus em Karnataka, india, sentado sob
ma arvore, coletando seus carrapatos e comendo-os. Os autores relatam que o
nimal ingeriu grande numero de larvas, ninfas e adultos, inclusive os que cairam no
olo e que em 15 a 20 minutos, apods o inicio da ingestdo, o numero de carrapatos do

nimal decresceu consideravelmente. Branco & Pinheiro (1987) relatam que no Rio
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Grande do Sul a ave mais importante predadora de carrapatos é o chimango, MUvago
chimango, e recomendam ainda medidas de protecao a estas aves, devido ao seu
importante papel no controle bioldgico de carrapatos.

Quanto aos parasitdéides, Mwangi et al. (1991) realizaram um extenso
trabalho de revisdo sobre o controle biolégico de carrapatos. Nele, as espécies
Ixodiphagus texanus, /. mysorensis, |. hirtus, /. biroi, Huntere/lus hookeriforam listadas
como parasitéides recuperados de carrapatos naturalmente infectados; os autores
sugerem que estudos taxondmicos mais profundos devam ser realizados, pois todos
estes parasitdides podem pertencer ao mesmo género. Realmente, todos pertencem
ao género Ixodiphagus e a espécie mais encontrada em varios paises é /. hookeri.
Mwangi et al. (1994) avaliaram em laboratério alguns aspectos do ciclo biolégico de
/. hookeri, utilizando o carrapato Amblyomma variegatum como hospedeiro e
concluiram que esta espécie de parasitéide é bastante eficaz no controle do carrapato
avaliado em temperaturas controladas (22 a 28 °C). Essa mesma espécie de parasitdide
também foi encontrada em Connecticut, EUA, em populag¢des de Ixodes scapularis,
com elevada densidade (Stafford et al., 1996). O Unico trabalho que avalia o potencial
de utilizacdo em campo do /. hookerifoi realizado por Mwangi et al. (1997); os autores
liberaram no campo 1 50.000 parasitdides e comprovaram a redugdo da populacédo
de A. variegatum em até 95%; paralelamente, outra populacdo de carrapatos
presentes (Rhipicephalus appendiculatus) cresceu; ficou a dlvida se o parasitéide
possui especificidade para uma espécie de carrapato ou se houve uma competicédo
entre as duas espécies.

Matthewson (1984) faz um extenso trabalho de revisdo sobre as op¢des
para controle de carrapatos e cita que os predadores naturais, sejam eles invertebrados
ou vertebrados, tém importante papel no controle biolégico natural e que em programas
integrados para controle destes ectoparasitos os predadores devem ser incluidos. As
conclusdes obtidas por Mwangi et al. (1991) sdo semelhantes: eles afirmam que
todos os agentes de controle biolégico, sejam eles predadores, parasitdides ou
patdégenos, se usados de forma isolada, nao terdo sucesso no controle de carrapatos.
Existe um consenso entre os autores ao afirmar que programas isolados para controle

de carrapatos nao surtem os efeitos necessarios e podem causar danos ambientais
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ou 0 aparecimento de resisténcia, enquanto os programas integrados de controle

tendem a ser mais eficazes e duradouros.

MICRORGANISMOS

Nematdides

Na literatura mundial existem poucos trabalhos relatando a ocorréncia
natural e também as infec¢bes artificiais por nematdides em carrapatos de varias
espécies, que nao ocorrem no Brasil. Visando a conhecer melhor a relagcdo entre
carrapatos e nematodides, Samish & Glazer (1991) realizaram infestacdo artificial
com aproximadamente 1000 nematoéides da espécie Steinernema carpocapsae em
fémeas ingurgitadas de Boophilus annulatus e observaram uma mortalidade de 100%
apos trés dias do inicio do tratamento. Estes autores sugerem que os nematoéides
possam ser Uteis no controle integrado de carrapatos, ja que o estagio infectante do
nematodide busca seu hospedeiro, possui capacidade de sobrevivéncia por longos
periodos na natureza sem achar um hospedeiro e possui, ainda, grande facilidade de
disseminacédo em locais com umidade elevada constante; entretanto, ndo sobrevive
por longos periodos em climas tropicais quentes.

As espécies pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis
vém recebendo marcada atencgado, pois, nestes casos, os nematoides introduzem na
hemocele do hospedeiro parasitado bactérias do género Xenorhabdus, com as quais
mantém relacdo de mutualismo; essas bactérias desenvolvem-se na hemolinfa,
causando septicemia e morte dos hospedeiros, no periodo compreendido entre 24 a
48 horas apés sua introducdo na hemocele (Glazer & Samish, 1993). A elevada
susceptibilidade de fémeas de B. annulatus a infecgdes pela espécie S. carpocapsae
e a presenca da bactéria simbidtica Xenorhabdus sp, nos cadaveres dos carrapatos,
serviram como subsidio inicial para os estudos destes pesquisadores.

Mauleon et al. (1993), utilizando 17 espécies de nematoéides dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis em infeccdo experimental em fémeas ingurgitadas
dos carrapatos B. annulatus, B. microplus e Amblyomma variegatum, observaram

resisténcia das duas Ultimas espécies a todas as cepas de nematodides testadas,
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comprovando que existem diferengas com relagcdo a susceptibilidade da espécie de
carrapato aos nematoéides entomopatogénicos.

Glazer & Samish (1993) infectaram fémeas ingurgitadas de B. annulatus,
com aproximadamente 2500 formas infectantes juvenis de S. carpocapsae e
verificaram que quanto maior o tempo de exposicdo ao nematoide, maior era a
mortalidade dos carrapatos, porém a quantidade de nematéides encontrada nos
carrapatos mortos nao era proporcional ao tempo decorrido entre a morte e o dia da
dissecacao. Verificaram, também, que n&do havia relagdo entre a taxa de mortalidade
e 0 numero de nematodides por cadaver.

As espécies de nematodides S. carpocapsae e S. g/asen foram patogénicos
para fémeas ingurgitadas de Ixodes scapuiaris e mostraram potencial bioinseticida,
mas somente em condi¢des ideais de temperatura e umidade do ambiente, para o
estagio de desenvolvimento acima citado (Zhioua et al., 1995). Segundo esses mesmos
autores, os nematoides utilizados em controle biolégico sdo capazes de parasitar
artropodes, desenvolvendo-se e reproduzindo-se em vida livre ou parasitaria, no interior
do hospedeiro. Esses nematdides podem ser encontrados nas traquéias, glandulas
anexas ao tubo digestivo ou na hemocele, sendo que a principal forma de penetracéo
em carrapatos é através da abertura genital. Ferraz (1998) afirma que algumas dessas
espécies de nematdides entomopatogénicos estabelecem relacionamento estritamente
nutricional, causando danos aparentemente restritos aos hospedeiros; outros porém,
causam ma formacao de 6rgdos, castracdo parasitaria ou mesmo esterilizagao sexual,

apresentando interesse no controle biolégico de certas pragas.

Virus

A principal vantagem dos bioinseticidas virais é a sua grande
especificidade, o que os torna extremamente atrativos do ponto de vista de seguranca
e preservacdo do meio ambiente (Fuxa & Tanada, 1987). O grupo de virus mais
estudado visando ao controle bioldégico de artré6podes é aquele que compreende os
Baculovirus, sendo estes amplamente aplicados como bioinseticidas em nivel de campo
em varias regides. E o Gnico grupo de virus que sofreu extensivos testes de seguranca,

provando ser inofensivo a microrganismos, outros invertebrados, vertebrados e plantas
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(Groner, 1989).

A infeccdo do artr6pode ocorre através da ingestdo de alimento
contaminado com o virus. No ambiente alcalino do intestino médio do artropode as
particulas virais séo liberadas, dando inicio a infeccao das células epiteliais do intestino
médio (Volkman & Keddie, 1 990), que geralmente se espalha para outros tecidos a
partir do sistema traqueal, causando a morte do hospedeiro em poucos dias. Apos
isso, seu tegumento se desintegra, liberando novas formas no meio ambiente (Payne,
1986).

O Unico relato existente na literatura sobre virus patogénicos para
carrapatos foi feito por Megaw (1978), que estudando a estrutura das glandulas
salivares de Boophilus microplus através de técnicas de avaliacdo de ultra-estrutura,
visando a encontrar virus patogénicos para mamiferos que fossem transmitidos por
estes, verificou a presenca de particulas virais. O autor relata que estas particulas
virais produzem danos no citoplasma de células das glandulas salivares infectadas e,
em alguns casos, afetam a competéncia das glandulas salivares do carrapato B.

microplus, podendo ocorrer, em casos extremos, a obstrugcao da glandula.

Bactérias

Poucas espécies de bactérias foram isoladas de carrapatos, sendo que
todas as encontradas e identificadas estavam em fémeas ingurgitadas, mortas ou
doentes. Brown et al. (1970) observaram mortalidade elevada em todos os estagios
de Dermacentor andersoni em colbnias laboratoriais. O material foi isolado em meio
de cultura e, apos testes especificos, a bactéria foi identificada como Proteus mirabilis.
Em ensaio laboratorial, através da inoculagdo de um mililitro de uma suspens&o com
esporos desta bactéria, utilizando 150 esporos por ninfa da mesma espécie, observou-
se o percentual de 100% de mortalidade.

Hendry & Rechav (1981) coletaram no campo fémeas ingurgitadas de
Boophilus decoloratus naturalmente infectadas com bactérias e apés a inoculagéo de
cinco microlitros de suspensao na hemocele de fémeas de B. decoloratus, Ambtyomma
hebraeum, Hyalomma marginatum rufipes e Rhipicephalus evertsi evertsi cerca de

90% dos carrapatos reproduziram a doenca. As bactérias isoladas foram Proteus
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sp., P. mirabilis, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas sp. fgram negativas) e
Staphilococus sp. (gram positivas). Ahmed & Dosoky (1986) isolaram, em condi¢cdes
naturais, bactérias do carrapato B. annulatus, que ndo foram identificadas.
Posteriormente, Ammou et al. (1987) também isolaram bactérias da hemolinfa, ovos
e larvas de carrapatos das espécies B. decoloratus e B. geigyiem condi¢des naturais
e conseguiram transmitir a infeccdo para as mesmas espécies, porém aquelas isoladas
nao foram identificadas.

O primeiro relato de bactérias patogénicas para carrapatos no Brasil foi
realizado por Brum (1989), utilizando a bactéria Cedecea lapagei (Enterobacteriaceae),
que foi isolada de secrecado vaginal de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus,
naturalmente infectadas. A bactéria isolada foi utilizada para fazer uma suspensao,
contendo aproximadamente 20 x 108 bactérias/ml, na qual um grupo de fémeas
ingurgitadas foi imerso, enquanto que outro grupo foi inoculado com um microlitro da
mesma suspensdo na hemocele. Os autores observaram infec¢gdo e/ou mortalidade e
0s ovos das fémeas ingurgitadas que conseguiram realizar postura apresentaram
eclodibilidade de 60 a 70%. As fémeas inoculadas apresentaram 100% de
mortalidade, 48 horas apds a inoculagdo. Esses autores verificaram também que esta
bactéria causava infeccdo em fémeas no campo, principalmente nos meses frios,
apresentando uma prevaléncia de 40% (Brum et al., 1991a). Posteriormente, Brum
et al. (1991b) revelaram, através da dissecacdo de fémeas ingurgitadas e cortes
histolégicos da porcéo final do aparelho genital de fémeas de B. microplus, que o
epitélio vaginal daquelas estava destruido e que ocorria uma reducgdo de 47,4% na
postura das teledginas, quando estas eram imersas em uma suspensao da bactéria
Cedecea lapagei.

Mwangi et al. (1995) revelaram a presenca de Serrada marcescens,
Proteus mirabilis e Escherichia coli em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
appendiculattus que foram mantidas no campo durante oito dias, morrendo mais tarde
no laboratério. Em uma colénia de Boophilus decoloratus, o autor isolou a bactéria
Staphylococcus aureus. Os autores afirmam que infec¢gbes bacterianas séo
encontradas seis vezes mais que infestacdes por fungos em carrapatos, em condi¢cdes

naturais.
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O trabalho mais recente encontrado na literatura a este respeito foi
realizado com uma bactéria entomopatogénica quando ingerida por alguns grupos de
artropodes, o Bacillus thuringiensis. Neste experimento, Hassanain et al. (1997)
testaram a atividade potencial de trés variedades de B. thuringiensis (kurstaki,
Israelensis e thuringiensis) em duas espécies diferentes de carrapatos, Argas persicus
e Hyalomma dromedari. Estas duas sao hematéfagas, mas possuem uma grande
diferenca com relagédo a espessura da cuticula; o A. persicus nédo possui placas no
dorso, sendo vulgarmente conhecido como carrapato mole, enquanto o H. dromedari
possui estas placas e a cuticula mais espessa. Os autores observaram o tempo letal
de 36 horas a cinco dias para A. persicus e de dois a dez dias para H. dromedarii.
Argas persicus foi mais afetado que H. dromedarii por todas as variedades de B.
thuringiensis testadas, e a justificativa para esse achado é que a cuticula desta espécie
€ mais fina. Portanto, OS autores afirmam que a infeccdo ocorreu através da cuticula,
mas néo explicam qual o mecanismo de a¢édo que tornou o B. thuringiensis patogénico
por via cutanea.

Habib & Andrade (1998) detalham a sintomatologia e a fisiopatologia
das doencgas causadas por bactérias para artropodes. Os sintomas mais observados
inicialmente sao perda de apetite e abandono do alimento; em seguida, ocorrem
regurgitacao e diarréia e, em alguns casos, disfungéo e paralisia intestinal; o tequmento
perde o brilho, adquirindo coloragdo fosca; posteriormente, o tegumento adquire
coloragdo marrom-escura em funcéo da invasao do patégeno na hemolinfa. Em todos
0s casos, nos estagios mais avancados da doenga, o hospedeiro ndo responde a
estimulos externos, tornando-se flacido e parando totalmente os movimentos. Apds a
morte, toma a coloragdo preta e rapidamente inicia-se o processo de deterioracao
dos tecidos, porém sem rompimento do tegumento. A atividade toxica do género
Bacillus se manifesta quando ocorre a ingestao dos cristais protéicos. Assim, quando
estes chegam ao intestino médio do hospedeiro, sdo solubilizados, clivados por proteases
intestinais e liberam toxinas que, por sua vez, interagem com o epitélio intestinal,
causando o rompimento da membrana, o desequilibrio idnico e outras alteracdes.
Com a lise das células intestinais, ocorre o contato do esporo com a hemolinfa do

hospedeiro, causando morte por septicemia, ja que a hemolinfa € um meio propicio a
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proliferagdo dos bacilos.

Rickétsias

A literatura encontrada sobre rickétsias patogénicas pa .arrapatos é
muito pobre e, algumas vezes, o material encontrado néo é nem identificado. Segundo
Neves & Alves (1 998),. a sintomatologia de um artropode infectado por rickétsias
caracteriza-se inicialmente pela perda ou diminuicdo da atividade, locomocéao e
alimentacao; o hospedeiro passa a apresentar uma aparéncia flacida, com o tegumento
apresentando coloracéo azul, branca ou leitosa; posteriormente, préximo & morte, o
hospedeiro adquire coloragao leitosa, ocasionada pela turgidez da hemolinfa. A infeccéo
ocorre por via oral, com a ingestdo de alimento contaminado, sendo a forma infectante
pequena e densa. No intestino do hospedeiro, a rickétsia penetra nos vacuolos celulares
por fagocitose. Geralmente, o ataque de Rickétsias restringe-se as células gord -osas
e da hemolinfa. Entretanto, algumas espécies podem atacar outros tecidos, como
hipoderme, traquéias, musculos, nervos, tubulos de Malpighi e epitélio intestinal;
portanto, a doenca provocada é geralmente crénica e pouco virulenta, porém a invasao
massiva de simbiontes pode causar mortalidade.

A Richettsia prowazeki, que é um patégeno de mamiferos, foi utilizada
experimentalmente em carrapatos das espécies Dermacentor marginatus e D. pictus
(Rehacek 1965), dos quais fémeas infectadas morreram prematuramente e,
consequentemente, a producédo de ovos foi reduzida, tendo sido encontrado alto indice
de rickétsias em todos os 6rgaos dos carrapatos.

Burgdorfer et al. (1973) isolaram e caracterizaram simbiontes de
Dermacentor andersoni e estes foram identificados como uma nova espécie
pertencente a tribo Wolbachiae da familia Rickettsiaceae. Os tecidos ovarianos deste
carrapato foram injetados em ovos embrionados e uma suspensao destes foi inoculada
em carrapatos sadios, a fim de observar o mecanismo de agdo desse microrganismo.
Verificou-se desenvolvimento rapido e produgcdo massiva em hemdcitos, tecido
hipodérmico, glandulas salivares, tecidos conectivos do epitélio intestinal, tGbulos de
Malpighi e ovario. Por conseguinte, a invasdo massiva do simbionte provocou a morte

dos carrapatos.
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A Wolbachia persicus foi encontrada no interior do trato intestinal de
Ornithodoros moubata. Os carrapatos morreram apds algumas semanas, com a
multiplicacéo da rickétsia na hemolinfa. Esses elementos ricketisiais foram excretados

com o liquido coxal e também encontrados em ovos desses carrapatos (Weyer, 1973).

Fungos

Os trabalhos referentes ao controle biolégico que relacionam os fungos
entomopatogénicos com o0s carrapatos sdo os mais freqientes na literatura. Mesmo
assim, muito pouco foi realizado até o momento, para que possamos recomendar a
utilizacdo de fungos entomopatogénicos em programas de controle integrado de
carrapatos.

O primeiro trabalho encontrado sobre o assunto foi o de Kolomiec (1950),
citado por Lipa (1 971), no qual o fungo Aspergillus fumigatus causava mortalidade
em colbnias laboratoriais de Hyalomma scupense e Dermacentor marginatus. O autor
também verificou que as fémeas ingurgitadas morriam antes ou logo apés o fim da
postura. Posteriormente, Samsinakova (1 957) observou em suas coletas uma fémea
de Ixodes ricinus trazida do campo para o laboratério, infectada pelo fungo Beauveria
bassiana. A fémea, mesmo infectada, fez postura e apds sua morte o autor verificou
uma hifa deste fungo saindo da sua cavidade bucal.

Boycev & Rizvanov (1960) observaram que a B. bassiana inviabilizava
0s ovos de /. ricinus. Uma cultura do fungo foi colocada juntamente com fémeas em
postura e levadas a camara climatizada a 25°C e 90% de umidade relativa. Depois
de vinte dias, ap6s uma postura média de 750 ovos, todas as fémeas estavam mortas.
O periodo de incubacéo no grupo testemunha foi de 27 dias, enquanto que no grupo
tratado foi de 40 dias e o percentual de eclosdo foi de 6,5% no grupo tratado.
Posteriormente, Gorskova (1966) promoveu a infecgéo artificial por fungos em fémeas
ingurgitadas de /. ricinus, utilizando as espécies B. bassiana, Botritis cinerea e
PeniciUium insectivorum. Observou que os fungos estudados néo alteraram a duragao
do periodo de postura, mas aumentaram o periodo de incubacdo dos ovos, promoveram
a diminuicdo do namero de ovos colocados por fémea e do percentual de eclosdo dos

ovos, observando que a infecgéo por B. bassiana acentua a mortalidade dos carrapatos.
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Cerepanova (1964) isolou 15 géneros de fungos em ovos, larvas, ninfas
e adultos dos seguintes carrapatos: Argas persicus, A. reflexus, Ornithodoruspapillides
e Rhipicephalus bursa. O autor isolou o fungo Aspergillus fumigatus de todas as espécies
e o Penicillium insectivorum das seis primeiras espécies, caracterizando-os como mais
importantes, e infectando todos os estadios evolutivos dos carrapatos estudados.

O carrapato Boophilus microplus foi avaliado pela primeira vez por Connole
(1 969), que testou 156 extratos de diferentes fungos mantidos em colec8es e obtidos
através de centrifugacdo. O material obtido foi inoculado na hemocele de carrapatos
e os resultados mais promissores foram obtidos com o Aspergillus niger, que promoveu
a inibicdo da postura, em média, em 50% em relagdo ao grupo-controle, apesar do
autor ter trabalhado com fungos considerados entomopatogénicos, como Beauveria
bassiana. Com relagdo a produtos metabdlicos, Krylova (1 977), citado por Mwangi
et al. (1991), usou toxinas produzidas por B. bassiana, M. anisopiiae e Paecilomyces
fumosoroseus sobre o carrapato A. persicus, que foi tratado por 1 5 segundos em
toxinas de extratos fungicos; constatou-se apenas 10% de mortalidade, ap6s 96
horas do tratamento.

Mais recentemente, Tian (1 984) avaliou a efetividade de B. bassiana,
M. anisopiiae e A. fumigatus em ninfas ingurgitadas de Hyalomma sp. Os dois primeiros
foram altamente eficazes e o ultimo foi significante, quando utilizados com formulagdes
em po6, porém quando o autor trabalhou com suspensdes o resultado nao foi expressivo.

Nesta Ultima década, os trabalhos envolvendo o controle microbiano de
carrapatos com fungos multiplicaram-se. Estrada-Pena et al. (1990) encontraram em
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus, infeccdo natural com o fungo
Aspergillus ochraceus, que impediu a ovoposicao, levando esse carrapato a
mumificagdo e morte. O autor deduziu através de estudos histopatoldgicos e de
microscopia eletrénica de transmissao que A. ochraceus colonizou o carrapato via
anus e, posteriormente, intestino e tibulos de Malpighi.

Bittencourt et al. (1992) verificaram a patogenicidade de um isolado do
fungo M. anisopiiae em fémeas ingurgitadas de B. microplus, observando elevada
mortalidade e obtendo um percentual de controle de 96,6% para o isolado identificado

como Ma 959, utilizado em suspensdes com 108conidios/ml. A concentracao letal
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(CL) 50 do isolado 959 de M. anisopliae,para promover o controle de fémeas
ingurgitadas, foi de 1,1 X 106. A ac¢éo in vitro do fungo M. anisopliae para o carrapato
B. microplus foi avaliada através da utilizacdo de dois isolados distintos desse fungo,
quando foi verificado que o mesmo causa alteragdes para todos os estadios de
carrapatos que sao encontrados nas pastagens, tais como ovos, larvas nao-ingurgitadas
e fémeas ingurgitadas (Bittencourt et al., 1994a), promovendo as seguintes alteracdes
da fase néo-parasitaria: elevacdo dos periodos de pré-postura, incubacéo, ecloséo e
diminuicdo do periodo de postura, indice de producdo de ovos e do percentual de
ecloséo de larvas, comprometendo, assim, a formacéo de geragBes sucessivas desse
carrapato (Bittencourt et al., 1 994b).

A dindmica da infeccdo do M. anisopliae sobre o carrapato B. microplus
também foi avaliada por Bittencourt et al. (1995a , b), que verificaram que este
entomopatdégeno, no segundo dia apds a infecc¢éo artificial, era evidenciado e isolado
na hemolinfa; no terceiro e quarto dias, ap6s a infecgéo, era isolado e evidenciado,
respectivamente, a partir de 6rgaos internos. Paralelamente, nao foi verificada a
presenca de estruturas do fungo através de estudos histolégicos das cavidades
naturais. Com base neste experimento, os autores afirmam que a principal forma de
penetracdo do M. anisopliae em carrapatos é através do tegumento, como j4 foi
descrito para outros artropodes.

A maioria dos fungos é altamente especializada na penetragcdo via
tegumento, o que é uma grande vantagem quando comparado com outros patégenos,
que sO penetram no hospedeiro por via oral, caindo na hemocele, via meséntero. No
caso especifico de carrapatos, a penetracdo através do tegumento é de grande
importancia, j4 que a infeccéo oral é praticamente nula para artropodes hematofagos.
A penetracdo via tegumento esta ligada a sintese e secre¢do de enzimas, como
proteases e quitinases. Na maioria dos casos, a acdo da penetragao fisica do grampo
de penetracdo auxilia nesse processo (Charnley & St. Leger, 1991). Apds a penetragao
da cuticula pelos tubos germinativos, o fungo rapidamente invade os 6rgaos internos
e, por fim, causa a morte do carrapato hospedeiro (Kaaya et al., 1991). Esses fungos
também produzem micotoxinas que contribuem para a mortalidade do hospedeiro,

provocando diminui¢cdo do ingurgitamento, da fecundidade e do percentual de ecloséo
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dos ovos. A mortalidade de carrapatos parece estar relacionada a concentragao de
conidios, ou seja, ocorre uma relacéo entre o percentual de mortalidade e o numero
de conidios que recobre a cuticula: quanto maior o nimero de conidios, maior a
mortalidade (Kaaya et al., 1 996). Parece haver uma correlagcdo entre a densidade da
suspensdo e a germinacao, sendo necessaria uma certa densidade de conidios para
que ocorra o efeito de penetragdo da cuticula dos artropodes, demonstrando um
mecanismo de acdo em massa (Zhioua et al., 1997).

O mecanismo de penetracdo do isolado 959 do M. anisopliae em
carrapatos da espécie B. microplus foi demonstrado por Bittencourt et al. (1999a),
que evidenciaram a ocorréncia da fixagdo dos conidios na cuticula das fémeas
ingurgitadas, da germinagdo do conidio, da formagédo do tubo germinativo a partir de
conidios germinados e o inicio da dilatacéo da extremidade deste tubo, formando uma
estrutura denominada de apressorio. Estes resultados confirmam a hipotese de que
esse fungo entomopatogénico penetra no artrépode pela cuticula. A confirmacgéo da
infeccéo do carrapato pelo entomopatdgeno, através da cuticula, indica que a forma
de utilizagéo indicada para produtos formulados a partir desse fungo € por pulverizagcéo
dos instares susceptiveis de B. microplus, com as suspensdes contendo conidios viaveis
de M. anisopliae.

Mwangi et al. (1995) trabalharam com esporos de Beauveria bassiana e
M. anisopliae em todas as fases de desenvolvimento do carrapato R. appendiculatus,
em condi¢cdes laboratoriais, através da imersdo de adultos em jejum por um minuto
em uma suspensao de 109 esporos/ml do fungo B. bassiana e observaram mortalidade
de 73% ap6s duas semanas. Uma concentragao similar de M. anisopliae matou apenas
35%. O uso de suspensdes de conidios de Verticillium lecanii, M. anisopliae e B.
bassiana sobre os estagios parasitarios de B. microplus foi avaliado por Camacho &
Martinez (1 995). Os fungos mencionados foram aplicados sozinhos, associados, ou
com uma mistura de melado sobre o corpo de bovinos, por meio de aspersao, uma vez
por semana, durante dois meses. Os melhores resultados neste trabalho foram obtidos
com isolado de V. lecanii e da sua associa¢gdo com a mistura de melado.

Kalsbeek et al. (1995) avaliando a presenc¢a de fungos entomopatogénicos

em Ixodes ricinus coletados da vegetacdo de pequenos roedores e de cervideos



CONTROLE BIOLOGICO DE CARRAPATOS 161

concluiram que uma alta propor¢gdo de carrapatos coletados no outono estava
infectada, e que os fungos entomopatogénicos isolados teriam um impacto significante
no controle da populagdo de /. ricinus, ja que o estagio de fémea ingurgitada era o
mais freqientemente afetado. Paecilomyces farinosus e V. lecaniiforam as espécies
que predominaram entre os fungos isolados, estando presentes em todos os estagios
de desenvolvimento do carrapato. Outras espécies de fungos foram encontradas
somente em fémeas ingurgitadas, como é o caso de B. bassiana, B. brongniartii, P.
fumosoroseus e V. aranearum.

A acdo in vitro de dois isolados da B. bassiana (isolados 986 e 747) para
ovos do carrapato B. microplus também foi avaliada. Observou-se que o percentual
de eclosao verificado nos grupos tratados com ambos os isolados do fungo foi muito
menor que o observado nos grupos-controles. Nestes, obteve-se um percentual de
eclosado de 93,3%, enquanto que naqueles este percentual variou entre 20% a 86,6%,
de acordo com o isolado e a concentracdo da suspenséo utilizada. Nos bioensaios
com larvas, observou-se nos grupos-controle que o percentual de mortalidade ficou
em torno de 1 3% a 16,5%, enquanto que nos tratados o percentual de mortalidade
variou de 18,8% a 88%. Na analise de probites, realizada com os dados referentes
ao percentual de eclosdao dos ovos tratados com o isolado 986, verificou-se a CL50 de
2,46 x10’,e com o isolado 747, a CL50 de 2,49 x 107. Com os dados referentes a
mortalidade das larvas tratadas com o isolado 986 verificou-se uma CL50 de 6,83 x
106 e com o isolado 747, uma CL50 de 1,01 x 107 (Bittencourt et al., 1996).

Os mesmos isolados de B. bassiana também foram testados em fémeas
ingurgitadas de B. microplus e foi verificado que o periodo de pré-postura das fémeas
expostas a ambos os isolados de B. bassiana ndo variou significativamente entre os
diferentes tratamentos. As fémeas ingurgitadas demonstraram uma diminuicdo do
periodo de postura de acordo com o aumento na concentragcdo de conidios, mas
somente quando expostas ao isolado 986. Com relagdo ao periodo de incubagéo,
observou-se um aumento significativo no nidmero de dias, a medida que se aumentava
a concentragao de conidios do isolado 986, mas nao houve diferengca entre os
tratamentos do isolado 747. Quanto aos indices de eficiéncia reprodutiva e nutricional,

observou-se uma tendéncia a sua diminuicdo, de acordo com o aumento na
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concentragdo de conidios de ambos os isolados. Quando o indice de eficiéncia
reprodutiva for baixo, significa que a fémea fez uma postura menor que o seu potencial
de oviposicao. Esses resultados tém elevada importancia no controle desta espécie
de carrapato, pois demonstram a possibilidade de reducéo da taxa de crescimento de
sua populagdo no campo. Os resultados também evidenciaram um baixo indice de
eclosao nos grupos tratados, ocorrendo um decréscimo progressivo neste percentual,
conforme os indices de concentracdo aumentavam. Consequentemente, o percentual
de controle foi mais elevado nos grupos tratados com as concentragdes 108 e 107,
sendo estas as minimas indicadas para avaliacdo desse entomopatégeno em condi¢cfes
de campo (Bittencourt et al., 1 997a , b).

Em teste de estabulo realizado com duas suspensdes do M. anisopliae e
o0 carrapato B. microplus, Castro et al. (1997) verificaram que o grupo-controle
apresentou maior sobrevivéncia de fémeas que os grupos tratados. Na analise
estatistica, verificou-se diferenca significativa entre os grupos tratados e o grupo-
controle. Com relacdo a concentragdo 108 conidios/ml, observou-se maior efeito de
M. anisopliae sobre o carrapato B. microplus, obtendo-se mortalidade acima de 65%
entre os dias + 8a+l1le+19a + 20, apds o tratamento. Com relagdo ao tratamento
com a suspensdo 107 conidios/ml, observou-se um maior percentual de eficicia, também
acima de 65% entre os dias +7 a + 10 e nos dias +12 e +15, apés o tratamento.
A eficacia total média encontrada para as concentragdes 108 e 107 conidios/ml foi,
respectivamente, de 54,8% e 50,4%. Os resultados obtidos mostram que nos
experimentos realizados em laboratério a eficacia observada é mais elevada que nos
experimentos em campo. A eficacia total média na concentracdo 108 para a fase
adulta, ninfal e larval foi de 41 %, 69,4% e 47,7%, respectivamente, e na
concentragdo 107 para as mesmas fases descritas acima foi de 39,4%, 57,4% e
46,1 %. Os resultados demonstram que existe uma atividade maior desse fungo
entomopatogénico nos estadios evolutivos logo apds as mudas, visto que a principal
forma de penetracdo desse patdgeno deve ser pela cuticula. Portanto, os diferentes
estadios evolutivos, quando infectados no periodo que precede a ecdise, sdo menos
afetados devido ao crescimento de uma nova cuticula e saida da exudvia do instar

anterior durante o processo de muda. Correia et al. (1998) também desenvolveram
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testes de estdbulo com o isolado E9 do fungo M. anisopliae, nas concentragdes 105,
106, 107, 108 conidios/ml, contra o carrapato B. microplus. Neste teste, no qual o
fungo foi aspergido em bovinos estabulados de forma similar a realizada por Castro et
al. (1997), ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes, porém a
concentracdo 108 causou maior mortalidade (79,04%), menor oviposicao (54,5%) e
maior periodo de pré-postura (14,3 dias) em relagdo ao grupo-controle (0%, 88,57%
e 3,75 dias). Cabe aqui ressaltar que os autores nao fizeram a coleta de fémeas
completamente ingurgitadas e, sim, de fémeas parcialmente ingurgitadas, portanto
apenas os dados de eficiéncia reprodutiva foram avaliados.

Castro et al. (1998) desenvolveram um experimento visando a conhecer
a patogenicidade do fungo Metarhizium anisopliae sobre larvas do carrapato B.
microplus em pastagens. Foram avaliadas as concentra¢cfes de 1010, 109 e 10® conidios/
ml de suspensao para o primeiro ensaio e 109, 107 e 105 conidios/ml para o segundo.
O fungo M. anisopliae foi aspergido em canteiros de Brachiaria decumbens,
previamente infestados com 20.000 larvas de B. microplus. A recuperacédo das larvas
foi efetuada com o auxilio de uma flanela colocada sobre os canteiros e elas foram
contadas com o auxilio de uma seringa acoplada a uma bomba de vacuo. Verificou-se
que nao houve diferenca significativa entre as concentragdes utilizadas e o grupo-
controle, embora o segundo ensaio tenha apresentado uma recuperacéo decrescente
de acordo com as concentragdes, na qual se observou que o grupo-controle apresentou
maior numero de larvas, seguido do grupo 105, 107 e 109 conidios/ml, o que nao foi
observado no primeiro ensaio.

Bittencourt et al. (1999b) avaliaram a a¢ao do isolado 959 de M. anisopliae
sobre o B. microplus, pulverizando a suspensao conidial sobre animais naturalmente
infestados. Para tal, foram selecionados trés grupos compostos de dez animais cada
um, sendo um deles tratado com concentracéo 10® conidios/ml, outro com carrapaticida
comercial e o outro, o grupo-controle. Apds o tratamento, contaram-se todos os
carrapatos fémeas adultos de todos os grupos, registrando-se o nUmero contado por
animal e por grupo nos dias +1, +7, +14, +21 e + 28, sendo os dados avaliados
através do calculo de percentual de controle. Também foram coletadas 30 fémeas

ingurgitadas por grupo, nos dias +1, +7 e +14, sendo estas levadas ao laboratério
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para avaliacdo dos seguintes parametros: peso de fémeas, periodo de pré-postura,
periodo de postura, indice de eficiéncia reprodutiva e indice de eficiéncia nutricional.
Os resultados evidenciaram ndo haver diferencas significativas entre os tratamentos
em relacdo ao percentual de controle a campo; no entanto, em nivel laboratorial,
constatamos diferenca significativa entre os tratamentos no indice de eficiéncia
reprodutiva, no indice de eficiéncia nutricional (dia + 1) para os periodos de eclosao,
incubacao, peso das fémeas e indice de eficiéncia reprodutiva (dia + 7) e peso das
fémeas (dia + 14). A possibilidade do uso deste fungo para o controle do B. microplus
a campo ainda requer maiores estudos, porém a sua atividade na alterac&o de alguns
parametros da fase ndo-parasitaria esta confirmada.

A acdo dos fungos B. bassiana e M. anisopiiae em adultos de Rhipicephaius
appendicuiatus, que se alimentavam em coelhos, foi observada por Kaaya et al. (1996)
quando foi verificado que causavam mortalidade de 30% dos carrapatos. Os autores
colocaram sacos fixados na base da orelha dos coelhos e introduziram no seu interior
50 carrapatos adultos. Dois dias ap0s a infestagdo, quando os carrapatos ja estavam
fixados e alimentando-se, foram borrifados 5ml de uma suspensao contendo 108
conidios/ml; os carrapatos que se desprendiam foram coletados e levados ao laboratério
para observacédo da mortalidade, peso e viabilidade da massa de ovos. Esses indices,
no entanto, ndo apresentaram uma reducao significativa em relagdo ao grupo-controle.
Os autores ainda testaram esses fungos em bovinos infestados com R. appendicuiatus
seguindo a mesma metodologia descrita acima, porém na concentracao de 109 conidios/
ml, ele causou 77 a 83% de mortalidade das fémeas, 85 a 99% de reducgdo da
producao de ovos e 94 a 100% na viabilidade dos ovos, concluindo que esse
entomopatégeno possui elevada atividade carrapaticida e persisténcia de uma a trés
semanas apo6s a aplicacdo, dentro do pavilhdo auditivo de bovinos naturalmente
infestados. As duas espécies de fungos reduziram o ingurgitamento, a fecundidade e
a postura em Amblyomma variegatum alimentados em coelhos.

Zhioua et al. (1997) avaliaram a patogenicidade do fungo M. anisopiiae
para Ixodes scapuiaris. Os autores utilizaram suspensdes com 108 conidios/ml para
larvas ingurgitadas e 107conidios/ml para fémeas ingurgitadas, gerando 100% de

mortalidade duas semanas apo0s a infeccdo experimental, sendo observado que todas
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as larvas e fémeas encontravam-se recobertas por micélio e conidios. O valor da CL50
calculado para larvas ingurgitadas foi de 107 conidios/ml.

Barbosa et al. (1997) relataram que larvas ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus, tratadas com suspensdes do fungo B. bassiana, diminuiam o percentual
de ecdise conforme se aumentava a concentracao de conidios da suspensao. Ainda
com relacdo & mesma espécie de carrapato, Monteiro et al. (1998a, b) avaliaram a
eficacia dos fungos B. bassiana (isolados 747 e 986) e M. anisopliae (isolados 959, E9
e 31 9) sobre ovos e larvas imersos em suspensdes com diferentes concentragdes e
mantidos em condi¢des de temperatura e umidade distintas. Os periodos de incubagéo
e eclosao de todos os ovos tratados com as suspensdes ndo obtiveram diferenca
significativa entre os isolados e/ou controles. A porcentagem de eclosado de larvas
oriundas de ovos tratados foi inversamente proporcional & concentragéo utilizada.
Quanto maior a concentragdo, menor a porcentagem de eclosdo, sendo que ovos
mantidos em temperatura ambiente tiveram indices de eclosdo menores do que aqueles
mantidos em temperatura controlada ( + 27°C) e as CL50 e CLgo, para inibicdo dessa
eclosédo, foram menores para a maioria dos isolados mantidos em condicdo ambiente.
O resultado da porcentagem de mortalidade das larvas tratadas refletiu o inverso do
resultado com ovos; a maioria das larvas tratadas mantidas em temperatura ambiente
foram mais resistentes aos isolados do que as mantidas em temperatura controlada e
as CL50 e CLgo foram distintas de acordo com a temperatura. Demonstrou-se, assim,
a necessidade de uma concentragdo maior de conidios na suspensdo mantida em
temperatura ambiente, para se obter o mesmo resultado daquelas mantidas em
temperatura controlada.

Experimentos conduzidos em laboratério com os fungos Metarhizium
anisopliae (isolados 959, E9 e 319) e Beauveria bassiana (isolados 986 e 747) e os
carrapatos Anocentor nitens (Carneiro et al.,, 1997; Mascarenhas et al., 1998;
Menezes et al., 1998; Monteiro et al. ,1997; Monteiro et al., 1998c;) e Amblyomma
cajennense (Reis et al., 1 998; Souza et al., 1998) foram realizados recentemente e
mostraram que, para todos os estagios testados ocorreu uma agao de patogenicidade
dos agentes microbianos, causando mortalidade ou variages em parametros da fase

nao-parasitaria, o que normalmente acarreta diminuicdo da geracédo seguinte.
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Consideracdes gerais

Os agentes de controle biol6gico que afetam os ixodideos e sua agéo
patogénica ainda sdo muito pouco estudados. Estudos mais profundos das doencas
que afetam os carrapatos e sobre o funcionamento do seu sistema imune sao
necessarios para a formacédo de uma base para a aplicacéo eficaz do controle biolégico.
Como ja vimos, varios autores demonstraram que alguns patégenos desempenham
papel importante no controle natural, principalmente em paises de clima quente e
Umido, que sao propicios ao desenvolvimento de fungos e outros patégenos.

Os estudos in vitro dos efeitos causados pelos principais patégenos
isolados em carrapatos ja foram realizados. Nesses trabalhos, verificou-se que os
fungos sao os agentes de controle biolégico mais promissores, devido ao seu mecanismo
de penetracdo via cuticula. A justificativa para esta afirmacéo é a de que os carrapatos
sdo artropodes hematodfagos, o que dificulta a utilizacdo de patégenos que atuam por
via oral (bactérias e virus). Outra vantagem a ser atribuida aos fungos seria a sua
capacidade de multiplicacédo e dispersdo no meio ambiente através de carrapatos
infectados e presentes no solo, assumindo um carater enzodético, além da sua
capacidade de causar epizootias em determinadas circunstancias. Alves (1998)
também afirma que as principais vantagens dos fungos entomopatogénicos, quando
comparados com outros entomopatdgenos, estdo relacionadas ao seu largo espectro,
podendo causar epizootias naturais. Nas popula¢gdes de artropodes, os fungos podem
infectar diferentes estagios de desenvolvimento, como ovos, larvas, ninfas e adultos,
sendo esta caracteristica desejavel e peculiar desse grupo. A grande variabilidade
genética dos fungos entomopatogénicos pode ser considerada uma das principais
vantagens no controle microbiano de artropodes. Com técnicas apropriadas de
bioensaios, é possivel selecionar isolados de fungos altamente virulentos, especificos
ou nao, com caracteristicas adequadas para serem utilizados como inseticidas
microbianos. Ainda segundo este autor, os conidios dos fungos também possuem alta
capacidade de disseminacgao horizontal, podendo ser levados pelos diferentes agentes
de disseminacao para locais muito distantes, embora a relagdo patdégeno - hospedeiro
seja dependente de condi¢gdes ambientais, como temperatura, umidade, luz, radiacéo

ultravioleta e, ainda, de condi¢des nutricionais e susceptibilidade do hospedeiro.
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Barci (1997) realizou uma revisao de literatura que aborda aspectos
pertinentes ao controle biolégico do carrapato dos bovinos, Boophilus microplus, na
qual enfatiza ndo s6 o controle e suas implicagdes, como também as possibilidades da
utilizacdo do controle biol6égico por meio de nematdides, bactérias e fungos
entomopatogénicos. A autora afirmou que ha necessidade de implementagéo de testes
de controle biolégico em nivel de campo, pois atualmente seus resultados diferem
significativamente daqueles obtidos em testes de laboratorio.

Os resultados obtidos no controle de carrapatos a campo, até o momento,
sdo apenas promissores, visto que o Ministério da Agricultura indica eficacia acima
de 90% para credenciar produtos a serem comercializados no Brasil, enquanto que
os resultados obtidos sdo absolutamente inferiores a este nimero. E necessario que
se realize uma adaptacédo da metodologia, preconizada pelo Ministério da Agricultura,
especifica para produtos biolégicos; seria um grande passo para o desenvolvimento
do controle bioldgico, pois por mais que existam estudos, ndo havera uma formulacéo
capaz de causar mortalidade de carrapatos num curto periodo de tempo. N&o se pode
comparar um produto quimico, que causa a morte de carrapatos em alguns minutos,
com produtos biolégicos que produzem este mesmo efeito num prazo maior (até dez
dias).

De qualquer forma, mais estudos sado necessarios para a avaliagdo do
efeito carrapaticida do isolado 959 de M. anisopliae a campo, mas podemos afirmar,
com base nos resultados ja obtidos, que esse é o isolado com melhor potencial para
ser utilizado em programas de manejo integrado de carrapatos em bovinos.

Em um futuro préximo, as pesquisas devem ser direcionadas para a busca
de novos patégenos em condi¢gdes naturais, isolados e adaptados em cada regido, na
associacdo de produtos bioldgicos com produtos quimicos visando a uma agéo sinérgica,
na busca de novas formulagdes que propiciem maior estabilidade dos patdbgenos
(principalmente dos fungos) em condi¢gdes de campo e nos estudos mais profundos
sobre a seguranca de produtos bioldégicos para uso em animais e também para o
homem. Tudo isso, visando ao uso desses produtos em programas integrados de

controle de carrapatos.
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CONTROLE MICROBIANO DE GAFANHOTOS

Bonifacio P. Magalhées
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Jodo Batista T. da Silva

INTRODUCAO

Historicamente, os gafanhotos (Orthoptera: Acrididae) sdo mencionados
como pragas relevantes no agroecossistema de muitos paises, principalmente em
regides aridas, fazendo com que as autoridades responsaveis pela protecao de plantas
figuem em estado de alerta permanente. As espécies-praga mais sérias sao
Schistocerca gregaria, na Africa e india (Showler, 1995); Locusta migratdria, na
Africa (Prior & Streett, 1997; Showler, 1995; Zimmermann et al., 1994); Chortoicetes
terminifera e Phaulacridium vittatum, na Australia (Milner, 1997); Melanoplus
sanguinipes, na América do Norte (Inglis et al., 1997); e Schistocerca pallens e
Rhammatocerus schistocercoides, na América do Sul (Miranda et al., 1996; Cozensa
et al.,, 1 994). A maioria das espécies é polifaga e normalmente elas séo citadas como
capazes de consumir diariamente o equivalente ao seu préprio peso. Na Africa, o
controle dessa praga demanda doag¢des substanciais da comunidade internacional, ja
gue muitos paises ndo possuem recursos suficientes para cobrir os custos (Prior &
Streett, 1997). Mesmo nas Américas, 0 controle é, via de regra, subsidiado pelo
governo. No Brasil, por exemplo, na década de 80, o Estado gastou entre 1 e 2
milhdes de doblares na aplicacéo de inseticidas quimicos em cada situagdo de emergéncia

relacionada a surtos ocorridos nos estados de Mato Grosso e Rondbénia. Nesses valores,
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ndo estdo computados os custos relacionados as perdas econdmicas de agricultores,
aquelas decorrentes do impacto ambiental dos inseticidas em recursos hidricos,
reservas indigenas, biodiversidade, entre outros.

O combate a essa praga tem sido feito através de aplicagbes macicas
de inseticidas quimicos, sendo que, nos ultimos anos, o produto mais utilizado no
mundo foi o fenitrotion, seguido de malation. Fenitrotion é um composto
organofosforado de moderada toxicidade para mamiferos; é pouco persistente no
meio ambiente (meia-vida < 3 dias), mas apresenta alta toxicidade a artrépodes
aquaticos e terrestres nao-alvos (Prior & Streett, 1 997). Como resultado do efeito
combinado entre alto custo de aplicagdo, danos ao ambiente e envenenamento de
pessoas, tem havido um aumento significativo nas tentativas de substituir os inseticidas
quimicos por métodos alternativos de controle.

Os gafanhotos sofrem predagédo e parasitismo por indmeros inimigos
naturais, incluindo predadores (aves, insetos e outros artrépodes), parasitoides e
patégenos. Os predadores e parasitdides podem contribuir significativamente para
seu declinio populacional, mas nao sao capazes de prevenir surtos, devido a sua lenta
velocidade de crescimento populacional (Prior & Streett, 1 997; Greathead, | 992;
Prior & Greathead, 1989; W. D. Guerra & B.P. Magalhdes, néo publicado). E possivel
que dentre os inimigos naturais ja identificados os patégenos apresentem o maior
potencial para compor um programa de manejo integrado dessa praga. Os
microrganismos patogénicos ja sdo investigados ha varios anos como agentes potenciais
de controle biolégico de acridideos.

Os patdgenos de gafanhotos mais mencionados na literatura pertencem
aos grupos das rickétsias, nematoides, bactérias, virus, protozoarios e fungos. As
rickétsias sdao organismos intracelulares de uso potencial bastante limitado. Os
nematodides ocorrem enzooticamente em populagfes de ortépteros, apresentam
pequena mobilidade e sdo de dificil producédo massal. Isso pode ser a razado por terem
sido pouco considerados em programas de controle microbiano. Existem varios relatos
que atribuem as bactérias a causa de mortalidade elevada sobre populacdes de
acridideos, embora os registros de campo care¢cam de comprovagao cientifica (Zelazny

etal.,, 1997; Bucher, 1959). As pesquisas para desenvolver esses patbgenos como
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agentes de controle microbiano, iniciadas nos anos 50, nao tiveram continuidade.
Entre os virus, os entomopoxvirus sao os mais frequentes. No entanto, o modo lento
de acéo associado as dificuldades de producdo em larga escala e a um espectro
limitado de hospedeiros tém restringido o seu desenvolvimento como agentes de
controle microbiano (Streett et al., 1997). Os protozoarios possuem limitagdes
semelhantes, além de apresentarem baixa viruléncia. Mesmo assim, esses patdgenos
podem ser considerados como parte dos componentes de um sistema de manejo
integrado de gafanhotos, pois podem ser transmitidos aos descendentes (Johnson &
Dolinski, 1997). Os fungos se destacam devido ao seu modo de acgao, isto é, sua
capacidade de penetragcdo através da cuticula, sem necessidade de ingestao pelo
hospedeiro, como os demais patégenos. Mesmo sendo produzidos em larga escala
com relativa facilidade, ainda existem alguns entraves relativos a producgao e
comercializagao dos fungos como bioinseticidas. Em vista disso, esses agentes tém
sido estudados com o objetivo de minimizar ou mesmo substituir os inseticidas quimicos
recomendados pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacao (FAO), para
controle de gafanhotos em areas ambientalmente sensiveis (Bateman, 1 997).

De acordo com Prior & Greathead (1989), um patégeno ideal para
aplicagdo em larga escala contra gafanhotos seria aquele de facil producdo massal a
baixo custo e in6cuo sobre mamiferos e organismos nao-alvo. A principal razdo para
isso € que mesmo numa campanha em que a estratégia de controle leve a uma evidente
economia de ingrediente ativo, centenas ou milhares de toneladas de propagulos do
patégeno serdo necessarias. Além disso, esse patdgeno deveria ser facilmente
formulavel para uso com a tecnologia de aplicagdo a ultra baixo volume (UBV),
apresentar boa persisténcia ambiental e atuar por contato, ao invés de ingestao.
Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os diferentes grupos de patdégenos de
gafanhotos, assim como aspectos relacionados a utilizacdo desses organismos como

agentes de controle microbiano.

Rickétsias
As rickétsias sdo particulas baciliformes ou discéides gram-negativas. Infectam

os gafanhotos por via oral e normalmente se replicam por fissao binaria no citoplasma
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de células do tecido gorduroso. As formas infectivas entram na célula hospedeira por
fagocitose e crescem no interior de um vacuolo. Células em estado adiantado de
infecc@o se rompem, liberando as particulas infectivas na hemocele para iniciar outro
ciclo. Os sintomas da doencga se tornam evidentes em 25-28 dias apds a inoculagao.
Os insetos infectados tém aparéncia letargica e em insetos moribundos a hemolinfa
se mostra turva. A espécie mais comum é Rickettsiella gryllique pode infectar varias
espécies, incluindo S. gregaria, L. migratdria e Zonocerus variegatus. O potencial de
rickétsias como agentes de controle microbiano de gafanhotos ainda nao foi

demonstrado (para maiores detalhes, vide Streett & McGuire, 1 990).

Nematoides

Os nematoides, aqui considerados como patégenos, representam um
grupo com relativo potencial de controle biolégico de gafanhotos. Os mermitideos,
conhecidos como patdégenos de acridideos em varias regides do mundo, sao importantes
agentes de controle natural em pastagens na Europa, Américas do Sul e do Norte,
Africa e Austrdlia (Baker & Capineira, 1997). Mermis nigrescens e Agamermis
decaudata sdo os dois nematodides mais relatados infectando esses insetos (Streett &
McGuire, 1990). Poucos estudos basicos e aplicados tém sido realizados com esse
grupo. Verificou-se, por exemplo, que a ecdise de S. gregaria pode ser inibida pela
acdo do nematdide M. nigrescens (Craig & Webster, 1 974). Houve um decréscimo
na sintese de proteinas do corpo gorduroso, muito embora ndo tenham sido observadas
alteracdes nos niveis do horménio ecdisona. Gordon et al. (1973) também determinaram
para essa espécie que 21 dias apos a inoculacao o nivel de proteina na hemolinfa foi
significativamente diminuido pelo parasitismo. Embora nao tenha sido encontrado
infectando gafanhotos, o nematdide Steinernema scapterisci (Rhabdita:
Steinernematidae) é um eficiente regulador de popula¢gdes da paquinha Scapteristicus
sp. (Orthoptera: Gryllotaipidae), praga subterrdnea de gramineas em alguns paises
(Parkman & Smart, 1996). Apesar dos nematodides serem considerados, em algumas
situagdes, como bons agentes naturais de controle de gafanhotos, sua utilizagdo em
programas aplicados de controle é bastante limitada pela dificuldade de producéo

massal e pela necessidade de 4gua livre no ambiente de atuacéao.
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Bactérias

Inimeras bactérias, principalmente das familias Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae, Streptococcaceae e Bacillaceae, mostram-se patogénicas a
insetos (Benintende & Marquez, 1996). Epizootias sobre popula¢gbes de gafanhotos,
atribuidas as bactérias, foram observadas na América do Norte ja no inicio do século
(Glaser, 1918; Herelle, 1914). Entretanto, pesquisas tém demonstrado a ineficiéncia
desses agentes como agentes reguladores de populagdes acridianas (Zelazny et al.,
1997).

Os gafanhotos mostram consideravel resisténcia as infeccdes
bacterianas. Bactérias ingeridas nao se multiplicam e sédo rapidamente eliminadas do
intestino (Bucher & Stephens, 1957). Uma exceg¢ao é Serratia marcescens
(Enterobacteriaceae), que ocorre naturalmente sobre populacdes de acridideos (Krieg,
1987). Em ensaio de campo com S. gregaria, a aplicacao dessa bactéria, veiculada
em iscas ou pulverizada em plantas, causou uma infecgdo especifica em espécimens
mortos aos oito dias apds tratamento, mas nenhuma reducg&o populacional significativa
foi registrada (Stevenson, 1959). Elevada incidéncia em col6nias de laboratério,
consequéncia do habito necréfago (consumo de cadaveres) dos insetos confinados,
tem sido observada (Stevenson, 1 959; Streett & McGuirre, 1 990).

A bactéria nao-esporulante Pseudomonas aeruginosa foi também
observada causando infecgcdo em gafanhotos e sua viruléncia é comparéavel a de S.
marcescens (Stephens, 1959; Bucher & Stephens, 1957). P. aeruginosa tem baixo
poder invasivo quando no intestino do inseto, mas, uma vez dentro da hemocele, é
altamente patogénica (Tanada & Kaya, 1993). Em ensaios com os acridideos
Melanoplus bivittatus e Camnulapellucida, a DL50 variou de 8.000 a 29.000 bactérias
por inseto adulto quando adicionada a alimentacdo; em contrapartida, quando a
bactéria foi injetada na hemocele, esse numero foi de 10 a 20 células (Bucher &
Stephens, 1 957). Estes autores observaram que a injecdo de pequeno nimero de
células na hemocele pode resultar em uma densidade de 109 bactérias/inseto. Rupturas
na parede intestinal tém sido o provavel mecanismo de penetracdo do patdégeno na
hemocele, e isso parece acontecer durante as ecdises (Zelazny et al.,, 1997). P.

aeruginosa tem sido relatada causando mortalidade elevada em popula¢gdes de insetos
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em condi¢cdes de laboratério, especialmente em locais com umidade e temperatura
elevadas (Bucher, 1 963). A aplicacdo no campo de P. aeruginosa, veiculada em iscas
para o controle de ninfas e adultos, resultou em baixa infeccéo e s6 foram observadas
mortes em ninfas mantidas em gaiolas (Baird, 1958). Outras espécies de bactérias,
como Aerobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis e Proteus rettgeari,
foram relatadas como patogénicas a gafanhotos, contudo séo ineficazes em condicbes
de campo (Krieg, 1987).

Bacillus thuringiensis (Bt) é o mais importante e conhecido
entomopatégeno empregado no controle biolégico de insetos-praga, sendo produzido
em escala comercial ha mais de 50 anos e utilizado em inUmeros paises (Krieg, 1987;
Dias, 1992). Apesar do grande nimero de insetos suscetiveis a essa bactéria, nenhuma
cepa foi relatada até o momento como efetiva contra gafanhotos (Zelazny et al.,
1997; Streett & Henry, 1990). De 393 cepas de Bt testadas contra L. migratoria ou
S. gregaria, isoladas de solos e de L. migratéria, S. gregaria e Z. variegatus, nenhuma
mostrou-se patogénica, apesar de algumas terem apresentado atividade em outros
insetos (Zimmermann et al., 1 994). B. thuringiensis caracteriza-se pela producéo de
cristais protéicos (d-endotoxinas) durante o processo de esporulacdo, alguns dos quais
toxicos e especificos para certos grupos de insetos, principalmente lepidépteros e
dipteros (Krieg & Langenbruch, 1981). As d-endotoxinas atuam, somente apds a sua
dissolucéo e digestdo proteolitica, em insetos que possuem trato intestinal com pH
alcalino. O pH intestinal dos gafanhotos, levemente acido, parece ser o responsavel
pela ndo-dissolucédo da proteina cristal de Bt (Prior & Greathead, 1989). Em ensaios
de laboratério, a exotoxina denominada b-toxina, termoestavel, encontrada no
sobrenadante de uma cultura de B. thuringiensis var. thuringiensis, mostrou atividade
toxica per os em ninfas de L. migratéria var. migratorioides, quando pulverizada sobre
plantas de trigo (Burgerjon et al., 1 964). A b-toxina, produzida por certas cepas de
Bt, é toxica a varias ordens de insetos, acaros, nematoéides e também vertebrados,
com efeitos teratogénicos e mutagénicos (Sebesta et al., 1981). Segundo Beegle &
Yamamoto (1 992), citado por Zelazny et al. (1 997), cepas que produzem toxinas
especificas, particularmente d-endotoxinas, sdo consideradas mais desejaveis para o

controle de insetos-praga.
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Em ensaios preliminares, verificou-se uma mortalidade de 10 a 30%
de adultos de R. schistocercoides alimentados com dieta contaminada com suspensodes
concentradas de B. thuringiensis var. thuringiensis (2 isolados), var. israelensis (1),
var. entomocidus (1), var. kenyae (1), var. kurstaki (1), ou Bacillus sphaericus (1)
(J.B.T. da Silva, ndo publicado). Alguns coledpteros com pH intestinal similar ao de
gafanhotos tém apresentado suscetibilidade a outras cepas de Bt (Krieg et al., 1 983).
As recentes descobertas de cepas dessa bactéria toxigénicas para varias ordens de
insetos tém estimulado a busca de novas cepas com potencial para o controle de

gafanhotos.

Virus

Os gafanhotos podem ser infectados por diferentes tipos de virus, incluindo
virus com genoma constituido de RNA. Um virus de poliedrose citoplasmatica, membro
da familia Reoviridae e originalmente isolado do gafanhoto Caledia captiva, mostrou-
se patogénico a L. migratéria (Colgan, 1 986), embora exista a suspeita de que a
mortalidade pudesse estar associada a bactéria Enterobacter doacae. Um
representante da familia Picornaviridae foi isolado de Melanoplus bivittatus e sua
patogenicidade a outras espécies de acridideos foi demonstrada, embora semelhancas
com picornavirus de vertebrados tenham levado a descontinuidade dos estudos (Jutila
et al., 1990, mencionado por Streett & McGuire, 1990).

Os virus da familia Poxviridae que apresentam extenso genoma
constituido de moléculas de DNA dispostas em dupla fita linear tém sido os Unicos
considerados para o controle biol6gico de ortdpteros. Poxvirus que atacam insetos,
denominados entomopoxvirus (EPVs), foram primeiramente descritos por Vago (1963)
e ocorrem em aproximadamente 35 espécies de insetos em 5 ordens (Tanada &
Kaya, 1993). Os corpos de inclusédo desses virus, também denominados esferdéides,
uma matriz protéica rica em esferoidina, contém um numero variavel de virions,
normalmente de 100 a 500 (Streett & McGuire, 1990). Quando ingeridos, os esferdides
sdo degradados no trato digestivo do hospedeiro. Os virions séo liberados e fundem-
se a membrana plasmatica das células epiteliais, atingindo posteriormente a regido

intracelular. Os virus replicam-se exclusivamente no citoplasma de células infectadas,



180 CONTROLE BIOLOGICO

principalmente naquelas do tecido adiposo (Souza & Lecuona, 1996).

Dentre os entomopoxvirus, trés géneros sao reconhecidos em funcao da
morfologia do virion, peso molecular do genoma e espectro de hospedeiros (Exposito,
1991, mencionado por Souza & Lecuona, 1996): A (naturalmente encontrado atacando
coleodpteros), B (lepiddpteros e ortdpteros) e C (dipteros). Um provavel EPV foi isolado
de himenoépteros do género Bambus (Clark, 1 982). Através de técnicas moleculares
tem-se demonstrado a existéncia de diferencas entre os entomopoxvirus de gafanhotos,
sendo que até o momento ja foram registrados 15 EPVs associados a esses insetos
(Streett et al., 1 997). O EPV obtido de M. sanguinipes (Henry et al., 1 969; Henry &
Jutila, 1966), denominado MsEPV, tem sido o mais estudado. O virion do MsEPV é
ovoide, com os corpos de inclusao medindo de 3 a 1 5pm de diametro (Streett et al.,
1997). O seu genoma apresenta entre 1 26 x 106 e 1 55 x 106 Da (Levin et al., 1993;
Streett et al., 1 990). Apesar da existéncia de entomopoxvirus infectivos a um unico
hospedeiro, o MsSEPV é capaz de infectar varias espécies (Levin et al., 1 993).

Os gafanhotos infectados apresentam uma coloragdo "desbotada”, além
de mostrarem-se bastante lentos (Henry et al., 1969). Um dos sintomas caracteristicos
da infeccao por EPVs é a hipertrofia do tecido gorduroso, resultante do acumulo de
corpos de inclusdo em células infectadas, podendo o tecido apresentar uma coloracéo
esbranquicada a acinzentada (Henry et al.,, 1969). Corpos de inclusdo maduros séo
detectados na hemolinfa de ninfas de M. sanguinipes a partir do 210 dia ap6s a infecgéo
pelo virus MseEPV (Miranpuri et al., 1 992). De acordo com esses autores, corpos de
inclusao sdo também observados no citoplasma de células sangliineas dos hospedeiros,
embora exista controvérsia quanto ao fato desse fendbmeno ser o resultado de
fagocitose ou da infecgao viral. Diferentemente dos demais EPVs de gafanhotos, o
entomopoxvirus, isolado de Cataloipus fuscocoeruieipes, apresenta alguns corpos de
inclusdo desprovidos de virions, da mesma forma que um ndmero elevado de virions
livres pode ser observado no citoplasma das células infectadas (Purrini, 1989).

Quando o MsEPV ¢ inoculado oralmente em doses baixas (103 a 104 por
ninfa de terceiro estadio), provoca a mortalidade dos gafanhotos tratados muitos dias
(14 a 42) ap6s a inoculagdo (Woods et al., 1992). Por outro lado, quando inoculados

com doses elevadas, a mortalidade ocorre nos primeiros dias (2 a 10) ap6s a infeccéo
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e, nesse caso, hao é observada a producdo da forma oclusa do virus. Os autores
argumentam que a utilizac&o de doses elevadas desse patdgeno seria indicada para o
tratamento de populacdes que estejam ocorrendo em elevada densidade, embora nao
se deva esperar por uma taxa de transmissao horizontal consideravel em condi¢cdes
de campo. A opcao por doses baixas do patdégeno levaria a uma maior transmissao do
virus, diminuindo a taxa de crescimento da populagdo, o que, por sua vez, reduziria a
freqliéncia de surtos populacionais. Fendbmeno semelhante foi observado na Argentina,
em testes de laboratério com um virus exético, o EPV de Phoetaliotes nebrascencis e
o gafanhoto Dichroptus elongatus (Lange & Streett, 1 993).

Embora menos estudados que os virus da familia Baculoviridae, a elevada
especificidade, a viruléncia moderada e a possibilidade de formulagao, fazem dos
entomopoxvirus um grupo com potencial para o controle de gafanhotos-praga (Woods
et al., 1992). Os danos causados por EPVs sobre o hospdeiro podem ser diretos,
causando mortalidade nos insetos tratados, ou indiretos, representados por redugao
no consumo alimentar, no desenvolvimento e na taxa de reprodugéo dos individuos
infectados (Streett et al., 1 997).

O consumo alimentar e o desenvolvimento de ninfas de M. sanguinipes
de primeiro e terceiro estadios, inoculadas via oral, respectivamente, com 5x 102 ou
5x103 e 1 x104 ou 1x106 corpos de inclusdo do MsEPV por individuo, foram avaliados
em laboratério durante 40 dias (Olfert & Erlandson, 1991). Para todos os tratamentos,
menos de 20% das ninfas atingiram a fase adulta, ao passo que esse valor foi de
100% para insetos sadios. O consumo alimentar variou de 36 a 76% daquele
observado para as testemunhas, dependendo do estadio do inseto e da dose utilizada.

Assim como ocorre com outros virus oclusos, os esferdides dos EPVs
conferem protecao aos virions contra fatores climaticos adversos, garantindo maior
persisténcia ambiental (Erlandson & Streett, 1997). Ao contrario do verificado com
baculovirus, o tegumento de gafanhotos infectados por EPVs néo é danificado e,
consequentemente, ndo ocorre a liberagdo de corpos de inclusdo no meio ambiente
(Streett et al.,, 1997). Assim, o habito necréfago de inUmeras espécies de gafanhotos
assume papel relevante na transmisséo horizontal da doenga em condi¢des de campo.

Estudos tém demonstrado que a necrofagia € comum nas subfamilias Melanoplinae e
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Oedipodinae, e rara ou ausente nas subfamilias Romaleinae e Gomphocerinae
(Lockwood, 1 989; Lavigne & Pfadt, 1964). Portanto, o sucesso de controle com
EPVs parece maior para melanoplineos. Para o R. schistocercoides (Gomphocerinae),
adultos e ninfas ocorrem durante curto periodo de tempo. Conseqientemente, a
transmissao horizontal do virus é dificultada, o que de certa forma explica o fato de
epizootias ou mesmo simples relatos desses patégenos nao terem sido ainda registrados
no Brasil. A transmissé&o vertical, na qual o patdbgeno passa de uma geragado a outra
do inseto-hospedeiro, nao foi observada para os EPVs.

O pequeno espectro de hospedeiros dos EPVs parece ser um fator
limitante ao emprego desse grupo de patdbgenos na América do Norte, onde os surtos
populacionais de gafanhotos envolvem a participagdo de um complexode 12a 15
espécies diferentes (Streett & Henry, 1990). Em regides onde o0s surtos estao
normalmente associados a uma Unica espécie acridiana, o emprego de EPVs
apresentaria, sob esse aspecto, maior possibilidade de sucesso.

Por serem parasitas intracelulares obrigatdrios, a producdo massal desses
virus tem sido bastante probleméatica. Como a producéo é feita in vivo, o processo é
trabalhoso e pouco eficiente. Tentativas de produgdo do MSEPV em algumas espécies
acridianas ndo foram bem sucedidas e os melhores resultados tém sido obtidos sobre
o hospedeiro original (Oma & Streett, 1993). Esses autores observaram que a inje¢ao
de virions em ninfas de quarto estadio levou a uma producdo de esferdides
significativamente maior que aquela obtida com a administragao oral do virus: 2,0x108
corpos de inclusdo/inseto tratado. Considerando-se a aplicagdo no campo de 1,2x1010
corpos de inclusao/ha, haveria a necessidade de 60 gafanhotos infectados para a
obtencéo da dose desejada (Streett et al., 1 997). Apesar do custo relativamente
pequeno da mao-de-obra e dieta para a produgdo de insetos infectados suficientes
para o tratamento de 1 hectare (U$ 1 3,00), esses autores estimam que o preco do
produto comercial, levando-se em consideracdo o preco de iscas contendo o
microsporideo Nosema locustae, seria da ordem de U$ 247,00/ha.

A possibilidade de emprego de uma formulagdo granular através da
encapsulacado de corpos de inclusdo purificados em matriz de amido foi avaliada por

McGuire et al., (1991) Embora as percentagens de mortalidade e infec¢cdo obtidas
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nao tenham sido significativamente superiores aquelas verificadas no tratamento em
que o virus foi formulado de forma convencional (isca), os resultados foram considerados
positivos. A maior densidade do material encapsulado permite melhor calibragem e
distribuicdo homogénea do produto em condi¢gdes de campo, sobretudo quando se
tém ventos fortes. Uma vantagem adicional foi a manutencédo da atividade viral,
seguida de armazenamento a 4°C, por pelo menos 9 meses, ao passo que produtos
comerciais baseados em isca contendo farelo de trigo, devido a fermentacdo do
substrato, perdem a atividade em menos de 30 dias, quando armazenados na mesma
temperatura.

Testes de campo com o MSEPV empregando o virus encapsulado em
amido foram realizados no periodo de 1989-1 991. Os melhores resultados foram
observados aos 13 dias pds-tratamento, quando as taxas de infeccao obtidas variaram
de 14 a 23%, dependendo da dose utilizada (Streett etal., 1997). A exemplo do que
ocorre com os baculovirus, um conhecimento detalhado do genoma e do processo de
infeccdo dos EPVs é necessario. O emprego da engenharia genética visando ao
desenvolvimento de novos isolados podera conduzir a avangos significativos no controle

de gafanhotos com esses patégenos (Erlandson & Streett, 1997).

Protozoérios

Os protozoarios sdo organismos eucariéticos unicelulares, podendo ser
encontrados em vida livre, parasitando ou em simbiose com plantas e animais. Estima-
se em 65.000 o niumero de espécies, sendo que a metade é constituida de fosseis e
10.000 séao parasitas. Dentro do subreino Protozoa sao reconhecidos sete filos, com
quatro deles incluindo parasitas de insetos: Sarcomatigophora, representados pelos
flagelados e amebas; Apicomplexa, onde destacam-se as gregarinas, neogregarinas e
coccideos; Ciliophora, representados pelos ciliados; e Microspora, onde incluem-se os
microsporideos, potencialmente importantes no controle biolégico de inUmeros insetos
(Undeen & Vavra, 1997; Levine et al.,, 1980). A maioria é encontrada no trato
intestinal do hospedeiro como comensal ou em associagao simbidtica com os mesmos,
com as espécies patogénicas apresentando a capacidade de invadir e se desenvolver

no ambiente intracelular (Tanada & Kaya, 1993).
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Os filos Sarcomastigophora, Apicomplexa e Microspora abrigam os
protozoarios mais virulentos a gafanhotos. Pelo menos 50 espécies de acridideos tém
sido relatadas como suscetiveis a infecgéo por amebas (Lange & Wittenstein, 1998).
A Malameba locustae é dentre as amebas entomopatogénicas a representante mais
importante, podendo infectar uma variedade de ortopteros das familias Tettigoniidae,
Gryllidae e Acrididae (Streett & Henry, 1990). Apds a ingestdo de cistos pelo
hospedeiro, um trofozoito uninucleado (forma vegetativa) é liberado em seu intestino
médio, depois passa para os tubos de Malpighi, podendo interferir na fungcéo excretora
do hospedeiro e, conseqientemente, leva-lo a morte (Castelo Branco Jr., 1998; Braun
et al.,, 1988). Em insetos fortemente infectados, a acumulacéo de cistos no limen
dos tubos de Malpighi provoca hipertrofia, alteragdo de coloragdo e ruptura dos
mesmos, com liberacdo de trofozoitos na hemocele (Lange, | 996). A transmisséo
horizontal resulta da liberagcdo de cistos através das fezes, levando a contaminagéo
do ambiente e dos alimentos.

A distribuicdo geografica de M. locustae é ampla, tendo sido detectada
em populacdes naturais de acridideos na América do Norte, Africa e Australia (Brooks,
1988). O primeiro registro desse protozoario em acridideos da América do Sul foi
feito na Argentina, sobre ninfas de Staurorhectus longicornis (Lange, 1996). Segundo
Streett & Henry (1 990), citados por Lange & Wittenstein (1 998), M. locustae pode
ser (til no controle de acridideos, mediante a liberacdo aumentativa de cistos sobre
ninfas na fase solitaria, evitando ou reduzindo a tendéncia de gregarizacdo de algumas
espécies de gafanhotos. Um vez estabelecida em colbnias, a amebiase acridiana é de
dificil erradicacdo, causando também uma reducé&o no potencial reprodutivo do
hospedeiro (Lange, 1996; Henry, 1990; Braun et al,. 1988). M. locustae foi o primeiro
protista a ser utilizado em tentativas de controle biolégico de acridideos quando Taylor
& King (1937) misturaram cistos da ameba com farelo de trigo e melado de cana-de-
acucar e os forneceram a populagdes naturais de acridideos (Henry & Lange, 1996).

No filo Apicomplexa, a classe Gregarina contém a maioria das espécies
entomopatogénicas, mas somente as pertencentes a ordem Neogregarinida apresentam
algum potencial no controle biolégico de insetos (Lange, 1996). Quanto as gregarinas

da ordem Eugregarinida, apesar de inUmeros registros em gafanhotos, seu potencial
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como agentes de controle biolégico nao foi evidenciado. Sdo parasitas responsaveis
por infeccdes e mortalidade em criacBes de laboratério, principalmente em ambientes
de pouca higiene. Ha um consenso de que, em condi¢fes normais, as eugregarinas se
comportam como comensais ou como parasitas relativamente indbcuos aos hospedeiros
(Brooks, 1988).

Os protozoarios do filo Microspora sdo parasitas esporogénicos
intracelulares e, portanto, obrigatérios (Canning, 1977). Mais de 1000 espécies ja
foram classificadas dentro de aproximadamente 100 géneros (Sprague et al., 1992).
Filogeneticamente, os microsporideos sdo eucariontes primitivos, pois tém um nucleo
verdadeiro. Entretanto, possuem ribossomas semelhantes aos procariontes e nao tém
mitocondrias (Vossbrink et al., 1 987). Apresentam grande capacidade reprodutiva e
caracterizam-se pela producéo de esporos que contém um filamento polar e um agente
infectivo ou esporoplasma (Canning, 1 977). O esporo dos microsporideos é um dos
menores eucariontes conhecidos, medindo entre 3x6 e | x3mm, apresentando formato
ovoide ou elipsdide e estrutura altamente especializada (Lange, 1996).

Os microsporideos tém demonstrado ser o mais importante grupo de
protozoarios entomopatogénicos e possuem grande potencial como agentes de
controle de insetos (Streett & McGuire, 1 990). Esses protozoarios podem matar o
hospedeiro em um prazo de poucos dias a alguns meses apos a infec¢éo, e todos os
estagios do hospedeiro podem ser infectados (McLaughlin, 1971). Sdo encontrados
parasitando insetos em diversas ordens, sendo o género Nosema o mais comum entre
eles, contando com aproximadamente 200 espécies (Sprague, 1982).

Diversas espécies de microsporideos tém sido isoladas de ortépteros,
dentre elas Nosema locustae (Canning, 1953), Nosema acridophagus (Henry, 1967),
Nosema cuneatum (Henry, 1971), Nosema maroccanus (Issi & Krylova, 1987), Nosema
montanae (Wang et al., 1991), Nosema asiaticus (Wen, 1996), Nosemapyrgomorphae
(Lange et al., 1992, Toguebaye et al., 1 988), Heterovesicula cowani (Lange et al.,
1995), Johenrea locustae (Lange et al., 1 996) e Perezia dichroplusae (Lange, 1987).
N. locustae é o microsporideo mais estudado e testado, tendo sido isolado de gafanhotos
na Inglaterra, Canada, Estados Unidos e Africa (Henry & Oma, 1981). Desde que foi

isolado, mais de 100 espécies de acridideos foram relacionadas como suscetiveis
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(Bomar et al.,, 1993; Henry, 1990; Streett & Henry, 1990), incluindo R.
schistocercoides (Silva et al., 1 996). Além disso, N. locustae infecta o proscopideo
Stiphra robusta (conhecido como mané-magro; Silva et al., 1 996), importante praga
de diversas culturas no Nordeste brasileiro. Todos os acridideos parecem ser suscetiveis
a esse patégeno (Streett & Henry, 1 990).

A infeccdo horizontal é iniciada pela ingestdo de esporos de N. locustae
pelo gafanhoto, através de alimento contaminado ou pela pratica da necrofagia
(Bidochka & Khachatourians, 1991). No trato intestinal, o filamento polar é liberado
do esporo e coloca o esporoplasma em contato com a superficie das células epiteliais
do intestino médio, ou o injeta diretamente dentro dessas células (Raina et al., 1987).
O esporoplasma penetra principalmente nas células do tecido adiposo, no qual passa
por duas fases: merog6bnica (forma vegetativa) e esporogbnica (formacéo de esporos),
com invasao de outras células adiposas (Canning, 1962). As mesmas fases podem
ocorrer nos oocitos de fémeas infectadas, resultando na transmissao transovariana.
A infeccdo pode também ocorrer através das glandulas anexas, contaminando o cérion
do ovo, resultando na transmissao transovigénica (Castelo Branco Jr., 1 998). As
infecgcbes sdo mais proeminentes no tecido adiposo, mas também s&o observadas no
pericardio, tecido nervoso, intestino e nas gbnadas (Henry & Oma, 1981). A
acumulagéo de parasitas no tecido adiposo causa hipertrofia e alteragdo de coloracéo
do corpo graxo, diminuindo as reservas energéticas do hospedeiro, acarretando também
perda do vigor, interferéncia na maturacao, reducdo do poder de alimentacao,
diminuicao da fecundidade e alteracdo em seu comportamento (Johnson, 1997;
Canning, 1 962). Em certos casos, alguns microsporideos podem ser mais virulentos
para acridideos que N. locustae, como N. acridophagus (Henry et al., 1 979). Na
realidade, N. locustae é considerado um microsporideo de viruléncia moderada,
devendo ser aplicado contra gafanhotos durante a fase solitaria e em areas restritas
(Streett & Henry, 1 990).

Para propagacao do esporo, N. locustae deve ser cultivado no proprio
hospedeiro ou em cultura de céluias. A recuperacgao de seus esporos é feita macerando-
se os individuos infectados e suspendendo-se os fragmentos em igual volume de agua

(Henry, 1985). Para purificacdo dos esporos, os residuos celulares sao filtrados em
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gaze de algodao e precipitados por centrifugagdo. N. locustae pode sobreviver em
cadaveres de insetos por mais de um ano a -10°C (Bidochka & Khachatourians, 1991).

Em ensaios de campo, Ewen & Mukerji (1980) demonstraram uma
reducdo de 50 a 60% na densidade populacional de M. sanguinipes, Melanoplus
packardiie C. pellucida e prevaléncia de 30 a 40% entre os sobreviventes. Esporos
de N. locustae formulados como isca a base de farelo de trigo e aplicados no campo
causaram mortalidade significativa apds quatro semanas, além de infeccdo nos insetos
sobreviventes (Streett & Henry, 1990). Em popula¢des de acridideos na Argentina,
h& relatos da persisténcia de N. locustae sete anos apds sua introdugdo (Lange, 1992),
mostrando que o patdbgeno, mesmo exdtico, pode se estabelecer em populacdes
autoctones (Henry & Lange, 1996). Esporos frescos de N. locustae provocaram maior
controle do que esporos previamente armazenados em agua ou em cadaveres de
gafanhotos a -10°C (Henry & Oma, 1974). Esses esporos tém mostrado-se mais
eficazes quando formulados como isca, que em suspensdes veiculadas a UBV (Henry
et al., 1978). Esse patdgeno, formulado como isca a base de farelo de trigo, foi
utililizado em mais de 100.000ha/ano na China (7,4X106esporos/1,5kg de farelo/ha),
com um total de 350.000ha j& tratados (Johnson, 1 997). Como resultado, reducdes
populacionais de 40 a 60% e prevaléncia de 20 a 60% nos gafanhotos sobreviventes
tém sido observadas (Long et al., 1996; Yan et al., 1996, citados por Johnson, 1997).
As infecgdes de gafanhotos provocadas por aplicagdes de N. locustae no campo tém
mostrado reducgdo nas atividades de competicdo pelo alimento, bem como na diminuicdo
na taxa de dispersdo ou migragao.

Formulagbes contendo esporos de N. locustae e produtos quimicos
compativeis tém sido também avaliadas. Morris (1985) alimentou ninfas de M.
sanguinipes com folhas de alface que haviam sido imersas numa mistura contendo
esporos de N. locustae e os inseticidas quimicos dimetoato ou carbaril. A taxa de
infeccédo foi elevada e o ganho de peso da ninfa foi menor quando esta foi alimentada
com esporos de N. locustae consorciados com quimicos. Nenhum efeito foi observado
em populagdes com baixa densidade (< 9,6 gafanhotos/m2) quando N. locustae foi
aplicado no campo, mas popula¢gfes com alta densidade foram reduzidas em 40-

45%, com altas taxas de necrofagia e baixa fecundidade em relagcédo ao grupo controle
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(Lockwood & Debrey, 1990). Ao contrario do verificado com outras espécies de
protozoarios, a transmissao, producao e formulagcdo utilizando N. locustae é
relativamente facil (Johnson, 1997). No entanto, a producdo em larga escala de
indculo, para aplicagdes inudantivas ou aumentativas, é considerada por alguns como
um fator limitante a utilizagdo de microsporideos (Henry, 1 990). Geralmente, obtém-
se em torno de 6,4x109 esporos por adulto de Melanoplus differentialis aos 32 dias,
apos a inoculagcao (Henry, 1 990). Por outro lado, Jonhson (1 997) menciona que a
manutencdo de uma taxa de producéo por individuo de 9,1 x 109 gera aproximadamente
1012 esporos por gaiola, contendo 250 adultos de M. differentialis, suficiente para
pulverizar 400ha. O custo de produtos a base de N. locustae vem caindo ao longo dos
dltimos anos, passando de U$ 18,00/ha (Henry, 1985, citado por Jenkins & Goettel,
1997) para U$ 2,47/ha (Streett et al., 1997).

Os protozoarios entomopatogénicos tém poucas caracteristicas compativeis com
aquelas exigidas para os inseticidas microbianos. A baixa patogenicidade, causando
infeccdes crdnicas e subletais em seus hospedeiros, e a dificuldade de producéo em
larga escala, tém dificultado o seu uso. Entretanto, estratégias de controle de longo
prazo, baseadas na introducdo desse agente em areas atacadas por gafanhotos-praga,

devem ser consideradas.

Fungos

Os fungos entomopatogénicos sao responsaveis por cerca de 80% das
doencas capazes de provocar epizootias em populacdes de insetos (Robbs &
Bittencourt, 1998). Além de agirem principalmente por contato ao invés de ingestéao,
eles séo de facil disseminacgéo e sua producdo em larga escala em meios artificiais é
relativamente simples. Os fungos se destacam como os candidatos mais promissores
para o controle biolégico de gafanhotos. Os principais registros de fungos infectando
gafanhotos foram catalogados por Prior & Greathead (1 989).

A doencga fungica mais comum entre os gafanhotos é causada por
Entomophaga ( = Entomophtora} grylli. Acredita-se que essa espécie englobe um

complexo de espécies ou patétipos em diferentes regides, incluindo Africa, Asia,

Australia, Europa, América do Norte e América do Sul (Carruthers et al., 1997;
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Streett & McGuire, 1990). Essa doencga é popularmente conhecida como "summit
disease" (= "doenca do topo"), j& que os insetos moribundos sobem para o apice das
plantas, onde se prendem antes de morrer. E possivel que este comportamento seja o
responsavel pelo maior nUmero de registros dessa doenga em comparacao a outras
doencgas que nédo estdo associadas ao deslocamento do hospedeiro para o topo das
plantas (Greathead, 1992). Os patégenos desse complexo podem causar epizootias
espetaculares de modo a reduzir drasticamente a densidade populacional de seus
hospedeiros. Embora as tentativas de seu uso como agentes de controle biolégico
tenham produzido resultados inconsistentes, esses patdgenos tém demonstrado seu
potencial em diversas partes do mundo. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos
para avaliar os fatores limitantes de sua aplicagdo pratica, como a indisponibilidade
de uma técnica de producao massal, a falta de um método de aplicacdo dos esporos
infectivos ou hifas e sua dependéncia de condicdes ambientais especificas para
sobrevivéncia e infectividade.

No entanto, exemplos como o aumento inoculativo do patétipo | de E.
grylli, nos Estados Unidos, e a introdugado inoculativa do patétipo 3 da Australia para
os Estados Unidos, em associagdo com um subsequente declinio na populagéo das
espécies chaves, indicam que esses patdgenos oferecem alternativas concretas para
o controle biolégico de gafanhotos (Carruthers et al., 1 997). No Brasil, ndo existe
registro desse complexo de espécies, apesar de iniumeros levantamentos de doengas
de gafanhotos (B. Magalhdes, M.R. Faria & J.B.T. Silva, ndo publicado). Fungos menos
comuns, como € o caso do hifomiceto Sorosporella sp., também causam infec¢des
naturais em gafanhotos (Welling et al., 1995). Epizootias causadas por outros
hifomicetos, principalmente Beauveria bassiana e Metarhizium anisophae, tém sido
observadas (Greathead, 1992). B. bassiana tem sido isolado de adultos e ninfas de R.
schistocercoides coletados na Chapada dos Parecis, em Mato Grosso e Metarhizium
flavoviride ( = M. anisoptiae var. acridunr, Driver et al., 1999), de adultos de S. pallens
coletados no Rio Grande do Norte (Moreira et al., 1996). A avaliacao da patogenicidade
e viruléncia de B. bassiana, Beauveria brongniartii, M. anisopliae, M. flavoviride,
Paecitomyces farinosus e Verticillium tecanii em condi¢cdes de laboratdrio, sobre

diferentes acridideos, revelou indices de infeccdo bastante varidves, de 0 a 100%
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(Tabela 1). Os resultados oscilam em fungcao de iniumeros fatores, como espécie e
isolado do patdgeno, espécie e estagio do hospedeiro, dose e formulagdo empregada,
método de inoculacdo e condi¢gbes de incubagdo. Quando avaliados em casa-de-
vegetacao ou em experimentos de campo, B. bassiana e M. flavoviride causaram
indices de mortalidade elevados, mas V. /ecan/7 mostrou-se pouco eficiente (Tabela
2), mesmo sendo capaz de infectar gafanhotos em laboratério (Harper & Huang,
1986). Johnson et al. (1988) demonstraram a possibilidade de infectar trés espécies
com esse patégeno, utilizando diversas técnicas de inoculagéo, mas nédo foi possivel
observar transmissao horizontal e a eficacia em experimentos de campo foi baixa. Os
testes vém sendo realizados principalmente no Canada, na Australia, em paises da
Africa e do Brasil. Em alguns casos, a aplicacdo de B. bassiana em formulacao oleosa
(2 a 5x1013 conidios/ha) tem levado a redugbes substanciais nas populacgbes de
gafanhotos (Jaronski & Goettel, 1997, Inglis et al., 1997). Na avaliacdo dessas
aplicagbes, os insetos séo coletados no campo, apds a aplicagdo de B. bassiana, e
mantidos em gaiolas em laboratério. Entretanto, nem todos as aplicagfes de campo
tém sido tdo bem sucedidas. Por exemplo, na aplicagdo de B. bassiana (2x1013 conidios/
ha), na ilha de Cabo Verde, apenas 30% dos insetos coletados e mantidos em gaiolas
em laboratdrio desenvolveram infecgao e, além disso, ndo houve reducéo significativa
na populagcao de campo (Lobo-Lima et al., 1 992). As avaliagbes da eficiéncia de M.
flavoviride na Africa (IMl 330189), Austrélia (F 1 985 =ARSEF 324) e no Brasil (CG
423) indicaram reducgdes populacionais entre 60 e 80%, embora em alguns casos
esse valor tenha se aproximado de 100%. Informac¢fes complementares referentes
a outros ensaios realizados com M. flavoviride, dentro do programa LUBILOSA (Lutte
Biologique contre les Locustes et les Sauteriaux), podem ser obtidas em tabela
compilada por Lomer et al. (1997). M. flavoviride vem sendo desenvolvido como
bioinseticida para o controle de ortépteros-praga na Africa, com recursos de agéncias
do Canad4, Holanda, Reino Unido, EUA e Suica, e resultou no langcamento do produto
comercial GreenMuscle' em 1998, apds 9 anos de intensas pesquisas. A empresa
denominada BCP ser& responsavel pela producdo do bioinseticida para o tratamento
inicial de 50.000 hectares, nas regides Central e Sul da Africa, sobretudo em areas
onde o uso de quimicos ndo é bem aceita, como nos parques nacionais (Bateman,

1997).
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M. anisopliae esta sendo testado na Colémbia para controle de R.
schistocercoides. A maioria das formulagdes testadas apresentou deficiéncias em
relacdo a aderéncia e cobertura da folhagem e da cuticula dos insetos, reduzida
dispersdo e manutencao dos conidios em suspensao nos tanques de aplicagéo, além
de baixa tolerancia as condi¢cdes adversas do meio ambiente, tais como radiacdo
ultravioleta (A. M. Cotes, comunicacao pessoal).

Os propagulos infectivos ou conidios de fungos entomopatogénicos,
pertencentes ao grupo dos hifomicetos e utilizados em experimentos e programas de
controle de gafanhotos, podem ser produzidos na superficie de meios liquidos, em
substratos sélidos ou sistemas bifasicos. O sistema bifasico de fermentacgéo liquida e
sélida combina as vantagens dos dois sistemas e é bastante usado para producao de
B. bassiana e M. flavoviride. Esse sistema é apropriado para laboratérios modestos,
localizados em éareas afetadas por gafanhotos, como ¢é feito na Africa para producéo
de M. flavoviride. O in6culo é produzido em meio liquido a base de subprodutos de
extrato de levedura e sacarose, em frascos mantidos em agitador. Dois a trés dias
sdo suficientes para formacdo de uma biomassa que é transferida para o arroz
parboilizado, previamente esterilizado por autoclavagem. Em seguida, adiciona-se agua
ao arroz, de modo a proporcionar um teor de umidade de 35-40% ap6s a inoculagcao
com o fungo. Esse sistema utiliza um quilo de arroz acondicionado em sacolas plasticas
autoclavaveis que é transferido para bacias plasticas empilhadas. Dez dias depois, as
bacias sdo abertas e empilhadas novamente, para secagem do material, durante 48h,
em sala equipada com desumidificador. Os conidios sao extraidos do arroz usando um
extrator em ciclone e secos até atingir 5% de teor de umidade num dessecador. Os
conidios podem entdo ser armazenados por periodos de 1 a 2 anos em forma de p6.
Essa técnica permitiu a producéo de quantidade suficiente de conidios para realizagéo
de experimentos em uma &area de 1000ha na Africa (Jenkins & Goettel, 1997).

Recentemente, a empresa Mycotech Corporation desenvolveu um
sistema de producédo de B. bassiana em larga escala e tem buscado a comercializagdo
de vérias formulagdes. Seu primeiro bioinseticida, Mycocide GH”, foi registrado para
comercializagdo nos Estados Unidos contra varias espécies de gafanhotos e grilos.

Nesse sistema de producédo, conidios de B. bassiana sao produzidos em fermentadores
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em meio soélido. O in6culo produzido em meio liquido é absorvido num substrato a
base de amido, com injecdo de oxigénio entre as particulas. Temperatura, umidade e
aeracao sao controladas e podem ser otimizadas para cada isolado fangico. Utilizando
esse sistema, é possivel produzir até 2,6x1013 conidios/kg de substrato, embora a
produtividade varie de um lote para outro. O produto final € um p6 seco que pode ser
armazenado a temperatura ambiente por até 6 meses e pode ser facilimente formulado
para aplicagdes a UBV. A Mycotech produz quantidade de fungos entomopatogénicos
suficiente para o tratamento anual de 200.000 hectares, a taxa de 2,5x1013 conidios/
ha (Bradley, 1 996; Bradley et al., 1992). Esse sistema pode ser adaptado para outros
patégenos com facilidade e é economicamente viavel para producao em larga escala.
Essa empresa utiliza fermentadores de 1 500 litros para producéo de indculo liquido e
bioreatores de 6 ou 1 9m3 contendo o meio de cultura sélido a base de amido e ja

conseguiu registro de B. bassiana para controle de gafanhotos nos Estados Unidos.

Termorregulacao

Termorregulacdo refere-se a capacidade de controlar a temperatura
corporal, independentemente da temperatura ambiental, através de mecanismos ativos
de natureza fisiol6gica ou comportamental (Chappell & Whitman, 1990). Em funcao
desse fendbmeno, a temperatura corporal difere do que seria esperado se o inseto
respondesse passivamente as alteracdes da temperatura externa. Acredita-se que a
termorregulacéo fisiolégica (= metabdlica) observada em S. gregaria, por exemplo,
esteja relacionada ao ajuste da temperatura toraxica, de forma a garantir um
desempenho satisfatério durante os véos de longa distancia caracteristicos dessa
espécie (Heinrich, 1981, mencionado por Whitman, 1988). Através de comportamentos
relacionados a postura e orientagcéo corporal em relacdo a radiagdo solar e a selecéo
de microhabitats favoraveis, os gafanhotos séo capazes de aumentar ou diminuir a
taxa de absorcdo de energia radiante. De fato, para a maioria das espécies, 0s
mecanismos comportamentais sdo os Unicos disponiveis para o controle da temperatura
corporal (Carruthers et al., 1992). Dados compilados por Chappell & Whitman (1990)
mostram que temperaturas corporais observadas em condi¢cdes naturais para 11

espécies de gafanhotos podem superar a temperatura ambiente em 7 a 18°C.
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Os beneficios advindos da termorregulacdo estdo relacionados
principalmente & manutencéo de limites favoraveis ao desenvolvimento da espécie,
permitindo maior exploracao do habitat, e outras vantagens, como a maior capacidade
de fuga de predadores e parasitdides e uma reducéo do impacto de infec¢bes causadas
por patdbgenos. Entretanto, o papel da termorregulacdo como meio de defesa é
controverso. Por exemplo, Carruthers et al. (1992) argumentam que a maior exposi¢ao
durante os "banhos de sol" aumentaria as chances de predagao por passaros e outros
inimigos naturais.

A influéncia da termorregulagdo na taxa de desenvolvimento é bem
exemplificada pelo gafanhoto univoltino Taeniopoda eques. O ambiente desértico onde
esse inseto ocorre oferece em média 692 graus-dia (GD) ao longo do periodo
compreendido entre a eclosao (julho) e as geadas (outubro/novembro) que provocam
a morte dos adultos. Para o desenvolvimento do gafanhoto sdo necessarios 850GD e
gracas a termorregulagdo comportamental o déficit de 158GDs é compensado,
garantindo, em uUltima analise, a sobrevivéncia da espécie (Whitman, 1 988).

O primeiro experimento a demonstrar a elevagéo da temperatura corporal
de um gafanhoto em resposta a uma infecgado microbiana foi conduzido por Boorstein
& Ewald (1987). Ap6s a administragdo oral do microsporideo N. acridophagus, ninfas
de M. sanguinipes selecionaram temperaturas por volta de 40°C, enquanto a
temperatura preferencial dos insetos antes da inoculagéo e dos insetos do controle
ao longo do experimento foi de 34°C. Apo6s 28 dias, a taxa de sobrevivéncia de
gafanhotos inoculados nédo diferiu daquela observada para o controle, embora o ganho
de peso corporal tenha sido afetado. Em experimento com ninfas de C. peiiucida
tratadas com E. grylli(patétipo 1), a taxa de mortalidade para os insetos submetidos
a 8h/dia de radiagéo solar artificial foi <1 % e para aqueles mantidos sob luz difusa,
e portanto incapazes de termorregular, a mortalidade foi de aproximadamente 60%.
Além disso, o periodo para a morte dos insetos infectados foi de 11 dias, no primeiro
grupo e de 7 dias, para o ultimo tratamento (Carruthers et al., 1 992).

Ninfas de M. sanguinipes, infectadas por B. bassiana e submetidas a um
gradiente calor, selecionaram temperaturas mais elevadas que aquelas do controle.

A temperatura toraxica variou de 38 a 42°C para os individuos infectados e sendo a
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temperatura maxima para a germinagao e crescimento vegetativo de B. bassiana na
faixa de 35 a 38°C, o desenvolvimento do fungo foi adversamente afetado. Em
experimentos com exposicao continua a diversas temperaturas, observou-se que o
desenvolvimento da doencga nao foi afetado para gafanhotos infectados e mantidos a
30°C, ao passo que em temperaturas de 35-40°C a incidéncia de micose foi <7%. A
exposicdo diaria a uma fonte de calor (lampada incandescente de 25W), por 6h,
reduziu em 98% a incidéncia da doenca (Inglis et al., 1 996a).

A termorregulacdo em acridideo de clima tropical, em resposta a uma
infeccdo fangica, foi demonstrada recentemente sob condi¢cdes naturais (Blanford et
al., 1998). A temperatura preferencial de Oedaleussenegalensis foi de 39°C, variando
de 24°C, no periodo da manhéa a 46°C, em periodos de elevadas insolacdo e temperatura
ambiental; e para aqueles infectados por M. flavoviride, essa temperatura foi de
aproximadamente 42°C. Trabalhos anteriores demonstraram que a temperatura 6tima
para germinacdo, crescimento hifal e esporulagdo do isolado IMI 330189 de M.
flavoviride foi de 30, 27 e 25°C, respectivamente, embora em torno de 40°C ainda
tenha sido observado um pequeno desenvolvimento do fungo (Thomas & Jenkins,
1997). Entretanto, a febre comportamental ndo afetou adversamente esse patdégeno,
pois a taxa de mortalidade de insetos infectados foi de 86%, apods 21 dias. Esses
resultados podem estar relacionados a diferentes fatores, como impossibilidade dos
insetos manterem a temperatura corporal elevada por mais de 8h diarias, aparecimento
de dias nublados que dificultam a elevacdo da temperatura corporal para limites
desfavoraveis ao patégeno e impossibilidade do sistema imunolégico superar a invasao
de um numero expressivo de estruturas flingicas. Nesse caso, a febre comportamental
poderia estar agindo no sentido de retardar o desenvolvimento da doenga por tornar
as condi¢cdes desfavoraveis ao patégeno durante certo tempo. Segundo os autores,
isso explicaria o maior tempo para a morte dos insetos observado em condi¢cdes de
campo e a sobrevivéncia de alguns insetos tratados (provavelmente aqueles que
receberam uma menor carga de conidios sobre a cuticula).

A elevada temperatura corporal pode explicar, pelo menos parcialmente,
resultados insatisfatorios obtidos em experimentos de campo com fungos

entomopatogénicos, microsporideos e possivelmente outros microrganismos. Tal
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fendbmeno pode ser um fator limitante ao emprego de determinados microrganismos
em algumas regides ou épocas do ano. Inglis et al. (1 996b), por exemplo, observaram
que em ensaios de campo realizados com B. bassiana, os melhores niveis de controle
de gafanhotos sao obtidos em épocas de temperaturas amenas. Estudos criteriosos
que demonstrem a extensao da capacidade termorregulatéria de acridideos-praga e
as exigéncias térmicas dos patdgenos considerados para aplicacdo em nivel de campo
devem ser conduzidos no sentido de propiciar o estabelecimento de épocas do ano

em que a aplicagdo de bioinseticidas tenha maior probabilidade de sucesso.

Seguranca no emprego de patdégenos de gafanhotos

O amplo espectro de hospedeiros de alguns microrganismos empregados
no controle biolégico de gafanhotos, associado a estratégia de utilizagdo desses
patdbgenos, normalmente através de liberagcdes inundativas, tem causado certa
apreensao quanto ao aparecimento de possiveis efeitos adversos sobre organismos
ndo-alvo. Os riscos potenciais estéo relacionados a reagdes alérgicas e toxicidade a
vertebrados, incluindo o homem; patogenicidade a organismos nao-alvo, afetando
negativamente organismos benéficos e outros; e possibilidade de que a populacdo do
inseto-alvo seja totalmente dizimada, o que provocaria desequilibrios no ecossistema
(Goettel et al.,, 1990; Burges, 1981). Reagles alérgicas, embora pouco comuns, estdo
em geral associadas a métodos inadequados de manuseio e aplicagdo, o que poderia
ser evitado pela adogcdo de medidas simples de seguranca, que, na realidade, séo as
mesmas recomendadas para produtos quimicos. Embora controversa, muitos autores
defendem a idéia que efeitos adversos oriundos da liberacdo de microrganismos agentes
de controle biolégico sdo pouco provaveis e, se ocorrerem, seriam de curta duragdo
e pequeno impacto ecolégico (Cook et al., 1 996).

Dentre os indmeros patdgenos de gafanhotos, os fungos tém sido objeto
de profundos debates acerca de riscos associados ao seu emprego. E importante
distinguir entre os riscos relativos a liberagdo de espécies fungicas em funcéo do
critério especificidade. A introducédo de fungos altamente especificos, como por
exemplo E. grylli, é potencialmente mais perigosa que a liberagdo de fungos com

amplo espectro de hospedeiros (Goettel, 1 994). De acordo com esse autor, esses
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fungos, que normalmente tém uma distribuicdo geografica mais restrita e estéo
associados a epizootias frequentes, sdo excepcionalmente virulentos quando
comparados aqueles com baixa especificidade (DL50 é uma ou duas poténcias menor),
havendo, portanto, a possibilidade de danos severos a populagdes de insetos
filogeneticamente préximos ao inseto-alvo.

Todos os patoétipos de E. grylli sdo parasitas obrigatorios de ortopteros, mais
especificamente de representantes da familia Acrididae e, consequentemente, nao
sé@o patogénicos a outros organismos (Carruthers et al., 1997). Entretanto, a introducéo
de E. grylli pode colocar em risco populacdes de gafanhotos benéficos, como aqueles
que consomem preferencialmente plantas daninhas ou simplesmente acridideos que
ndo sao considerados indesejaveis ao homem, mas que séo elos relevantes da cadeia
alimentar (Lockwood, 1993).

Quanto as espécies de fungos com maior espectro de hospedeiros e que
sdo empregadas em programas de controle de gafanhotos, testes ecotoxicologicos
tém evidenciado os efeitos deletérios sobre diversos artropodes e mesmo vertebrados.
Assim, efeitos adversos dos fungos B. bassiana e Metarhizium spp. sobre organismos
nao-alvo como abelhas (Butt et al., 1994; Vandenberg, 1 990), coccinelideos (James
& Lighthart, 1 994; Magalhdes et al., 1 988), crustaceos (Genthner et al., 1 994),
peixes (Genthner & Middaugh, 1995, 1992; Sherwood etal., 1 994) e outros ja foram
relatados, sobretudo em testes realizados em condi¢gfes de laboratério. Nesses testes,
normalmente sdo empregadas doses excepcionalmente elevadas do patégeno e
metodologias de aplicagcdo que garantam uma exposi¢do maxima do organismo-alvo,
condicdes estas raramente satisfeitas em aplica¢des inundativas do patégeno a campo.
Outros fatores, como o emprego de insetos estressados (Donegan & Lighthart, 1988)
e a auséncia de restricdes ambientais ao desenvolvimento do patdégeno (Roberts &
Campbell, 1977), podem igualmente resultar em infecgbes que em situagdes reais
ndo ocorreriam ou que poderiam acontecer em intensidade consideravelmente menor.

Isolados fungicos em desenvolvimento, como bioinseticidas contra
gafanhotos, tém sido avaliados sobre organismos nado-alvo. Em experimentos
laboratoriais com o isolado GHA de B. bassiana sobre a abelha Megachile rotundata,

nas doses de 102, 104 e 106 conidios/pré-pupa, foram obtidos indices de mortalidade
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de 0, 32 e 92%, respectivamente (Goerzen et al., 1990). Entretanto, em experimentos
de campo com o emprego de gaiolas, a aplicagdo sobre as plantas de dose equivalente
a recomendada para o controle de gafanhotos, seguida da liberagdo de M. rotundata,
resultou em mortalidade inferior a 4% (Goettel & Johnson, 1994). A aplicagdo em
laboratério de dose equivalente a 1,0 x 1013 conidios/ha sobre ninfas de M. sanguinipes
resultou na mortalidade de 72,5% dos individuos, ao passo que apenas 20,8% dos
adultos do coledptero Tenebrio moiitor sucumbiram a infeccéo (Brinkman et al., 1997).
Ja em testes com embrides e larvas do peixe Pimephales promeias, o isolado GHA
ndo provocou mortes ou evidéncias de infecgdo apds exposicéo a 7,5x10a conidios/
ml de suspensao (Collins et al., 1994). Em experimentos com aves nao foram
observados efeitos negativos provocados pelo isolado GHA (Althouse et al., 1 997).

Os dados dos estudos moleculares ja realizados com isolados de M.
fiavoviride sugerem alta homogeinidade e certa especificidade, o que tornaria esses
isolados mais seguros para emprego em condicdes de campo (Driver et al.,, 1999;
Bridge et al., 1997; Magalhédes et al., 1997). Em laboratério, a aplicagdo de formulacdes
oleosas e aquosas do isolado IMI 330189 em dose equivalente a 5x10"2 conidios/ha
resultou na mortalidade de 11% e 8% de adultos da abelha Apis mellifera,
respectivamente (Bali et al., 1994). Por outro lado, a aplicacdo de produtos quimicos
(fenitrotion e os piretroides permetrina e resmetrina) em doses subletais aos gafanhotos
resultou na morte de todas as abelhas tratadas. Quando avaliou-se a patogenicidade
de outro isolado desse grupo, Mfl 5, sobre inUmeros artréopodes nao-alvo, nao foram
observados efeitos adversos (Peveling & Demba, 1997). Nesse mesmo estudo, o
isolado fungico mostrou-se altamente virulento a S. gregaria, e todos os inseticidas
quimicos avaliados foram deletérios aos artrépodes tratados.

Os riscos envolvidos com o emprego de isolados em desenvolvimento
para o controle de gafanhotos-praga nao devem ser ignorados. O isolado GHA de B.
bassiana, pulverizado em dose equivalente aquela recomendada para emprego em
campo, retardou o desenvolvimento de larvas do coccinelideo Serangiumparcesetosum,
ao passo que adultos tiveram sua capacidade de predacédo reduzida em mais de 50%
(Poprawski et al., 1998). O mesmo isolado foi avaliado sobre 5 artropodes nao-alvo,

em testes conduzidos simultaneamente em Niger e Mauritanea (Peveling et al., 1994).
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Nos testes laboratoriais realizados em Niger, praticamente ndo foram observadas
infec¢cBes, ao passo que na Mauritdnea a mortalidade de tenebrionideos foi de 20-
35% e superior a 90% para reduvideos e aranhas. Em ambos os testes foi feita a
inoculacéo tépica de doses elevadas do fungo, resultando em doses de, por exemplo,
5.000 conidios sobre o tenebrionideo Trachyderma hispida. Nos testes realizados em
condi¢cdes de campo, com a aplicacdo de dose equivalente a 1,25x1013 conidios/ha,
ndo foram observados artrépodes infectados pelo fungo.

Com relagdo aos virus entomopatogénicos e em funcdo do modo de
acdo dos mesmos, que, dentre outros eventos, envolve a ingestao oral, dissolugao
dos corpos de inclusao em insetos com pH intestinal alcalino ou levemente acido,
como em gafanhotos, e a presenca de receptores especificos ha membrana plasmatica
do inseto hospedeiro, esse grupo de patdbgenos obrigatérios tem demonstrado elevada
especificidade aos organismos-alvo. Apesar de apresentarem semelhangas com
poxvirus de vertebrados, os EPVs distinguem-se pela presenca dos corpos de inclusao
de natureza protéica, além de serem capazes de replicagcdo a 28°C (Erlandson &
Streett, 1 997; Souza & Lecuona, 1996). Foi demonstrado que o perfil das proteinas
do entomopoxvirus de M. sanguinipes (MsEPV) difere substancialmente daquele de
vertebrados (Langridge & Roberts, 1982) e testes com entomopoxvirus sobre
vertebrados nao tém demonstrado efeitos indesejaveis (Ignoffo, 1 973). Apesar do
MsEPV ter sido mencionado atacando o cupim Reticulotermes fiavipes (Levin et al.,
1993), as mortes s6 foram observadas quando os insetos ingeriram o virus nao-ocluso,
situacao artificial que ndo ocorreria em condi¢gbes de campo. Além disso, o virus ndo
foi capaz de replicar no interior das células infectadas. Em experimentos com a abelha
M. rotundata, a adic&o a dieta de 103 e 105 corpos de inclusdo do MsSEPV né&o resultou
em efeito adverso (Goerzen et al., 1990). A inclusao de 4x108 corpos de inclusao/ml
e 4x108 virions/ml do mesmo virus ndo diminuiu a longevidade e nem provocou sinais
de infeccdo em A. mellifera (Vandenberg et al., 1 990).

Quanto ao microsporideo N. locustae, a patogenicidade desse organismo
esta restrita a membros da familia Acrididae (Johnson, 1 997). Em experimento com
adultos de A. mellifera, ndo observou-se sinais de infecgéo até 26 dias apos a ingestéo

de diferentes doses (50, 5x102, 5x1030u 5x104) de esporos do patégeno (Menapace
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et al.,, 1978). Da mesma forma, a inje¢do intra-hemocélica dos esporos ndo provocou
infeccdo no camarao Palaemonetespugio (Fournie et al., 1990). Ainda, a formulagdo
tipo isca, empregada nos produtos comerciais a base de esporos de N. locustae,
reduz consideravelmente a exposi¢cao de organismos nao-alvo a esse patdégeno, além
de minimizar possiveis efeitos deletérios.

Efeitos negativos de nematdides entomopatogénicos sobre vertebrados nunca foram
relatados em condi¢des naturais (Bathon, 1996). Embora apresentem elevada polifagia
em condi¢des de laboratério, o espectro de hospedeiros em condigdes de campo é
limitado por fatores como a distribuicao temporal e espacial de organismos suscetiveis
no solo onde ocorrem, rapida reducéo da densidade inicial apés aplicagdo no campo e
pequena capacidade de dispersao (Bathon, 1996). De acordo com este autor, até o
momento nao foram observados efeitos adversos sobre a fauna de artrépodos nos
testes conduzidos com nematéides entomopatogénicos em condi¢des de campo. O
nematoide S. scapterisci, considerado para o controle de paquinhas na Flérida, é
altamente especifico a ortdpteros e nao tem causado danos a fauna do solo (Parkman
& Smart, 1 996; Parkman et al.,, 1994).

Concluindo, percebe-se uma grande seguranga dos microrganismos
entomopatogénicos empregados para o controle de gafanhotos-praga. Além disso,
riscos potenciais podem ser praticamente eliminados, dependendo da formulagdo
empregada e da estratégia de pulverizagcdo. S&o remotas as possibilidades de que
aplicacdes direcionadas de patdgenos sobre bandos de ninfas, por exemplo, acarretem
efeitos negativos em populagdes de organismos ndo-alvo. Sem duvida que a realizagéo
de testes ecotoxicologicos sdo relevantes e merecem a devida atencdo daqueles
envolvidos no desenvolvimento de bioinseticidas. Entretanto, deve-se salientar que os
inseticidas quimicos atualmente registrados para o combate de gafanhotos-praga séo
indubitavelmente mais prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana que quaisquer

dos patégenos empregados no controle biolégico desses insetos.

Controle microbiano de gafanhotos no Brasil
Na ultima década, varias espécies de gafanhotos tém se constituido em

pragas agricolas, em diferentes regioes brasileiras (Miranda et al., 1996; Cosenza et
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al., 1994; Barrientos, 1 993). As mais prejudiciais tém sido S. pallens, no Nordeste e
R. schistocercoides, no Centro-Oeste, que atacam, entre outras plantas, gramineas
nativas, cana-de-aguUcar, arroz e milho. A recorréncia de seus surtos esté relacionada
com mudancgas climaticas, principalmente variagbes pluviométricas interanuais
(Miranda et al., 1 996). No Nordeste, além de S. pallens, ocorre o S. robusta, que
causa sérios danos a cultura do caju, entre outras. O impacto econdémico do ataque
dessas pragas esta relacionado aos danos diretos causados nas culturas e ao custo de
controle. Os agricultores, com a ajuda do Estado, tém tentado resolver o problema
através da utilizacdo de inseticidas quimicos tradicionais. Essa prética é justificada
pela alta e imediata mortalidade causada por esses produtos a populagéo da praga.
No entanto, a longo prazo, o problema tende a se agravar, principalmente pela
eliminacdo de inimigos naturais, como parasitdides e predadores vertebrados e
invertebrados.

Conseqguentemente, para um controle racional da praga, a alternativa
mais sustentavel e de maior viabilidade, do ponto de vista econdmico e ambiental,
seria 0 uso de agentes naturais de controle. Os inimigos naturais mais comuns de
gafanhotos no Brasil sdo aves, insetos predadores e patégenos. No entanto, os fungos
tém sido alvo de inimeras pesquisas e desde o isolamento de M. fiavoviride, CG 423,
de S. pallens coletado no Rio Grande do Norte (Moreira et al., 1996), os seguintes
estudos foram realizados: citologia e desenvolvimento de M. fiavoviride in vitro (Xavier-
Santos, 1995); processo de infeccdo de M. fiavoviride sobre R. schistocercoides
(Vicentini & Magalhaes, 1 996); infeccdo multipla de M. fiavoviride, M. anisopliae e B.
bassiana sobre R. schistocercoides (Magalhdes & Gama, 1995); compatibilidade entre
bioinseticida e inseticida quimico (Xavier-Santos et al., 1997); caracterizagdo
bioquimica e molecular de M. fiavoviride (Valadares et al., 1996; Magalhaes et al.,
1997); transformacéo de M. fiavoviride para resisténcia a benomil (Valadares-Inglis
& Inglis, 1997); variabilidade genética entre populagdes de gafanhotos (Silveira et
al., 1998); efeito da temperatura, teor inicial de agua e substrato na producao de
conidios de M. fiavoviride (Magalhdes & Frazdo, 1 996); viabilidade de M. fiavoviride
formulado em dleo vegetal (Magalhaes et al.,, 1997); e consumo alimentar de R.

schistocercoides infectado por M. fiavoviride (Faria et al., 1 999).
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Em experimentos de campo em gaiolas, realizados em Campo Novo dos
Parecis (MT), conidios do isolado CG 423 de M. flavoviride foram formulados em 6leo
de soja e querosene (5%) e aplicados a UBV sobre plantas de arroz, utilizando-se o
equivalente a 2x10I3conidios/ha. Em seguida, 50 ninfas de quinto e sexto estadios de
R. schistocercoides foram adicionadas as gaiolas. O patégeno causou 54% de
mortalidade, aos 21 dias apds tratamento (Magalhaes, 1997). O mesmo formulado
foi pulverizado diretamente sobre bandos de ninfas de segundo e terceiro estadios em
novembro de 1998. A mortalidade estimada aos 14 dias apés tratamento foi de 83%
(B. Magalhdes, M. Lecoq, M. Faria, F. Schmidt & W. Guerra, nao publicado). As
condi¢cdes climéaticas da regido, caracterizadas por umidade elevada, temperaturas
amenas e céu nublado com menor incidéncia de raios UV, favorecem a atuacao do
fungo. A implementacao do uso de M. flavoviride como bioinseticida para o controle
de R. schistocercoides, no Mato Grosso, devera ser baseada na estratégia de controle
preventivo de bandos de ninfas nas proximidades das lavouras, num raio de até 20km
no maximo, como preconizado por Miranda et al. (1996). Essa idéia se baseia no fato
de que o problema é local e que ndo se busca abaixar o nivel das popula¢gdes no
conjunto de sua area de distribuicdo, mas sim estabelecer uma estratégia de controle

integrado, permitindo o convivio com a praga.

Consideracdes finais

Dentre os patégenos de gafanhotos, os fungos certamente ocupam um
lugar de destaque e apresentam condi¢cdes de serem desenvolvidos como bioinseticidas
eficientes. Embora os resultados de experimentos de campo em varios paises com
produtos a base de M. flavoviride e B. bassiana contra gafanhotos tenham sido
satisfatérios, uma das maiores limitacdes ao uso desses patdgenos é o tempo necessario
para matar o inseto-alvo. Entretanto, apesar de seu modo de acéo lento, os fungos
provocam mudangas no comportamento do hospedeiro que podem favorecer as
estratégias de controle. Insetos doentes apresentam menos mobilidade e consomem
menos alimentos do que insetos sadios (Faria et al., 1 999; Sieglaff et al., 1 997).
Outra vantagem da infecgdo fungica é que ao diminuir a mobilidade do hospedeiro,

este se torna mais vulneravel a acao de predadores. Ainda, conforme mencionado
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anteriormente, o lento modo de acdo do fungo ndo chega a ser um problema na
estratégia de controle preventivo de R. schistocercoides, que ataca principalmente
gramineas nativa durante a fase ninfal.

Acredita-se que o desenvolvimento da estratégia de controle preventivo
de bandos de ninfas nas proximidade das lavouras, como parte de um sistema de
manejo integrado, seja viabilizado com o uso de bioinseticidas fungicos, uma vez que
na sua fase inicial de vida, nos trés primeiros estadios, os insetos sao mais vulneraveis
ao patdogeno. No entanto, o desenvolvimento comercial desses bioinseticidas no pais
esbarra em duas questdes fundamentais. A primeira é aquela relacionada a producéo
semi-artesanal de fungos entomopatogénicos, atualmente praticada. Tal sistema de
producdo ndo tem condi¢des de, em curto espacgo de tempo, responder a uma demanda
elevada de bioinseticidas para o controle de gafanhotos. A segunda esta relacionada
com a possibilidade de se dispor de um produto final estavel a temperatura ambiente,
durante um ano pelo menos, de modo a evitar que as fabricas de bioinseticidas
continuem a produzir quase que exclusivamente sob encomenda, e garantindo ao
usuarios um produto de boa viabilidade, mesmo ap0és situa¢cdes de transporte e

armazenamento nem sempre apropriadas.
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RESISTENCIA DE LEPIDOPTEROS A
NUCLEOPOLIEDROVIRUS COM ENFASE
NO SISTEMA LAGARTA-DA-SOJA-VPNAg

Daniel R. Sosa-Gémez
Flavio Moscardi

INTRODUCAO

Nesta revisdo serdo abordados os aspectos da resisténcia da lagarta da
soja, Anticarsia gemmatalis Hibner, ao seu virus de poliedrose nuclear (VPNAQ),
considerando, principalmente, o conceito classico de resisténcia definido pelo Comité
de Especialistas sobre Inseticidas da Organizagdo Mundial da Saude. Em sistemas
envolvendo patdgenos e insetos o conceito pode ser modificado, definindo resisténcia
a patégenos como "o desenvolvimento da habilidade de tolerar dosagens de indculo
que habitualmente provocariam a doenga e/ou morte na maior parte dos individuos
em uma populacdo normal da mesma espécie" (World Health Organization, 1 957;
Omoto & Alves, 1998). Assim, aspectos ligados ao desenvolvimento como diferencas
de suscetibilidade entre instares, diferencas de suscetibilidade devido a fatores
nutricionais ou de ambiente serdo considerados em segundo plano.

Considerando-se a extensao de area tratada em nivel mundial, atualmente
o Brasil possui o maior programa de controle microbiano de insetos, através da utilizacéo
de baculovirus (Moscardi, 1989; Moscardi & Sosa-Gomez, 1996; Moscardi, 1999).
Desde 1 989/90 a aplicagdo de baculovirus tem oscilado em torno de 1.000.000ha
(Moscardi & Sosa-Gomez, 1993), com excec¢ao da safra 1997/98, quando a utilizagao

do VPNAg atingiu cerca de 1.400.000ha (Moscardi, dados néo publicados). Apo6s
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mais de 15 anos de programa, tém surgido alguns casos de insucesso do uso do virus,
cujas causas foram consideradas por Moscardi (1999). Os estudos sobre a resisténcia
da lagarta da soja ao seu baculovirus foram inicialmente desenvolvidos no laboratério
de Patologia de Insetos da Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Embrapa
Soja) - para determinar as causas da ineficiéncia do baculovirus no controle das
populagdes de Anticarsia gemmatalis, que ocorreram nas safras 1991/92, nas regifes
de Passo Fundo (Jacobsen comunicacao pessoal) e 1 993/94, em Ibiporé (L. Morales
comunicagédo pessoal) e Bela Vista do Paraiso (D.R. Sosa-Gomez observagéo pessoal).
Os estudos sobre resisténcia, que sao de grande relevancia nos programas de controle
microbiano, visam ao entendimento dos mecanismos que regulam a manifestacéo da
resisténcia e o estabelecimento dos padrdes do seu desenvolvimento, evitando assim
que interfiram no controle eficiente da praga. A partir de 1991, procurou-se obter
subsidios para avaliar se esse fendmeno se manifestava em populac¢des da lagarta da
soja e, em caso positivo, delinear as estratégias a serem adotadas para possibilitar o
manejo adequado dos casos de resisténcia.

Devido a extensao da area tratada e a maior freqiiéncia do uso do VPNAg
nos ultimos anos, no Brasil, tornou-se importante seguir as rea¢gdes das populacdes
naturais, verificando-se os niveis de suscetibilidade, especialmente nos locais que
possuem, historicamente, maior freqUiéncia de aplicacdo desse virus (Moscardi &
Sosa-Gomez, 1992). Nesta revisdo, procurou-se abordar aspectos basicos do fenbmeno
de desenvolvimento de resisténcia de lepiddpteros a baculovirus, colocando-se maior

énfase nas interacdes de lagarta da soja com o VPNAg.

Fatores relacionados ao desenvolvimento da resisténcia

Além dos aspectos genéticos, os bioldgicos e ecoldgicos possuem elevada
influéncia no desenvolvimento da resisténcia (Tabela 1). De mareira semelhante ao
que ocorre com inseticidas, existem populagbes que desenvolvem resisténcia
rapidamente, outras que a desenvolvem gradativamente e outras que ndo a
desenvolvem. Diferengas entre populagdes também ocorrem quanto aos niveis de

resisténcia que podem ser atingidos.
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TABELA 1. Fatores que influenciam a selegéo de resisténcia a virus de insetos em campo.

o g b W N R T

© N O O~ WN RO

o g~ WOWN P P>

. Fatores Genéticos
. Frequéncia de alelos resistentes
. NUmero de alelos resistentes

Dominancia dos alelos resistentes

. Expressividade e interacdes dos alelos resistentes
. Histérico de exposicao a outras viroses (epizootias naturais ou induzidas)
. Integracdo do genoma resistente com outros fatores de "ajuste" ao meio ambiente

. Fatores biolégicos ou ecolégicos

. NUmero de geragbes por ano

. Descendéncia por geragdo

. Monogamia, poligamia ou partenogéneses
. Isolamento, mobilidade e migracao

. Monofagia, polifagia

. Sobrevivéncia fortuita, presenca de reflgios

. Fatores Operacionais

. Afinidade do patdgeno utilizado com os que ocorrem naturalmente
. Persisténcia do patégeno no ambiente (formulacao)

. Limiar de utilizagéo

. Nivel da presséo selecédo

. Estagio exposto

. Modo de aplicacao

. Selecgédo limitada no espaco

. Ciclos de selecao

Adaptado para patégenos de Georghiou & Taylor (1986)

Nas popula¢des com potencial para desenvolver resisténcia, a frequéncia

da ocorréncia dos genes que conferem essa caracteristica varia de acordo com a

intensidade da pressédo de selecdo e da taxa de imigragcdo existente. No caso dos

baculovirus, a intensidade da pressao de selecdo é dada pela frequéncia da ocorréncia

de epizootias, sejam naturais ou induzidas artificialmente (histérico da exposicao).

Portanto, as aplica¢gBes de inseticidas microbianos, comparativamente com as

epizootias naturais, exercem melhores condi¢des para desenvolvimento da resisténcia
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(Sosa-Goémez et al,, 1 998). As aplicacdes antecipadas contra a primeira geragdo de
lagartas, geralmente em populagdes muito baixas, do VPNAg isoladamente ou em
combinacgao com herbicidas pds-emergentes na cultura da soja tém se tornado comum.
Essa pratica pode ser considerada como fator de selegdo da resisténcia a campo, por
prolongar e aumentar a frequéncia da exposi¢ao ao virus (historico de exposi¢cao na
Tabela 1).

Briese & Podgwaite (1 985) relataram que os fatores que determinam a
resposta de um inseto em particular podem ser agrupados naquele!' relacionados ao
desenvolvimento do hospedeiro, ao ambiente e ao seu gendtipo. Provavelmente, a
esses fatores podem ser acrescentados aqueles relacionados ao comportamento,
porém o efeito deles é dificil de ser determinado, sendo relatados casos envolvendo
resisténcia a inseticidas e fungos entomopatogénicos (Boucias et al., 1 996; Neves &
Alves, 1998), mas nao a baculovirus. Ainda em muitos dos casos envolvendo
inseticidas, essa forma de resisténcia ndo tem sido corroborada (Rousl' & Daly, 1990).

Assim, a resisténcia desenvolve-se tdo mais rapidamente quanto maiores
forem as mortalidades provocadas pelo fator indutor, as condi¢des de isolamento
dessa populacédo (taxa de imigracdo reduzida) e a capacidade de recuperar sua
densidade de equilibrio, apds o inicio dos tratamentos com baculovirus. No entanto,
sem a presenca do gene (ou dos genes) de resisténcia, ndo havera desenvolvimento
da mesma, como tem ocorrido com as espécies Helicoverpa zea e Heliothis virescens,
para as quais nao foi possivel se obter populac¢des resistentes a baculovirus (Ignoffo
& Allen, 1972; Kaomini & Roush, 1988; Fuxa, 1993).

Insetos multivoltinos podem desenvolver resisténcia mais rapidamente
do que os univoltinos, por serem alvos de um maior nimero de ciclos de pressao de
selecdo. Acredita-se que insetos com habitos polifagos tendem a desenvolver
resisténcia mais lentamente do que os monoéfagos. Os polifagos habitam diversas
espécies vegetais ndo atingidas pelos tratamentos, atuando como reflgio dos individuos
migrantes suscetiveis. Por outro lado, as espécies que apresentam reproducéo sexuada
tém vantagens nas respostas as alteracdes do ambiente, especialmente se essas
alterag6es ocorrem em rapida sucessao. Esse aspecto, no entanto, deve ser melhor

estudado (Georghiou & Taylor, 1986). De acordo com esses autores, 0 aspecto
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ecoldgico mais importante no desenvolvimento de resisténcia é a imigragéo de individuos
suscetiveis. Assim, apo6s o tratamento com elevadas doses de baculovirus, somente
sobreviverdo poucos homozigotos resistentes (RR). Portanto, se ha uma imigracao
intensa de individuos suscetiveis que se acasalam (poligamia, Tabela 1), as progénies
resultantes serdo homozigotos suscetiveis (SS) e heterozigotos (RS) que podem ser
controlados com tratamentos subsequentes. Se inexistirem ou existem poucos
imigrantes, entdo a reproducdo entre individuos RR sobreviventes aumentara as
probabilidades da populacéo para desenvolver resisténcia, ocorrendo essa evolucdo
rapidamente se o carater de resisténcia for dominante.

Consideram-se fatores operacionais aqueles dependentes do homem,
como o momento de aplicacdo, a dose, a freqiéncia das aplicagBes e a formulagéo do
bioinseticida. Via de regra, as populacdes da lagarta da soja sdo controladas com uma
Unica aplicagdo de baculovirus. Portanto, em cada geracéo a lagarta da soja € exposta
de maneira uniforme com pouca freqUiéncia ao virus. Entretanto, ndo se deve
desconsiderar que, ap6s a aplicacdo, pode haver efeito de reposicdo do virus
proveniente das lagartas infectadas em campo, que controla populacdes subsequentes.
Outros fatores como o refugio, a dominancia efetiva e um certo controle sobre a
imigracdo podem também ser manipulados. A dominancia efetiva consiste em aplicar
doses elevadas para permitir a sobrevivéncia de poucos RR, cuja resisténcia se dilui
através do acasalamento com individuos suscetiveis imigrantes. No entanto, essa
estratégia pode levar a um desenvolvimento mais rapido da resisténcia, caso o fluxo
de individuos imigrantes seja baixo ou haja carater de resisténcia dominante, conforme
discutido anteriormente. Além da dose, também a persisténcia (formulacdo ou
caracteristicas inerentes ao proprio virus) pode ser um fator determinante de
resisténcia, pois a exposicao a residuos com atividade inseticida, por longos periodos,

elimina os individuos mais suscetiveis.

Mecanismos de resisténcia
Na literatura tém sido relatados diversos mecanismos de resisténcia para
diferentes virus entomopatogénicos (Briese, 1986). Embora até o momento ndo tenham

sido determinados os mecanismos envolvidos no sistema A. gemmatalis - VPNAg,
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existem trabalhos sendo desenvolvidos atualmente nessa area.

Alguns baculovirus sédo transmitidos verticalmente através dos ovarios
ou dos ovos (Bird, 1961), porém este parece nao ser o caso no sistema A. gemmatalis
- VPNAg (Fuxa & Richter, 1993). Esse inseto é contaminado pelo VPNAg,
principalmente per os (via oral). Segundo Granados, citado por Briese (1 986), é pouco
provavel que, durante o processo anterior a infecgdo das células epiteliais do intestino
médio, existam mecanismos importantes de defesa contra o virus, como altera¢ces
na etapa de degradacao de poliedros que agem antes da infeccao primaria. Portanto,
€ possivel que os principais mecanismos de defesa contra a infeccdo das particulas
virais envolva as células epiteliais ou os tecidos do intestino médio. Alguns desses
possiveis mecanismos sao (modificado de Briese, 1986):

a) Presenca de substancias com acgao antiviral no fluido digestivo, a
exemplo do bicho-da-seda, Bombyx moriL., no qual elas inativam os virus de poliedrose
nuclear (VPNAQ);

b) Dificuldade para atravessar a matriz peritréfica (MP): embora nao
existam estudos sobre a MP de A. gemmatalis, é sabido que os poros de algumas
espécies de lepidopteros medem de 21 a 29nm de didametro e que as particulas
infectivas dos baculovirus, de acordo com Matthews (ver Tanada & Kaya, 1 993),
medem entre 40 a 60nm por 200 a 400nm. Porém, também se sabe que certos
baculovirus tém a capacidade de degradar essa matriz (Boucias & Pendland, 1998) e
que, embora uma das principais fungdes da MP seja atuar como barreira contra agentes
infecciosos, a matriz peritrofica tipo |, que ocorre nos lepiddpteros, nédo é considerada
uma barreira efetiva contra os virus (Lehane, 1 997);

c) Alteracdes nos receptores das microvilosidades das células epiteliais
do intestino que dificultam a fixagdo das particulas virais, perturbando o processo de
infeccdo primaria;

d) Inibicdo da replicacéo viral em células epiteliais do intestino médio;

e) Rapida eliminacéo das células infectadas do intestino médio, através
das fezes, levando a uma reducéo dos niveis de infecgdo. As células regenerativas
originam novas células, reconstituindo o epitélio do intestino. Isto ndo acontece nas

linhagens suscetiveis, nas quais o niumero de células infectadas aumenta continuamente
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(Inoue & Miyagawa, 1978). Resultados preliminares indicam que ocorre uma reducédo
no numero de células intestinais infectadas, em estagios iniciais da infeccdo em
populacdes resistentes ao VPNAg. Isso pode ser devido ao aumento da taxa de
renovacgao celular no intestino ou a uma diminui¢cdo da capacidade do virus em entrar
nas células intestinais. Quando o virus extracelular é administrado direto na hemolinfa
de insetos resistentes, a infeccdo parece ser similar & que ocorre em linhagens
suscetiveis, indicando, dessa forma, que o mecanismo de resisténcia deve ocorrer na
entrada do virus através do intestino (B.M Ribeiro, comunicagdo pessoal);

f) Destruicdo ou inativagédo do virus na hemolinfa. David (1 978) relatou
que em populacdes suscetiveis e resistentes de Pieris brassicae (L.), inoculadas com
injecBes de virions livres na hemolinfa, as diferencas entre as populacdes resistentes
e suscetiveis persistiam, indicando que existem mecanismos de resisténcia além
daqueles envolvidos em nivel de epitélio do intestino médio. E provavel que existam
outros mecanismos associados a migragao das particulas virais, ou barreiras no sistema
traqueal, que séo utilizados como via de acesso na disseminacao da infecgdo para
outros tecidos. Ainda, Reeson et al. (1998) sugerem que a producédo da enzima
fenoloxidase na lagarta Spodoptera exempta (Walker) esta relacionada com a

resisténcia ao seu baculovirus.

Diferencas de suscetibilidade entre populagcdes naturais

As interacdes entre as pressdes de selegdo do virus e as taxas de
imigracdo podem resultar em suscetibilidade diferencial entre popula¢gbes geograficas
de uma mesma espécie (Briese, 1986). Assim sendo, a ocorréncia de diferencas de
suscetibilidade entre popula¢des naturais de diferentes origens permite prever que a
manifestacdo da resisténcia pode ocorrer nessas populacdes. As diferencas dos niveis
de suscetibilidade a baculovirus, entre populagfes naturais de insetos, tém sido
estudadas por diversos autores (Fuxa, 1993) (Tabela 2). Por exemplo, determinou-se
que populacBes geogréficas da traca da batata, Phthorimaea operculella (Zeller), na
Australia apresentaram diferencas de suscetibilidade de até 11,6 vezes (Briese &
Mende, 1981). Fuxa (1987) observou diferencas de valores de CL50 que variaram de

0,9 a 16,1 corpos poliédricos de inclusao (CPI) por lagarta de primeiro estadio, o que
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representa diferencas de suscetibilidade de 1 8 vezes entre populacdes naturais de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith).

TABELA 2. Diferengas de suscetibilidade ao baculovirus entre populages de insetos
coletadas no campo.

Virus  Hospedeiro Niamero de PopulagBes Fator de resisténcia  Referéncia

GV Phthorimaea operculella 16 11,6 Briese & Podgwaite (1985)

GV Pieris rapae 2 sem diferencas Martignoni & Smichd (1961)

NPV Spodoptera frugiperda 13 18,8 Fuxa (1987)

NPV Anticarsia gemmatalis 6 sem diferencas Fuxa et al.(1993); Abot et al. (1995)

Estudos em popula¢cBes de campo expostas a aplicagbes de baculovirus
nao foram realizados, até os trabalhos iniciados em 1991, com a lagarta da soja no
Brasil (Sosa-Gémez & Moscardi, 1994; Abot et al., 1995). Através de estudos
realizados na Embrapa Soja, comparando a suscetibilidade entre populagdes de A.
gemmatalis provenientes da regidao de Dourados (MS), Passo Fundo e Tapejara (RS) e
Rancho Alegre e Londrina (PR), constatou-se que, com base nos intervalos de confianca
dos valores de CL60, as populagdes nao diferiam em sua suscetibilidade ao VPNAg.
Por outro lado, os estudos de regressdo entre as CL60 e 0 nUmero de anos que as
areas foram expostas ao virus indicaram uma relagdo positiva. Assim, os autores
sugerem que nao existem evidéncias do desenvolvimento de resisténcia, mas a
tendéncia de aumento da CL50 através dos anos evidencia a necessidade de se realizar
0 monitoramento nas areas onde for aplicado o VPNAg com frequéncia (Abot et al.,

1995).

Resisténcia da lagarta-da-soja ao VPNAg

A resisténcia é um fendmeno dinamico, resultante das interagdes entre
as populacgdes do inseto hospedeiro e o virus, nas quais tanto o hospedeiro como o
virus podem apresentar variabilidade intra-especifica. Duas popula¢gdes de insetos
podem apresentar respostas de intensidade diferente a um mesmo virus e ainda a
diferentes ragas do mesmo. O fendbmeno de suscetibilidade diferencial a véarios isolados
de virus ja tem sido observado em numerosas espécies de lepidopteros, entre elas A.
gemmatalis (Berino, 1 995). Nos estudos realizados simultaneamente pela Embrapa

Soja, no Brasil, e pela Universidade da Louisiana, nos Estados Unidos (EUA), comprovou-
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se que, em condi¢des de laboratdrio com isolamento e pressdo de selecdo elevada
(CLg0), é possivel obter populagdes de A. gemmatalis resistentes ao VPNAg em trés
a quatro geragdes, segundo Abot et al. (1 996). Estes autores relataram que os niveis
de resisténcia obtidos ndo foram observados em outros sistemas envolvendo insetos
e baculovirus (Tabela 3). E interessante salientar que esse elevado nivel de resisténcia
ocorreu apos selecao por um maior nimero de geragdes e com uma pressao de selecéo
maior do que aquela aplicada nas outras espécies (Tabela 3). As popula¢cdes da lagarta
da soja no Brasil apresentaram resposta diferente das populagdes dos EUA. O fator
de resisténcia (FR = CL50 da populacgéo resistente/CL50 da populagéo suscetivel) foi de
mais de 1.000 vezes na populagdo proveniente de Dourados, MS, enquanto que na
populacdo americana foi observado um fator de, aproximadamente, 5 vezes (Figura
1). Fuxa & Richter (1 998), em estudos posteriores, continuaram com a pressao de
selecdo em populagdes americanas de A. gemmatalis e, ainda assim, os niveis de
resisténcia obtidos ndo foram comparaveis aos obtidos no Brasil. Os elevados niveis
de resisténcia obtidos com A. gemmatalis no Brasil, isto é, taxas de resisténcia de
3.000 vezes ou mais (Moscardi, 1998; 1999), se devem a elevada presséo de sele¢édo
aplicada durante 16 geragdes e ao fato de no Brasil 0 inseto ja ser exposto naturalmente
ao VPNAg, ao contrario dos EUA, onde esse virus ndo ocorre naturalmente.
Atualmente, as popula¢gbes mantidas na Embrapa Soja encontram-se na 54a geracéo

e os niveis de resisténcia sdo maiores do que os mencionados.

TABELA 3. Casos de resisténcia a baculoviroses constatados em populacfes de insetos
pragas apoés presséo de selegdo em laboratorio.

Virus Hospedeiro Fator de Namero de % Mortalidade Referéncia
resisténcia geragoes presséo de selecéo

VPN Anticarsia gemmatalis >3000 16 68-90 Moscardi (1999)

GV Phthorimaea operculella 140 6 34-71 Briese & Mende (1983

GV Cydia pomonella 7a8 7 51-90 Briese (1986)

VPN Spodoptera frugiperda 3,2 7 79 Fuxa et al.(1998)
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FIGURA 1. Fator de resisténcia (FR = CL50 da populagdo resistente/CL60 da populagéo
suscetivel) de populagbes da lagarta-da-soja

Estabilidade da resisténcia

Quando as populagdes resistentes de uma espécie perdem essa
capacidade apo6s a remocgao da pressao do agente causai dessa resisténcia, trata-se
de um caso de resisténcia instavel. Em caso contrario, os niveis de resisténcia podem
permanecer inalterados através das geracdes, mesmo apos a retirada da pressao de
selecao.

Uma mesma espécie pode apresentar respostas diferentes, dependendo
dos niveis de resisténcia adquiridos. Fuxa & Richter (1998) constataram que populacdes
de A. gemmatalis, com fator de resisténcia de 5 vezes, quando nao sao expostas ao
virus, podem recuperar a suscetibilidade em duas ou trés geragdes. Ja populacdes
com os niveis de resisténcia mais elevados, como as encontradas no Brasil, com fator
de resisténcia de aproximadamente 2500 vezes, recuperaram 0s niveis proximos da
suscetivel (FR =5) somente apds 12 geragdes (Abot, 1997) (Figura 2). Por outro
lado, quando populagdes de A. gemmatalis, oriundas de Dourados (MS) e Sertanépolis,

com elevados niveis de resisténcia foram retrocruzadas com as respectivas colonias
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suscetiveis, a resisténcia foi totalmente quebrada em quatro retrocruzamentos (Abot,
1993; Moscardi, 1 999). O conhecimento da instabilidade da resisténcia pode orientar
sobre as estratégias a serem adotadas para o manejo da resisténcia em campo. Na
presenca da instabilidade, pode ser mais apropriado adotar medidas dentro do conceito
de manejo por moderag¢do ou por ataque multiplo (Omoto & Alves, 1 998). Por outro
lado, essa resisténcia pode ser rapidamente "diluida" quando a populacéo resistente é
cruzada e/ou submetida ao retrocruzamento com populagdes suscetiveis (Fuxa et al.,

1993; Abot, 1993).

Estadios larvais

FIGURA 2. Estabilidade da resisténcia. Populagbes com altos niveis de resisténcia podem
recuperar 0os niveis proximos da suscetibilidade (FR = 5)

Resisténcia cruzada e multipla

Denomina-se resisténcia cruzada o fato de um inseto que desenvolve
mecanismos de defesa contra um patégeno também adquirir resisténcia contra outro
agente de infeccdo ou mortalidade. Os estudos de resisténcia cruzada sdo Uteis, pois
orientam na identificagcdo dos mecanismos de resisténcia e permitem caracterizar a
abrangéncia do espectro (especifico ou geral) de resisténcia cruzada (Scott, 1 990).
Outros autores também definem resisténcia multipla como aquela que ocorre quando

existem diferentes mecanismos de resisténcia em um mesmo individuo, manifestando-
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se para diferentes agentes de controle (quimicos e bioldgicos).

Resisténcia cruzada envolvendo baculovirus e outros entomopatdégenos

Existem poucos estudos de resisténcia cruzada envolvendo virus
entomopatogénicos. No caso da lagarta da soja, existe um Unico exemplo, no qual as
populacdes de A. gemmatalis resistentes ao VPNAg mantiveram sua suscetibilidade
para Bacillus thuringiensis (Sosa-Gémez et al., 1992), indicando que este patégeno
pode ser usado como uma alternativa de controle.

A selecdo de populagdes de S. frugiperda resistentes ao virus de
poliedrose nuclear de S. frugiperda (VPNSf) pode afetar a suscetibilidade dessa espécie
a outros agentes de mortalidade. Assim, a populacao resistente ao VPNSf foi pouco
suscetivel ao virus da granulose, originario da mesma espécie, e ao VPN de Autographa
californica (Speyer), sendo que as taxas de resisténcia observadas ndao foram elevadas,

variando entre 2,2 a 3,0X (Fuxa & Richter, 1990).

Resisténcia cruzada envolvendo inseticidas quimicos e baculovirus

Estudos recentes (M. Copacheski & F.Moscardi, dados ndo publicados)
indicam que, além de B. thuringiensis, populagdes de A. gemmatalis resistentes ao
VPNAg foram suscetiveis a varios inseticidas recomendados para o controle do inseto.
Atualmente nao existem exemplos disponiveis na literatura envolvendo A. gemmatalis,
mas pode ocorrer resisténcia em outras espécies da mesma familia da lagarta da
soja. Ragas de Heliothis virescens (F.) que eram resistentes a permetrina, outras
resistentes a metomil e outras suscetiveis a esses inseticidas, ndo diferiram em sua
suscetibilidade ao Baculovirus heliothis, ao B. thuringiensis var. kurstaki, ao fungo
Nomuraea rileyie ao protozoario Vairimorpha necatrix (Ignoffo & Roush, 1 986).

Um exemplo interessante de correlagdo negativa é o de uma populacao
de S. frugiperda, resistente ao seu VPN, que apresentou maior suscetibilidade ao
metil-paration que a populagcado susceptivel. Este fato foi evidente quando os insetos
foram tratados com o inseticida por via oral, ndo sendo observado o mesmo quando

os insetos foram tratados topicamente (Fuxa & Richter, 1 990).
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Fatores que alteram a suscetibilidade a baculovirus

Além da resisténcia verdadeira, outros fatores podem interferir na
manifestacdo da suscetibilidade de insetos a doencgas. E conhecido que as populacdes
de insetos-praga, estressadas por frio, falta de alimento, alimento inadequado ou
certas substancias quimicas, apresentam maior suscetibilidade a baculovirus ou podem
apresentar mortalidade decorrente de infe¢des virais latentes. Existem diversos fatores
que afetam a suscetibilidade a doencas, como:

a) Desenvolvimento ontogénico: o decréscimo temporario de
suscetibilidade nado é considerado resisténcia verdadeira, mas sera discutido nesta
secdo pela importancia que possui do ponto de vista de controle das populagdes em
campo. A suscetibilidade pode ser maior imediatamente antes e depois de cada ecdise
e decrescer, consideravelmente, durante o periodo intermediario. As mudancas do
nivel de resisténcia, dentro do ciclo de cada individuo, podem ser controladas pelas
variagdes de horménios. Assim, individuos em diapausa apresentam consideravel
tolerdncia quando comparados com individuos que ndo estdo em diapausa (Briese &
Podgwaite, 1985). Da mesma maneira, a tolerancia a doencas é provavelmente maior
na fase pupal (Mikhailov et al., 1992). Na lagarta da soja, a reducao da suscetibilidade
ndo ocorre em progressao linear (Figura 3) (Boucias et al., 1 980; Moscardi, 1 983).
Portanto, o controle devera ser realizado quando as lagartas encontrarem-se nos trés

primeiros estadios larvais, quando a suscetibilidade ao virus é elevada;

Geragoes

FIGURA 3. Desenvolvimento ontogénico. Reducédo da suscetibilidade da lagarta-da-soja,
nos diferentes estadios larvais, de acordo com as geragodes.
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b) Densidade populacional: recentemente, Reeson et al. (1998)
observaram que populagcbes de Spodoptera exempta (Walker), criadas em altas
densidades, eram mais tolerantes ao seu VPN que aquelas criadas em condi¢cdes de
isolamento. Paralelamente, as populagdes criadas em altas densidades apresentaram
melanizacdo acentuada da cuticula nos dltimos estadios larvais, o que parece estar
relacionado com um incremento nos niveis de fenoloxidase, conferindo aos individuos
um mecanismo de defesa mais efetivo contra infecgcdes. Com a lagarta-da-soja A.
gemmatalis, populagcdes em campo adquirem colora¢do escura quando encontram-se
em alta densidade. Recentemente, populagdes que apresentam esse fendbmeno foram
selecionadas em laboratdério e estdao sendo comparadas com lagartas que apresentam
coloracao verde, com a finalidade de averiguar sua suscetibilidade diferencial ao
VPNAg, outros patdgenos e inseticidas quimicos (F. Moscardi, informac¢ao pessoal);

c) Dieta: tem sido observado que lagartas da soja, alimentadas com
diferentes hospedeiros, variam sua resposta de suscetibilidade ao VPN. Essas diferencas
podem ser devidas, em parte, a qualidade das folhas com as quais se alimentaram. Os
insetos alimentados com Vigna luteola (Jacq.) Benth foram menos suscetiveis ao
virus do que aqueles que se alimentaram da soja Glycine max L. ou Rhynchosia minima
(L.) (Peng et al., 1997). De maneira semelhante, Richter et al. (1987) observaram
que a suscetibilidade de S. frugiperda ao seu baculovirus diferiu quando os insetos
alimentaram-se de hospedeiros diferentes. Assim, a suscetibilidade ao virus foi maior
quando os insetos se alimentaram de soja Cynodon dactylon (L.), Lolium multiflorum
Lam. e Sorghum bicolor (L.), do que quando se alimentaram de milho \Zea mays L.J,
Panicum romasum L. e Brachiaria decumbens Staph. Essas diferencas podem ser
devidas a diversas intera¢gfes durante o processo de infecgdo, como interferéncias
no pH, na fixagcdo de proteinas, no tempo de passagem do alimento pelo intestino
(Peng et al., 1997) ou no aumento da suscetibilidade, por efeitos de antibiose sobre o
inseto (Sosa-Gomez et al., 1991). Ainda sao pouco conhecidos os efeitos do substrato
de alimentacao sobre as populagdes de insetos verdadeiramente resistentes;

d) Fatores abidticos: fatores como a luz podem ter efeitos indiretos sobre
a resposta do bicho-da-seda ao baculovirus, pois ela é necessaria para a sintese de

uma proteina antiviral (Hayashiya et al., 1 978);
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e) Substancias quimicas: determinadas substancias sintéticas ou
originarias de produtos naturais possuem a capacidade de aumentar a mortalidade do
hospedeiro quando inoculadas simultaneamente com virus entomopatogénicos. Essas
substancias, quando inoculadas isoladamente em concentragdes apropriadas, néo
provocam alteracdes perceptiveis na mortalidade do hospedeiro. As substancias
sintéticas mais conhecidas com essa atividade pertencem ao grupo dos stilbenes
(Tinopal, Blankophor). Atualmente, na Embrapa Soja, estdo sendo realizados estudos
para utilizar as propriedades desses compostos dentro do programa de controle
microbiano da lagarta da soja. Os resultados obtidos com a lagarta da soja indicam
que a atividade do virus pode ser aumentada entre 75 e 800 vezes (Moscardi, 1 998).
Outro aspecto interessante é que esses compostos tém a capacidade de quebrar a
resisténcia de populacdes de A. gemmatalis, altamente resistentes ao virus. Morales
et al. (1998) observaram 95% de mortalidade em populacdes de lagarta da soja
resistentes ao virus, tratadas com Tinopal UNPA GX mais VPNAg, enquanto na
testemunha resistente tratada com a mesma concentracédo ndo houve mortalidade.
O acido bdrico tem apresentado propriedades semelhantes, favorecendo a mortalidade
de lagartas quando aplicado em conjunto com o virus, reduzindo a concentragéo letal
média para A. gemmatalis em aproximadamente 4 vezes e antecipando o tempo letal
(Morales et al., 1 997). As dietas deficientes em sacarose também podem provocar
um aumento na suscetibilidade ao virus, como acontece no caso de P. brassicae
inoculada com GV. Aparentemente, esse fendbmeno esta associado a maior entrada
do virus pelas células do intestino médio.

As interacBes que envolvem fatores de sinergismo e populacfes
resistentes nao sao totalmente conhecidas. Entretanto, entre os casos mais conhecidos
de sinergismo envolvendo baculovirus e popula¢des de insetos pragas esta a ocorréncia
de um fator de sinergismo na capsula do virus de granulose de Pseudaletia unipuncta
(Haworth), que realca a infeccéo per os do VPN dessa espécie, quando inoculados
simultaneamente. Atualmente, ha evidéncia de que esse fator é uma metaloprotease
("enhancin factor") produzida por alguns virus de granuloses que possuem a capacidade
de aumentar a permeabilidade da matriz peritréfica e, portanto, de facilitar a penetragcéo

das particulas virais (Lepore et al., 1996}. Hoffmann-Campo & Moscardi (néo publicado)
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observaram que o flavondide rutina, presente em alguns genétipos de soja resistentes
a lagartas desfolhadoras, quando inoculado simultaneamente com o VPNAg, também
proporcionou quebra da resisténcia em populacdo de A. gemmatalis altamente
resistente ao virus;

f) Outros agentes biol6gicos: a infecgcdo por outros patégenos pode
qguebrar a resisténcia ao VPNAg. Assim, em trabalhos desenvolvidos na Embrapa
Soja observou-se que populagdes de A. gemmatalis, com elevada resisténcia ao seu
baculovirus, quando infectadas pelo protozoario Thelohania sp., tiveram sua
suscetibilidade ao virus aumentada substancialmente (Sosa-Goémez & Moscardi, 1994).
Por outro lado, se desconhecem as respostas de populacdes resistentes afetadas por
outros inimigos naturais, embora se saiba que algumas espécies de lagartas parasitadas
por himenoépteros apresentaram menor suscetibilidade ao seu baculovirus (Beegle &

Oatman, 1 974; Caballero et al., 1988).

Alteragdes dos parametros bioldgicos ligados a resisténcia

Da mesma maneira que ocorre com inseticidas, o desenvolvimento de
resisténcia a baculovirus por uma determinada populacdo pode resultar no custo
biolégico de reduzir a adaptabilidade do inseto ao ambiente. Entre os insetos que sdo
afetados biologicamente pela resisténcia a baculovirus, encontram-se a lagarta do
cartucho do milho (S. frugiperda} e a lagarta da soja (A. gemmatalis). Os efeitos mais
proeminentes observados em parametros biolégicos sdo: menor nimero de ovos por
fémea; menor porcentagem de eclosdo dos ovos; e vida média maior em insetos
resistentes, sendo o alongamento do ciclo mais notavel durante a fase pupal (Fuxa &
Richter, 1998). Segundo esses autores, 0 comprometimento nos parametros biolégicos
levou a exting&o de uma coldnia resistente de A. gemmatalis, ap6s | 6 geragdes. Nos
trabalhos realizados no laboratério da Embrapa Soja com essa espécie, nao se
observaram diferengas importantes entre as populacdes resistentes e suscetiveis,
apesar de ter sido observado menor peso de pupas na populacdo resistente. Quanto
aos parametros periodo de oviposicdo e longevidade, a populagcdo resistente foi
ligeiramente superior a suscetivel, sem ocorrer diferencas quanto a fertilidade (Abot,

1997). Até marco de 1999, essas diferencas quanto a populacdes resistentes,
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mantidas sob pressdo de selecdo na Embrapa Soja apds 50 geragdes, nédo
comprometeram a manutencdo da colbnia. Essas diferengcas de comportamento indicam
que as inferéncias obtidas a partir de uma populagdo podem né&o se aplicar a outras
populagdes, requerendo um estudo particular para cada populagdo geogréafica. Os
pardmetros avaliados ndo indicam uma falta de adaptabilidade das populagdes do
Brasil quando sao selecionadas para resisténcia a baculovirus. Isto € um indicio da
necessidade de se ter mais cautela com o manejo da resisténcia no Brasil do que no

cenario dos Estados Unidos.

Dificuldades na deteccédo da resisténcia a baculovirus em condi¢cdes
de campo

Quando existe potencial para o desenvolvimento de resisténcia, ha
necessidade de se avaliar sistematicamente os seus niveis, a fim de assegurar o
controle adequado da praga. Entre as principais dificuldades para se determinar a
ocorréncia de resisténcia em condi¢cdes de campo esté a variabilidade dos bioensaios.
Esta pode mascarar a deteccao inicial da resisténcia, principalmente quando sua
frequéncia é baixa. Nesse caso, a técnica de bioensaio deve ser cuidadosamente
padronizada. O ideal no processo de determinagédo das curvas de estimulo-resposta é
trabalhar com doses (a quantidade exata de corpos poliédricos de oclusao que foram
ingeridos pela lagarta) em lugar de concentragfes (concentragcao de virus no alimento
oferecido para a lagarta). As comparacgdes de resultados entre laboratérios podem
resultar em grandes diferencas, devido as variagdes que podem ocorrer quando se
trabalha com concentra¢gdes e com populagdes do hospedeiro mantidas em diferentes
condi¢des. Essas variacfes ocorrem em fungdo do método utilizado no processo de
inoculacgéo, seja na incorporacgéo do virus na dieta, na aplicagdo sobre a superficie da
dieta ou sobre folhas. Porém, quando se trabalha com um grande numero de lagartas,
a rapidez do método do bioensaio pode ser um ponto critico, sacrificando em parte a
precisdo, mas processando um volume maior de amostras ao se trabalhar com
concentracao letal. No inicio dos trabalhos de resisténcia realizados na Embrapa Soja,
durante os bioensaios, por exemplo, chegou-se a inocular de 8.000 a 10.000 lagartas

por dia. A variagao de resposta nos bioensaios também pode ser devida a variabilidade
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natural das populagbes de magnitude normalmente desconhecida. Se define
variabilidade natural a diferenca numérica na resposta que se detecta cada vez que
um bioensaio é realizado com uma racga do inseto, tanto em uma como em mais
geracdes (Robertson et al., 1 995). As variacdes esperadas nos bioensaios, durante
os trabalhos de resisténcia, podem ser minimizadas mediante o uso da taxa de
resisténcia que considera o quociente da concentracéo letal média (CL 50) da populac&o
resistente sobre o da populagédo suscetivel, proveniente de bioensaios montados no
mesmo dia, com as respectivas populagdes mantidas em condi¢gbes idénticas. A
ocorréncia de uma populagao heterogénea, em sua resposta a infecgéo por baculovirus,
também mascara a presenca de individuos resistentes. O estresse das populagdes
dos insetos-praga, transferidas do campo para laboratério, provoca uma sele¢do néo
intencional, podendo causar distor¢des nos resultados de laboratério. Freqlientemente,
os resultados de bioensaios com insetos coletados em campo sdo obtidos de populagfes
criadas por 2-3 geragfes em laboratdrio, quando os individuos ja se adaptaram a
dieta artificial e as condi¢des de laboratdrio.

A etapa inicial de um programa para avaliagao do desenvolvimento de
resisténcia de um inseto a um agente de controle consiste no monitoramento das
populacdes. Para isso, tem sido proposta a utilizagado de uma dose discriminatéria
(DL9% ou DL99) para determinar a ocorréncia de individuos resistentes com maior
precisdo e com menor consumo de material. Nas etapas iniciais da manifestagcéo da
resisténcia, a freqiiéncia de individuos resistentes é normalmente muito baixa e quanto
menor for essa frequéncia maior devera ser o tamanho da amostra (Roush & Miller,

1986).

Manejo da resisténcia a baculovirus

Até o momento, ndo foram constatados casos de resisténcia a baculovirus
apos utilizacdo destes agentes em campo. Em bioensaios realizados com populagdes
de A. gemmatalis, provenientes de areas logo apoés o tratamento com baculovirus,
ndo foram observadas diferencas significativas quanto a sua CL50, comparada com a
de populacdes suscetiveis (D.R. Sosa-Gomez & F. Moscardi, ndo publicados).

Estratégias para impedir ou retardar a ocorréncia de casos de resisténcia, adotando
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medidas racionais que alterem esses niveis de resisténcia, possibilitando controlar a
praga, podem ser previstas. Todas as medidas passiveis de serem implementadas
consistem, basicamente, em reduzir a pressdo de selecdo para evitar a selegdo dos
gendtipos mais resistentes. Uma vez determinado que existe potencial para o
desenvolvimento de resisténcia, as estratégias a serem adotadas podem ser:

1) utilizar dosagens minimas efetivas para o controle das populagdes da
praga;

2) alternar baculovirus com outras taticas de controle, como a utilizagdo
de B. thuringiensis, com o qual ndo ocorre resisténcia cruzada (Sosa-Gémez et al.,
1992) ou reguladores de crescimento;

3) utilizar o controle com virus em areas descontinuas, chamadas
aplicacdes em mosaico, porém a eficacia desta alternativa ndo tem sido avaliada
extensivamente (Tabashnik, 1994);

4) utilizagdo em conjunto com outros agentes de controle com efeito de
sinergismo ou aditivo, tais como inseticidas convencionais em dosagens reduzidas
(Shapiro & Bell, 1 982; Moscardi & Sosa-Gémez, 1 992; Silva, 1995);

5) utilizagdo das interagcdes com genotipos de plantas resistentes, cujo
componente mais importante é a resisténcia por antibiose;

6) prover refugio: a aplicacdo em mosaico, ou seja, areas tratadas
alternadas com areas nao tratadas, proporciona refaigio espacial. Os reflgios temporais
consistem em deixar periodos sem tratar através do tempo, o que normalmente ja se
faz, devido ao fato das aplicacbes de baculovirus serem realizadas uma vez por ciclo
da soja;

7) utilizar "superdosagens" para eliminar a maior parte dos individuos,
deixando s6 alguns resistentes, os quais, por acasalamento com 0s suscetiveis
imigrantes, podem gerar uma F1 de individuos suscetiveis. No entanto, para o sucesso
desse método, hd necessidade de se verificar a imigragéo de individuos suscetiveis
para as areas tratadas.

Considerando as observagdes realizadas nos bioensaios, é provavel que
individuos resistentes no ultimo estadio larval sobrevivam as aplicagbes de doses

muito elevadas, invalidando esta estratégia, principalmente quando as aplicagbes sao
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dirigidas contra populagdes que ja colonizaram o campo ha tempos, sendo
heterogéneas. Nesse sentido, € importante que a aplicacdo do virus seja realizada
quando a maioria (> 90%) das lagartas ainda se encontra nos estadios iniciais, ou

seja, instares | a 3 de desenvolvimento.

Conclusdes

Embora em condi¢gfes de laboratdrio o fendbmeno de resisténcia tenha
sido detectado, mediante pressdo de selecdo pelo VPNAg em populagdes de A.
gemmatalis, ndo existem indicios de que ocorra resisténcia em campo. As aplicacbes
preventivas de VPNAg, realizadas com o virus isoladamente ou em mistura com
herbicidas pds-emergentes, deverao ser avaliadas, ja que através dessa pratica se
aumenta a frequéncia e o periodo de exposicdo das populacdes da lagarta ao
baculovirus, uma vez que essas aplica¢gdes dirigidas contra as popula¢cdes muito baixas
do hospedeiro podem estar sendo realizadas desnecessariamente. Essa pratica tem
se tornado de uso muito comum, por reduzir custos operacionais. A utilizagdo de
superdosagens do VPNAgQ ndo parece ser uma estratégia viavel para o manejo de
eventual resisténcia, pelas razdées semelhantes as expostas por Tabashnik (1994) e
devido a A. gemmatalis desenvolver resisténcia ao VPNAg em poucas geragdes. Os
estudos de monitoramento da resisténcia deverédo receber maior énfase frente ao
incremento da area tratada com o virus, ou naquelas regides em que o controle tem
sido praticado de forma constante. No futuro, serdo necessarios estudos de resisténcia
sobre os virus transformados (transgénicos) que expressam genes heterélogos com

atividade inseticida.
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TOMBAMENTO DE PLANTULAS E CONTROLE
BIOLOGICO DE RHIZOCTONIA SOLANIE
PYTHIUM SPP.

Itamar Soares de Melo

Jane L. Faull

INTRODUCAO

Os patdgenos habitantes do solo sdo parasitas nao-especializados que
utilizam matéria organica como substrato e apresentam uma alta capacidade
saprofitica, uma caracteristica fisioldgica herdavel, que pode vencer a competicdo e
colonizar residuos vegetais no solo.

"Tombamento" ou a denominagdo mais conhecida "damping-off' é uma
doenca de plantulas causada por qualquer agente, fazendo com que as plantulas
murchem e morram. Pode ocorrer em pré ou pds-emergéncia.

Espécies de Pythium e Rhizoctonia sdo os mais importantes agentes
causais, embora espécies de Fusarium, Phytophthora, Rhizopus, Alternaria, Botrytis,
Scierotinia, Mycosphaerella e muitas outras possam também causar tombamento. A
maioria desses agentes é também responsavel por podriddes radiculares, doengas
estas que ocorrem mais comumente em solos pesados e em solos organicos e sao
favorecidas por alta umidade. Pythium é o mais importante agente causai de
tombamento de pré e pds-emergéncia, estando varias espécies envolvidas, como: P.
ultimum, P. debaryanum, P. irregulare e P. aphanidermatum. O fungo também causa
podriddo de sementes, podriddes radiculares e podriddo mole em frutos maduros em

contato com o solo.
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P. ultimum germina e cresce rapidamente em solos Umidos na presenca
de exsudados da planta hospedeira. O fungo penetra rapidamente nos tecidos das
plantas e, portanto, escapa do efeito antagdnico de bactérias do solo.

A quantidade de exsudados liberados por plantas de feijoeiro, por
exemplo, esta relacionada com a suscetibilidade ao tombamento de pré-emergéncia
causado por R. solani e P. ultimum (Schroth & Cook, 1 964). Alta umidade do solo
suporta rapida liberacdo de exsudados e rapido crescimento de hifas de P. ultimum.
Segundo Stanghellini & Hancock (1971) este crescimento chega a 300mm por hora
e, dentro de 6 horas, o crescimento miceliano é abundante ao redor da semente,
lesionando os cotilédones num periodo de 24 horas.

Variedades geneticamente resistentes a Phytium néo tém sido obtidas
para muitas culturas importantes e o controle do patégeno tem ocorrido através de
diversas praticas de manejo. Como a severidade da doenca é maior em solos
extremamente umidos, é pratica aconselhavel proceder-se a uma boa drenagem do
solo. Lumsden & Ayers (1975) verificaram que uma secagem rapida é suficiente para
matar esporangios e oosporos de parede celulares finas sem, contudo, afetar oosporos
de paredes mais espessas. Os autores argumentam ser dificil haver uma secagem
rapida na natureza.

A rotacdo de culturas é outra pratica importante, que evita um aumento
na populagdo do patdgeno. Em condi¢des de campo, especialmente quando o solo é
infestado, métodos preventivos, como o tratamento de sementes com o fungicida
sistémico metalaxil, ttm dado resultados satisfatérios, muito embora este produto
tenha sido investigado como contaminante de solo e aguas. Ademais, tem-se
descoberto resisténcia de espécies de Pythium a metalaxil (Sanders, 1984).

Patégenos que causam tombamento de plantulas atacam seus hospedeiros
por um periodo de tempo muito curto, durante a fase juvenil da planta. Além disso,
agentes de biocontrole podem ser introduzidos no solo mantendo uma alta densidade
populacional por alguns dias ou até mesmo poucas semanas, hao necessitando,
portanto, de sucessivas aplica¢des do antagonista. Pythium ultimum invade sementes
utilizando-se de acuUcares liberados durante a germinagdo. Um antagonista que

apresenta um crescimento extremamente rapido, quando aplicado as sementes, pode
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usar estes exsudados, dominar a espermosfera e aumentar a densidade populacional.
Antes de introduzir o leitor aos métodos de biocontrole de R. solani e Pythium, sera
brevemente apresentado como se proceder a um diagnostico de doencas incitadas

por esses patdogenos.

DIAGNOSTICO DE DOENCAS DE SOLO: declinio e tombamento

Como patégenos de solo sdo geralmente polifagos, o0 mesmo tipo de
patégeno infecta diferentes tipos de culturas e causa sintomas similares. Por outro
lado, patéogenos de solo atacam o sistema radicular proximo a superficie do solo e
inibem o crescimento da planta.

1) Ocorréncia no estadio inicial de crescimento

a) Germinacéao é impedida (tombamento de pré-emergéncia causado por
Rhizoctonia solani)

b) Apds a germinacéo, o hipocoétilo acima do solo apresenta condigéo de
encharcamento, desidrata rapidamente, torna-se fino e tomba. Este é o0 caso comum
de tombamento em pepino, por Pythium spp. e Phytophthora spp.

¢) ApGs a germinagdao, o hipocoétilo acima do solo torna-se de cor marrom,
h& o colapso e morte da planta. E o caso tipico causado por R. solani.

d) O hipocétilo e o sistema radicular proximo a superficie do solo ficam
de cor escura, em geral marrom e preto, e as plantulas ficam constritas a linha do
solo e murcham. Sao exemplos desse grupo Phoma, em repolho e Aphanomyces
raphani, em rabanete e repolho.

2) Ocorréncia a partir da metade ao final do estadio de crescimento

a) A raiz torna-se marrom a preta. As vezes a planta morre. Exemplos:
Phytophthora fragariae em morango; podridao radicular de fejoeiro por Fusarium solani
f. sp. phaseoli; podridao da haste do feijoeiro por Rhizoctonia solani-, podridao radicular
de ervilha por Aphanomyces euteiches.

b) Manchas de cor marrom/preta aparecem em uma parte do tubérculo
ou raiz tuberosa. Exemplos: black surfda batata e cenoura causada por R. solani;
podriddo preta da batata-doce por Ceratocystis fimbriata.

A natureza do patdgeno é provavelmente o principal fator quanto as
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estratégias de controle.

Um agente de biocontrole pode facilmente ser favorecido para reduzir a
incidéncia de uma doenga por um curto periodo, porém, sem fornecer uma supressao
duradoura. Interessante seria a combinacdo de antagonistas, cada um deles inibindo
o0 patégeno durante diferentes fases do seu ciclo de vida. Por exemplo, um agente de
biocontrole pode néo parasitar diferentes estruturas morfolégicas de um patégeno,

como Pythium, Sderotinia, Fusarium, etc.

ESTRATEGIAS DE MANEJO E FATORES QUE CONTRIBUEM
PARA O CONTROLE BIOLOGICO DE PYTHIUM SPP. E

RHIZOCTONIA SOLANI

Adicao de matéria organica - A incorporagcdo de matéria organica ao
solo tem contribuido como uma forma de controle biolégico, uma vez que estes
materiais estimulam a atividade microbiana competitiva. Garret (1970) listou alguns
atributos que contribuem para o sucesso de fungos como saproéfitas competitivos: a)
germinacao rapida de propagulos e rapido crescimento miceliano; b) producado de
enzimas apropriadas para utilizacdo de substratos; c) liberagcdo de substancias
fungistaticas ou bacteriostaticas, a fim de reduzir o crescimento de competidores e
d) tolerancia a substancias deletérias produzidas por outros organismos dentro do
substrato. Além disso, o processo de fungistase no solo é estimulado pela
suplementagéo de matéria organica. As formas de matéria organica mais usadas na
agricultura séo o esterco de gado ou de galinha.} A incorporagdo de matéria organica
verde, celulose e quitina também tem sido objeto de estudo e usada no controle de
fitopatdbgenos (Hornby, 1978). Papavizas & Davey (1960) demonstraram que
populagdes de microrganismos do solo, particularmente actinomicetos, antagonistas
a R. solani, aumentam em resposta a incorporagdo de matéria organicaj Controle
efetivo de Pythium por adicéo de casca de arvores foi atribuido ao aumento na atividade
da populagédo de microrganismos mesofilicos e concentragdes reduzidas de nutrientes
disponiveis (Chen et al.,, 1988).

O tombamento de plantulas de pinus causado por P. aphanidermatum e

R. solanifoi controlado em viveiros através da incorporagao de serragem, casca de
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arvore de pinus, esterco de curral e turfa (Huang & Kuhiman, 1991). Cook & Baker
(1983) comentam que, por centenas de anos, os agricultores chineses rotineiramente
tém incorporado matéria organica ao solo como fertilizante. Esta matéria organica
deve ser responsavel pela auséncia de importantes doencas radiculares.

Efeito do pH - Em geral, o pH da maioria dos solos brasileiros favorece a
atividade de alguns agentes de controle biolégico. Trichoderma e GUodadium, por
exemplo, sdo geralmente favorecidos em solos acidos (Liu & Baker, 1 980; Martins-
Corder & Melo, 1998). No entanto, o micoparasita Pythium nunn tem sua atividade
antogdnica mais favorecida em pH 7.3 do que em pH 5.0 (Lifshitz et al., 1984).

A pratica agricola da calagem tem aumentado a incidéncia e severidade
do mai-do-pé de trigo em solos acidos da Australia (Garrett, 1 970). No Brasil, mais
precisamente no Sudeste, a correcdo da acidez do solo de 4.7 para 6.7 favoreceu a
fixacdo biologica de N2 em soja por Rhizobium (Reis et al., 1 982). Tem-se verificado
que a calagem reduz a capacidade de solos tratados com sulfato de aménia de suprimir
0 crescimento saprofitico de Gaeumannomycesgraminis (Simon et al., 1988). Nesses
tipos de solos corrigidos, a atividade de Trichoderma spp. é reduzida.

O pH do solo também influencia o processo de infeccdo em plantas de
trigo causado por Pythium. Fukui (1 988), citado por Rovira et al. (1990), demonstrou
que, quando solos levemente alcalinos foram acidificados, a colonizagdo do embrido
de sementes de trigo por Pythium foi superior e quando o pH de um solo acido foi
aumentado a colonizagao diminuiu.

As associagdes micoparasiticas sdo afetadas, portanto, por fatores
ambientais, como temperatura, pH, umidade, tipo de solo, radiagdo solar, nutricdo
etc. Microrganismos isolados e selecionados para controlar um determinado patégeno
em um determinado ecossistema, possivelmente ndo expressariam seus potenciais
atributos em outro habitat, com fatores ecolégicos diversos. Dai porque muitos

programas de controle biolégico ndo mostraram o sucesso esperado.

Solos supressivos
Solos supressivos sao definidos como aqueles solos em que o

desenvolvimento de uma dada doenca é suprimido quando o patégeno responséavel
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esta presente ou é introduzido na presenca de um hospedeiro suscetivel (Schneider,
1982). Nos solos supressivos, o controle biolégico ocorre naturalmente.
Phymatotrichum omnivorus n&o sobrevive em condi¢cdes de clima frio. Bruehl (1987)
comenta que se este fungo fosse introduzido em todos os solos de Wisconsin ele nao
se estabeleceria. Typhula idahoensis, cuja populagdo aumenta em condi¢cbes
extremamente frias, poderia ser disseminado em todos os solos da Luisiana e nao se
estabeleceria.

Em seu livro "Soilborne Plant Pathogens", Bruehl (1 987) discute que os
efeitos dos fatores fisicos e quimicos, como temperatura, pH, textura do solo, umidade
e salinidade, ndo deveriam ser incluidos nos exemplos de solos supressivos.

Nessa mesma linha de idéias, Baker & Chet (1982) afirmam que os
fatores fisicos nao se reproduzem e, portanto, seria frutifero estudar a supressao de
doencas relacionadas a entidades biologicas.

Supressao de determinadas doencgas pode ocorrer em sistemas de
monocultivos. Em monocultura, evidencia-se um aumento inicial na incidéncia da
doenca, seguido por um declinio expontaneo a medida que se sucedem os anos de
monocultura. Este é um fendmeno chamado de supressao especifica, que é efetiva
contra somente um patdgeno, ndo afetando a severidade de outras doengcas do mesmo
hospedeiro. Ha casos bem documentados para a cultura de trigo, envolvendo
Gaeumanomyces graminis var. tritici.

Do ponto de vista do agronegdcio, seria impraticavel encorajar este tipo
de manejo agricola, suportando altos niveis de incidéncia da doeng¢a nos primeiros
anos, na esperanca de assegurar um nivel de controle da doenga em anos subsequentes.

Muitos outros exemplos de solos supressivos sao discutidos por diversos
autores (Baker & Cook, 1 974; Schneider, 1982; Bruehl, 1 987; Reis, 1991).

Em solos agricolas onde Pythium e Rhizoctonia tém suas populagdes
aumentadas devido a incorporacdo de restos de culturas ao solo, outros
microrganismos saprofiticos ndo-patogénicos também sao favorecidos, podendo atuar
parasitando propagulos desses patdégenos ricos em celulose, quitina, glucanas etc.
Com o tempo, a populagdo de microrganismos antagonistas ja adaptados pode evitar

que os danos as culturas sejam minimizados. S&o, pois, a esses locais especificos que
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a busca de agentes potenciais de biocontrole pode ser dirigida.

P. graminicola esta associado com a chamada "sindrome de raizes
pobres" de cana-de-acgucar. In vitro, muitas bactérias inibem esse fungo, mas
individualmente elas nao séo efetivas em condi¢cdes de campo (Birch, 1 986). O uso
da supressividade para controle econdmico neste caso seria muito dificil. Esses tipos
de solos séo, todavia, dificeis de serem identificados. Raizes de plantas sadias crescendo
em solos infestados podem ser examinadas para isolamento de microrganismos.
Recomenda-se isolar microrganismos da rizosfera e do rizoplano (superficie das raizes)
em meios de cultura seletivos para bactérias, actinomicetos e fungos. Microrganismos
endofiticos podem estar envolvidos na supresséo de doengas de plantas e, portanto,
ndo devem ser esquecidos por ocasiao do isolamento. Uma vez que varias linhagens
tenham sido isoladas, estas devem ser testadas quanto a sua eficiéncia em
ecossistemas naturais.

A requeima de rabanete causada por Rhizoctonia em solos argilosos
aumentou por trés plantios sucessivos e, depois, houve um declinio. Henis et al. (1978)
observaram que o declinio da doencga ocorre somente quando o patégeno esta presente
e ativo. Diminuigcdo da populacdo de R. solani ocorre se o solo contém o patégeno e
ndo a planta hospedeira, ou 0 hospedeiro sem o patégeno. Explorando as mudancas
na microflora associada, os autores observaram um aumento na populagdo de
Trichoderma spp. A medida que o declinio de Rhizoctonia se intensifica, o nimero de
Trichoderma spp. aumenta. Uma outra espécie de Trichoderma, T. hamatum, foi
encontrada em altas densidades em um solo organico da Colémbia, que foi supressivo
a R. solani (Chet & Baker, 1980). Este fungo conferiu supressividade quando

incorporado a um solo condutivo ao patégeno.

Micoparasitismo

O micoparasitismo envolve a interacdo direta de um fungo (o
micoparasita) com outro (o hospedeiro). A relacdo hospedeiro-parasita é caracterizada
por um periodo relativamente longo de contato que pode ser fisico ou metabdlico.
Normalmente, a relacéo é especifica. Os habitats disponiveis para parasitas obrigatdrios

sdo limitados aos hospedeiros disponiveis. Em alguns casos, a especificidade do
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hospedeiro depende das propriedades da superficie dos organismos que permitem o
ataque fisico do parasita a células hospedeiras. Exemplos de combinacgbes
micoparasiticas envolvendo fungos que causam tombamento de plantas sao ilustrados
na Tabela 2. Muitos deste”parasitam uma gama de hospedeiros, como é o caso dos
antagonistas Trichoderma spp. e GUodadium sppjOutros parasitam um nuamero
limitado de hospedeiros, como Sporidesmium sderotivorum, Coniothyrium minitans e
Pythium oligandrum. Segundo observaram Barnett & Binder (1973), os micoparasitas
variam significativamente no seu modo de obter nutrientes e outros atributos biolégicos,
tendo de um lado os chamados biotréficos, altamente especializados, freqientemente
obrigatérios que ndo causam dano aparente aos seus hospedeiros e, no outro extremo,
os netrotroficos, que matam seus hospedeiros imediatamente antes ou apoés a invasao
e utilizam nutrientes das células mortas.

A maior parte do parasitismo de patdégenos que causam tombamento de
plantulas, como Pythium spp., R. solani, F. solanietc., pertence a ultima classe, ou
seja, micoparasitismo necrotrofico. Nesse tipo de micoparasitismo, a invasdo do parasita
é iniciada por enrolamento de hifas em volta das células hospedeiras (Figura 1) ou
através da penetracédo direta da hifa ou ainda através de estruturas de sobrevivéncia
(Figura 2), resultando em rapida destruicdo. O contato também pode se dar por
apressorio ou ramificagcdes semelhantes a ganchos (Figura 3). A morte do hospedeiro
pode ser induzida por toxinas produzidas pelo micoparasita que pode também produzir
enzimas hidroliticas (quitinases, p-1,3-glucanase, celulase e hemicelulase) responsaveis
pela quebra da parede celular.

O enrolamento ou crescimento de um fungo sobre outro pode nao estar
correlacionado com a capacidade micoparasitica\(Lifshitz et al., 1 984), como no caso
do parasitismo mutuo de Trichoderma spp. in vitro (Vajna, 1 985) e auto-invasao de
oosporos por Pythium myriotylum (Drechsler, 1 943).

A natureza da interagdo pode variar mesmo numa simples combinacao
parasita-hospedeiro e é afetada por diversos fatores, como isolados dos fungos
envolvidos, condicdes ambientais e idade do micélio (Jeffries & Young, 1994).
Observacdes sobre interagdes entre o micoparasita e seu potencial hospedeiro podem

ser visualizadas em culturas pareadas, em meio de cultura ou em solos esterilizados.
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FIGURA 1. Parasitismo de Rhizoctonia solani por Trichoderma harzianum, observado em
microscopia eletrbnica de varredura (Melo & Faull, 2000).

FIGURA 2. Microfotografia de parisitismo de Rhizoctonia solani por Trichoderma harzianum,
observada em microscopia eletrénica de varredura. A fotografia mostra a penetracdo direta
do micoparasita na infa hospedeira (Melo & Faull, 2000).
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FIGURA 3. Interag&o de hifas de Trichoderma spp. (coradas mais intensamente) e Verticillium
dahliae (hifas claras).

A) crescimento em contanto intimo do Trichoderma e Verticillium;

B) crescimento do antagonista ao longo da hifas hospedeiras, porém a ponto da hifa Tri-
choderma enrolar-se em Verticillium',

C) Formacao de ganchos e rede de hifas sobre conidios de Verticillium;

D) Ganchos de Trichoderma (Martins-Corder & Melo, 1998).

Os estudos sobre micoparasitismo in vitro ou em solo esterilizado,
realizados, em geral, como meio para selecdo de potenciais antagonistas devem ser
conduzidos com posterior repeticdo dos ensaios experimentais in vivo, ja que os estudos

in vitro recaem em associac¢fes artificiais com completa auséncia da complexa

interacao bioldgica e das condi¢des fisico-quimicas do solo.
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Adicdo de antagonistas

Como ilustrado na Tabela 1, fungos e bactérias tém sido documentados
como antagonistas a espécies de Pythium e Rhizoctonia. No entanto, poucos deles
tém se mostrado eficientes como agentes de biocontrole. Exemplos destes, incluem:
Pythium oligandrum, P. nunn, Trichoderma spp., Gliocladium virens, Pseudomonas do
grupo putida - fluorescens e Bacillus. Da lista de produtos liberados para uso nos
Estados Unidos, merecem destaque os agentes de controle de doengas que causam

tombamento de plantulas (Tabela 1).

TABELA 1. Agentes microbianos de controle de "tombamento de plantulas" registrados
nos Estados Unidos pela Agéncia de Protecao Ambiental (EPA)’.

Pesticida microbiano Namero de registro Produtos registrados Doenca controlada
(ingrediente ativo) na EPA
Ano N°

Bacillus subtilis

GBO03 129068 1992 3 Tombamento
=MB1600 129082 1994 1 Tombamento
Pseudomonas cepacia 006419 1992 2 Tombamento e

nemataides

Pseudomonas fluorescens

EG1053 006440 1988 2 Tombamento
Streptomyces griseovirides
K61 129069 1993 5 Tombamento Pythium
Gliocladium virens
GL 21 129000 1990 2 Rhizoctonia
Trichoderma harzianum
mRLAG2 119202 1990 4 Tombamento

a Produtos registrados até 1995, segundo Cook et al. (1996).
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Como ja foi discutido, as culturas suscetiveis, como as olericolas, podem
ser manejadas em condi¢des controladas de casa-de-vegetagdo, nas quais recebem
os cuidados necessarios para favorecer a atividade dos agentes de biocontrole. Outros
pesticidas sdo disponiveis comercialmente para controle de patégenos que causam
tombamento de plantulas, como, por exemplo, os produtos denominados "Trichodex"
(a base de Trichoderma} e "Poiygandron" (a base de Pythium oligandrum}.

P. oiingandrum tem sido documentado como um agente de biocontrole
de varios patégenos de solo. Dreschler (1946) observou que P. oligandrum raramente
ocorre isoladamente, mas sempre associado com fitopatdbgenos virulentos. P.
oligandrum, P. acanthicum e P. periplocum invadem e destroem hifas de P. ultimum.
Segundo Deacon & Henry (1980), P. oligandrum é um antagonista relativamente nao-
especializado, especialmente porque hifas jovens de muitos fungos sao suscetiveis.
Uma discussao mais exaustiva sobre P. oligandrum pode ser encontrada em Melo
(1998).

A reducéo significativa na incidéncia do tombamento de plantulas de
cana-de-acgucar causado por Pythium ultimum foi alcancada através de uma
preparagdo de oosporos de P. oligandrum aplicados as sementes (Veseley, 1977; Al-
hamdani et al., 1 983). Também, P. ultimum foi controlado em solos naturalmente
infestados através da incorporagcdo de P. oligandrum as sementes de agriao
impregnadas com carboximetilcelulose (Al-Hamdani et al., 1 983). O crescimento do
micoparasita na superficie das sementes cria uma camada protetora na espermosfera.
Os modos especificos de acdo de P. oligandrum envolvem tanto o micoparasitismo
como a competicdo por nutrientes (Martin & Hancock, 1986; 1 987).

P. ultimum também tem sido controlado com uma outra espécie de
Pythium, P. nunn, que foi primeiramente isolado de um solo supressivo aquele patégeno
(Lifshitz et al., 1984) e que também parasita muitos outros patégenos, particularmente
Phytophthora e R. solani. O mecanismo envolvido no antagonismo de P. nunn esta
relacionado a acdo enzimatica, com producédo de p-1,3-glucanase e celulase (Elad et

al., 1985).
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TABELA 2. Exemplos de combinagdes parasitas-hospedeiros para patégenos que causam

tombamento de plantulas.

HOSPEDEIRO

Rhizoctonia solani

Pythium~.
P. ultimum

P. aphanidermatum
Pythiumgraminico/um

P. ultimum

P. ultimum var. sporangiiferum

P. aphanidermatum

P. debaryanum

Pythium
Pyhiumsw.

MICOPARASITA

Verticillium biguttatum
Bacillus subtilis
Trichodermakoningii
Trichodermaharzianum

PeniciUium vermiculatum
Populasporastoveri
GUodadium virens
PeniciUiumoxalicum
Acrophiaiophora
Neocosmopora

Myrothium”.
Pseudomonasputida
Rhizoctoniabinudeada
Stachybotrys elegans
Pythiumnunn

Pythiumoligandrum

P. acanthicum

P. periplocum

P. nunn

PeniciUium daviforme
Enterobacterdocae
Dactylella spermatophaga
Laetisariaarvalis
PeniciUiumoxalicum
Trichothecium arrhenopus
GUodadium virens
Rhizoctoniabinudeada

Pseudomonas cornegata
Pseudomonas fluorescens

Pythium oligandrum
Trichodermahamatum
Pythiumnunn

Pythium acanthicum
PeniciUiumoxalicum
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O controle efetivo de P. ultimum e de outras espécies de Pythium e de
R. solani, tanto em condi¢des de casa-de-vegetagdo como em laboratério, tem sido
bem documentado por varios investigadores usando os fungos Trichoderma spp. e
Gliocladium virens (Chet, 1 987; Melo, 1 996; Elad et al., 1 982; Papavizas, | 985).

Trichoderma e Gliocladium sdo micoparasitas necrotréficos atuando no
controle biolégico de Pythium e de R. solani através da antibiose, agcdo enzimatica e
competicdo. As paredes celulares de Pythium sdo compostas principalmente por
celulose, enquanto as de R. solanipor [3-1,3-glucana e quitina. Trichoderma harzianum
se desenvolve nas paredes das células de R. solani como Unica fonte de carbono
(Hadar et al., 1979). A incorporacao de quitina ao solo pode aumentar a eficacia de
T. hamatum, com correspondente reducao de Pythium spp. e de R. solani (Harman et
al., 1981). A simples introducéo de G. virens a uma mistura livre de solo, em condi¢bes
de casa-de-vegetacgao, foi suficiente para controlar totalmente o tombamento de
zinia causado por P. ultimum e por R. solani (Lumsden & Locke, | 989).

Tanto P. ultimum como R. solani causam severos danos as sementes de
algodédo durante a germinagao e emergéncia em baixa temperatura. Gliocladium virens,
quando introduzido em um solo infestado com R. solani e P. ultimum, tem reduzido a
germinacdo de esclerddios de R. solani (Howell, 1 982) e parasitado esclerddios e
hifas de R. solani. Em contraste, o micoparasita ndo parasitou P. ultimum, mas o
protoplasma deste se desintegrou na presenca de antibiéticos produzidos por G. virens.

No caso particular de tombamento de plantulas por Pythium spp., tem-
se verificado que seus esporangios germinam rapidamente e infectam sementes dentro
de 4-6 horas ap6s o plantio (Stasz et al., 1980). Por outro lado, esporos de Trichoderma
s6 germinam 14 horas apoés o plantio. No entanto, quando sementes tratadas com
esse antagonista sao pré-germinadas | 2-24 horas antes do plantio, o controle do
patégeno é estabelecido com sucesso (Lifshitz et al., 1986; Chet, 1 987).

O leitor pode encontrar mais casos de controle biolégico de R. solani por
Trichoderma e Gliocladium em Papavizas (1985), Chet (1987) e Melo (1996).
Atualmente, atencéo especial tem sido dada a bactérias do género Pseudomonas,
mais especificamente as do grupo P. fluorescens - P. putida. Este grupo de bactérias

apresenta atributos que as colocam como agentes potenciais para serem utilizadas
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na agricultura. Esses atributos incluem controle de doencgas de plantas, as vezes
associadas com solos supressivos, promogado do crescimento de plantas, aumento da
germinagcdo de sementes, absorcdo de nutrientes, mineralizagdo de pesticidas etc.
Producéo de antibidticos e de sideréforos no rizoplano e/ou rizosfera séo considerados
fatores importantes que determinam o sucesso como bioprotetores (Kloepper et al.,
1980; Schippers et al., 1987; Suslow, 1982; Weller, 1988; Melo, 1998). Sideroforos
sdo compostos extracelulares de baixo peso molecular com uma alta afinidade por
ferro férrico. A capacidade dessas bactérias de sequestrar ferro fornece uma
vantagem competitiva aos microrganismos, evidenciando, em muitos casos, que
sidero6foros podem ser o fator responsavel pelo controle biolégico (Schippers et al.,
1987; Kloepper et al., 1 980).

O tombamento de pré-emergéncia de ervilha pode ser controlado
efetivamente através da microbiolizagcdo de sementes com esporos de Penicillium
oxalicum. Observacdes microscopicas revelaram que dentro de dois dias ha formacéao
de um manto de hifas sobre as sementes e, dentro de 3 dias, tem inicio a esporulagao
(Windels, 1981). Em condi¢des naturais de campo, conidios de P. oxalicum sobre
raizes nao germinaram num periodo de 1,5 a 2 semanas apds o plantio. Do mesmo
modo, sementes de grao-de-bico impregnadas com esporos desse antagonista foram
protegidas do ataque de P. ultimum (Kaiser & Hannan, 1984). O controle foi tao
efetivo quanto o tratamento de sementes com captan. Windels (1981) comenta que
os exsudados das sementes existem em quantidades suficientes para estimular e
suportar o crescimento de P. oxalicum, porém esporos localizados longe das sementes
ndo germinam.

O biocontrole de doengas causadas por Pythium spp. e R. solani tem
sido alcangcado com Pseudomonas e Bacillus em diversas culturas importantes, como
algodao, beterraba, pepino, trigo, tulipa etc. Também aqui os mecanismos de controle
por rizobactérias incluem antibiose, competicdo e parasitismo. Bacillus subtilis tem
sido utilizada com bastante sucesso no controle de Pythium e Rhizoctonia, existindo a
disposicao no mercado o produto comercial "kodiak". A bactéria apresenta a vantagem
de possuir endosporos, estruturas de sobrevivéncia que sao termotolerantes e

resistentes a dessecacgdo, além de produzir uma gama de antibiéticos com atividade



252 CONTROLE BIOLOGICO

contra uma série de fitopatdégenos. B. subtilis, além de atuar por antibiose (Figura 4)
e parasitismo, onde células da bactéria se aderem a parede da hifa hospedeira
(Figura 5).

Para que agentes de biocontrole sejam efetivos, é essencial que cresgam,
proliferem e, desse modo, sejam competitivos com a microbiota do solo. Linhagens
de Pseudomonas podem colonizar rapidamente sitios especificos do sistema radicular
e da rizosfera, como também a espermosfera, atuando como barreira a infecgdo por
fitopatdbgenos. Além da antibiose, certas espécies de Pseudomonas, particularmente
as do grupo fluorescente (P. fluorescens - putida) produzem sider6foros na rizosfera,
privando e inibindo o crescimento de outros microrganismos, inclusive fungos usados
no biocontrole, como Trichoderma spp. Como visto, o tratamento de sementes com
um agente dessa natureza pode fornecer uma protecdo razoavel & semente em
germinacao.

Com relagéo a antibiose, James & Gutterson (1 986) demonstraram que
0 antibiético oomicina A, produzido por P. fluorescens Hv37a, efetivo contra P.
Ultimum, é regulado por glucose. Um mutante (Hv 37a R2) obtido a partir da linhagem
Hv37a e mutantes deficientes na producao de antibidticos (Afu ) foram testados para
comprovar o envolvimento direto desse antibidtico na supressao de doencgas, em
condi¢des naturais (Howie & Suslow, 1991). Aproximadamente 70% da reduc¢do da
infecgdo em algodao, causada por Pythium, pode ser atribuida ao antibiético da linhagem
Hv37aR2. A competicAdo como mecanismo de controle biolégico por rizobactérias
envolve competicdo por sitios de infeccdo e nutrientes. E sabido que Pseudomonas
catabolizam diversos nutrientes e moléculas xenobidticas e tém crescimento rapido.
Osburn et al. (1 989) demonstraram que competicao por sitios de infecgcdo estava
envolvida no controle de P. ultimum em beterraba acucareira, por P. putida. O controle
resultou da protecao do pericarpo dada pela bactéria através da ocupacgao dos sitios

de infeccéo do patégeno.
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FIGURA 4. Inibicdo do crescimento miceliano de Rhizoctonia solani por Bacillus subtilis in
vitro.

FIGURA 5. Penetracdo de células de B. subtilis em hifas de R. solani
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Rizobactérias produzem também enzimas liticas envolvidas na digestdo
da parede celular de Pythium (Mitchell & Hurwitz, 1965). Este mecanismo de controle
biolégico é bem estabelecido em fungos antagbnicos que produzem quantidades
elevadas de enzimas liticas incluindo as quitinases, celulases, proteases etc., que
estao diretamente envolvidas no parasitismo de uma gama de fungos fitopatogénicos.
Exemplos ilustrados desse tipo de estudo podem ser encontrados no capitulo "Enzimas

hidroliticas envolvidas no micoparasitismo" desse volume.

Protecdo de plantas com fungos micorrizicos

Fungos micorrizicos formam uma associagdo simbidtica benéfica com
as raizes, podendo aumentar a resisténcia de plantas indiretamente através do uso de
nutrientes disponiveis na superficie das raizes (Marx, 1972).

Fisiologicamente, plantas no estadio juvenil sdo mais suscetiveis ao ataque
de patégenos de solo. Fungos micorrizicos podem aumentar o crescimento de plantas
por aumentar a absorcéo de fésforo e, talvez, de outros minerais, como potassio,
ferro, cobre, calcio e zinco. Esta capacidade para aumentar a absorgéo de nutrientes
favorece o crescimento da planta em solos pobres.

E de se esperar que a inoculacdo de fungos micorrizicos por ocasido da
semeadura possa melhorar o estadio nutricional, o vigor e promover um crescimento
acelerado de plantulas e, com isso, estreitar a fase de suscetibilidade aqueles
patégenos.

Os fungos ectomicorrizicos formam uma barreira mecéanica em torno
das raizes que evitam a penetracao e infeccdo por fitopatégenos. Ecto se refere ao
manto externo do fungo ao redor das raizes. Ecotomicorriza ocorre nas familias
Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae e Mirtacea e os fungos pertencem, geralmente, aos
Basidiomicetos ou Ascomicetos (Schenk, 1981). Zak (1 964) descreveu formas pelas
quais os fungos micorrizicos protegem raizes do ataque de patégenos: (1) através da
utilizacdo de exsudados, reduzindo, desse modo, a atra¢cdo ou suporte de patégenos
na rizosfera; (2) com micorriza ectotréfica, excluindo-os por meio do manto fuangico;

(3) por producéo de antibidticos e (4) por ser conducente aos organismos benéficos
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na rizosfera. Fitoalexinas sdo induzidas em plantas em resposta a colonizagéo de
fungos micorrizicos.

Ha varios relatos de patdgenos de solos, entre eles fi. solanie Pythium,
que sdo controlados, de alguma forma, através do uso de fungos ectomicorrizicos.
Sobre o potencial de fungos ectomicorrizicos no biocontrole de doencas de plantas
sugere-se os trabalhos de Auer & Krigner (1 991) e Marx (1 972).

Os fungos micorrizicos arbusculares (MA) formam arbusculos (haustérios
ramificados) intracelularmente e estao conectados a hifas externas ao hospedeiro.
As hifas destes fungos ramificam-se nos tecidos corticais, penetram nas células e
alteram a fisiologia do hospedeiro. As intera¢des de fungos MA com fitopatbgenos
sdo complexas, variam com combinacdes especificas e tém sido discutidas por
Zambolim (1991), Schenck (1981), Ross (1972) e Zak (1 964).

Fungos MAs podem proteger raizes contra patégenos que causam
tombamento (/?. solani) de plantulas de tomateiro (Cassiolato & Melo, 1991), Pythium
em poinsettia (Cook & Baker, 1983), podriddes radiculares de citros por Phytophthora
parasitica (Davis & Menge, 1 980) e murchas vasculares causadas por Verticilium
dahliae (Davis et al., 1979; Melo et al., 1985); por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
em tomate (Caron et al., 1 986) e murcha bacteriana (Pseudomonas solanacearum)
do tomateiro (Rego & Melo, 1990).

Embora os efeitos de fungos MA sobre o crescimento de plantas, nutricdo
e controle de certos fungos e nematodides sejam espetaculares, sua utilizagdo préatica

apresenta uma grande desvantagem que recai na ndo producéo de indculo in vitro.

Controle integrado

0 manejo integrado de doencas de plantas tem sido inadequadamente
estudado. Por outro lado, evidéncias tém mostrado que muitos casos de controle
biolégico com culturas puras de microrganismos tém sido inconsistentes em condi¢fes
praticas de campo. Uma boa pratica seria a utilizagdo de agentes de biocontrole
associados com fungicidas. Neste caso, o agente de biocontrole deve ser tolerante ao
fungicida e colonizar o solo mais rapidamente que os patégenos, apds o tratamento

quimico (Bollen, 1982). Trichoderma, por exemplo, ndo é inibido por alguns fungicidas
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comumente usados na agricultura, permitindo, todavia, a combinagao desses fungicidas
com o fungo.

Tombamento de plantulas causado por R. solanie Pythium spp. tem sido
controlado através da integracéo de agentes microbianos e fungicidas. Uma solucdo
mais efetiva para o controle do tombamento de plantulas de rabanete foi alcangcada
através da integragdo de T. harzianum e PCNB (Henis et al., 1 978; Harman et al.,
1981). PCNB (Pentacloronitrobenzeno) na concentragcdo de 4mg/g de solo, adicionado
ao solo com T. harzianum apresentou um efeito aditivo no controle da doenca e um
efeito sinergistico na diminuicdo de propagulos de R. solani. Do mesmo modo, a
utilizagéo conjunta de T. harzianum com o fungicida clorotalonil reduziu a incidéncia
da doenca em pepino (Lewis & Papavizas, 1980). O emprego de benadonil e T.
harzianum também mostrou-se efetivo em controlar o tombamento (/?. solani} de pré-
emergéncia de rabanete (Lifshitz et al., 1 985).

Com relacdo ao tombamento de plantulas de ervilha incitada por P.
ultimum tem-se verificado um controle mais satisfatério do patégeno e um aumento
da produtividade de grdos através da utilizacdo de T. harzianum e do fungicida metalaxil
(Kraft & Papavizas, 1 983).

No caso de antagonistas sensiveis a pesticidas, é possivel modificar
geneticamente linhagens desses antagonistas no sentido de obter mutantes resistentes
e com potencial de biocontrole (Papavizas, 1987; Melo & Silva, 1991). Papavizas
(1 987) obteve, por meio de irradiagcdo de conidios com luz ultravioleta, novos bidtipos
de Trichoderma resistentes a benomil e com atividades melhoradas de biocontrole e
maior sobrevivéncia no solo do que as linhagens parentais. A densidade populacional
de linhagens de T. harzianum resistentes a benomil foi significativamente aumentada
quando o solo foi suplementado com o fungicida, em comparagdo com o solo nédo
suplementado (Ahmad & Baker, 1987). O fungicida adicionado ao solo, apés cumprir
seu papel, é biodegradado pelo fungo, que o utiliza como fonte de carbono (Melo et
al., 1996), ndo permitindo que o produto permaneca por longo tempo no ambiente.

Verifica-se, com esses resultados, que a combinagdo de agentes de
biocontrole com outros métodos conduz a um controle melhorado, comparada ao uso

de uma Unica modalidade de controle.
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Solarizacdo do solo

Solarizacdo do solo é uma técnica que se baseia no aguecimento do solo
por um filme de polietileno ou polivinil transparente para o controle de fungos,
nematdides e plantas daninhas. E mais efetiva se o solo estiver imido ou se usada em
combinagdo com matéria organica, visando a acelerar o consumo de oxigénio. Segundo
Katan (1981), um dos pioneiros na utilizacdo dessa técnica, a temperatura do solo
coberto chega a alcancar 40-44°C a 20cm de profundidade. A efetividade da
desinfestac&o do solo dependerd do comprimento do dia e intensidade solar, além do
tipo de solo (Mahrer & Katan, 1981). Em solos solarizados observa-se reducédo na
densidade de in6culo e na capacidade saprofitica competitiva dos patégenos (Katan,
1981). A literatura sobre o assunto é vasta, com revisdes bem elaboradas (Katan,
1981; Souza, 1994; Yaron et al., 1991; Pullman et al., 1981; Kassaby, 1985; Ghini,
1997).

A solarizagéo do solo tem sido usada com razoavel sucesso em condi¢cdes
de casa-de-vegetacao, especialmente para culturas de alto valor econémico e em
condi¢cdes de campo. Apresenta um grande potencial para controle de patdégenos que
causam tombamento de plantulas (Kassaby, 1 985) e patdgenos vasculares como
Verticillium dahliae (Tjamos et al., 1991; Pullman et al., 1981; Katan et al.,, 1981) e
Fusarium oxysporum (Katan et al., 1981; Bem-Yephet et al., 1987; Freeman & Katan,
1988).

R. solani e Pythium spp. tém sido controlados através dessa técnica em
diversas culturas agricolas. Efeitos de temperaturas subletais ocasionam altera¢cdes
fisiolégicas, retardando a germinacgéo e reduzindo a incidéncia da doencga por estes
patégenos (Pullman et al., 1981).

Em lIsrael, a solarizagdo com plasticos transparentes se mostrou tao
eficiente quanto o tratamento com brometo de metila para controlar R. solani, V.
dahliae e Sderotium rolfsii (Elad et al., 1980).

O emprego combinado da solarizagdo do solo, mesmo a temperaturas
subletais, com o fungo T. harzianum tem evitado o aumento do potencial de in6culo
de R. solani e, principalmente, reduzido a incidéncia da doenga em algumas culturas

(Chet et al., 1982).
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Propagulos do fungo termotolerante Talaromyces flavus sao estimulados
em solos solarizados (Tjamos & Paplomatas, 1988), nos quais o antagonismo é
favorecido, essencialmente, se propagulos dos patégenos sdo enfraquecidos por
temperaturas subletais, tornando-os mais vulneraveis a atividade microbiana. O efeito

do biocontrole pode operar durante ou depois da solarizac¢do.

Controle de Pythium spp. em cultivos hidropénicos

Em cultivos hidropdnicos, nos quais existe uma baixa populagdo de
microrganismos competidores, a disseminagdo de zoosporos na solugao nutritiva
aumenta o potencial de incidéncia de doengas causadas por Pythium spp. O controle
quimico do patégeno nesses sistemas pode causar problemas de fitotoxicidade e deixar
residuos nos frutos e folhas. Espécies de Pythium sédo as que maiores danos causam,
por exemplo, as culturas de pepino (Jenkins & Averre, 1 983) e alface (Stanghellini &
Kronland, 1986). O fungo é introduzido nestes sistemas através de agua infestada,
solo infestado ou substrato a base de turfa infestada.

Larvas de Bradysia impatiens e moscas "shore"(Scate/la stagnalis) podem
estar envolvidas na introdugdo e disseminacado de Pythium em cultivos comerciais
(Gardiner et al., 1990; Goldberg & Stanghellini, 1 990). Buscando alternativas ao
controle quimico é que algumas medidas de manejo sao empregadas, incluindo entre
elas, as seguintes: a) adigdo de surfactantes a solucdo nutritiva. Estes causam lise de
zoosporos e inibem a formacao de Pythium spp. (Stanghellini & Tomlinson, 1987); b)
filtracdo da solugédo nutritiva (Goldberg & Stanghellini, 1 991); c) irradiagcdo com luz
ultravioleta (Stanghellini et al., 1984); d) manejo da luz, temperatura ou composi¢cao
da solucado nutritiva (Funck-Jensen & Hackenhull, 1 983) e e) controle biolégico com
rizobactérias. Pseudomonas fluorescens Pf 1 5 introduzida na solug&do nutritiva, em
condi¢cdes controladas, aumentou significativamente a producéao de frutos de pepino
em, aproximadamente, 600% e reduziu o desenvolvimento de Pythium
aphanidermatum (Rankin & Paulitz, 1 994). A utilizacdo de agentes de biocontrole,
como tratamento profilatico, oferece uma vantagem competitiva ja que nos sistemas
hidropbnicos had uma baixa populagcdo microbiana, favorecendo, assim, o

estabelecimento de agentes de biocontrole. Também, nesses sistemas, os cultivos
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sao feitos em ambientes controlados, eliminando a variabilidade que ocorre em

condi¢cdes de campo.
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"Os microrganismos evoluiram para adaptagdo ecoldgica, e nao para eficacia

biotecnoldgica. " (Kenneth N. Timmis)

INTRODUCAO

Praticas culturais, tais como o uso de plantas geneticamente uniformes
em monoculturas, o plantio de cultivares homogéneos susceptiveis a doengas e a
aplicacéo de fertilizantes em concentragdes que aumentam a densidade de patégenos,
fortaleceram o potencial destrutivo das doencas de plantas. O combate destas doencas
tornou-se, portanto, altamente dependente de pesticidas quimicos - os agrotoxicos -
que sao geralmente eficazes para o controle de pragas, mas apresentam, por vezes,
conseqléncias indesejaveis. Os agrotoxicos sdo apontados como substancias altamente
venenosas, que se acumulam no organismo e sdo capazes de causar cancer e mutagées
genéticas em descendentes. Por isso mesmo, Vvarios agrotdxicos, como aqueles que
contém mercurio, foram retirados do mercado, limitando, assim, as op¢des para o
controle de fitopatégenos. Para este fim, esforcos cientificos foram, entéo,
direcionados para o desenvolvimento de processos alternativos, propiciando o conceito
de controle biolégico, cuja premissa basica é manter a densidade populacional das
espécies de pragas associadas a agricultura, em niveis econdmica e ecologicamente

aceitaveis.
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Em conceito mais amplo, o controle biolégico fundamenta-se no fenémeno
natural da associagdo entre as espécies e pode ser definido como sendo "a ac¢do de
parasitas, predadores e patégenos que mantém relativamente baixa a densidade
populacional de pragas, ao contrario do que ocorreria em sua auséncia" (DeBach,
1964). Costuma-se classificar o controle biolégico sob dois aspectos: o natural, que
mantém sem qualquer influéncia humana as criaturas em perfeito equilibrio dentro de
seus habitats; e o aplicado, que consiste na introducéo e manipulagdo de inimigos
naturais pelo homem (Ridgway, 1981; Melo, 1991a).

O uso de inimigos naturais no controle de pragas da agricultura nao é
uma atividade nova: os chineses ja usavam formigas - um predador - para combater
lagartas e brocas de citros. Outro marco do controle biolégico ocorreu no mundo
ocidental, em 1762, com a importacdo de um péassaro da india para combater
gafanhotos vermelhos em Mauritius (Bosch & Messenger, 1974). Atualmente, uma
vasta gama de organismos constituem pragas: mais de 10.000 espécies de insetos e
acaros, 2.000 de ervas daninhas, 2.000 de nematoéides e 8.000 de fungos sao pragas
em potencial para a agricultura, florestas, seres humanos e animais domésticos
(Ridgway, 1981; Melo & Azevedo, 1998). Os inimigos naturais destas pragas ocorrem,
por vezes, sob formas variadas, podendo ser agrupados em virus, bactérias, fungos,
protozoarios, nematodides, artropodes, vertebrados e plantas superiores (Melo &
Azevedo, 1998). Muitos deles apresentam potencial para uso em controle biolégico
e, desde o trabalho pioneiro de Weindling & Fawcett (1936) sobre o uso de cepas de
Trichoderma sp. no controle de doengas causadas em citros por Rhizoctonia solani,
grandes esforcos tém sido realizados na tentativa de isolar cepas de fungos eficazes
na repressao de doencgas de plantas causadas por outros fungos. Alguns exemplos
especificos podem ilustrar a utilidade do controle biolégico nos tempos modernos: o
percevejo predador (Podisus nigrispinus) controla a lagarta parda (Thyrinteina arnobia,
Stoll) em 400 mil hectares de reflorestamento brasileiro (Cavalcanti et al., 1994;
Zanuncio et al., 1994); varios parasitdides controlam a densidade de pulgdes nas
plantacdes de trigo na América Latina e vérias espécies de fungos entomopatogénicos,
como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e os

do género Nomuraea sdo amplamente utilizados no combate a cigarrinha da cana-de-
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acucar, a lagarta que ataca o cartucho do milho e a alguns afideos, respectivamente
(Alves, 1986).

Dentre as bactérias entomopatogénicas, destacam-se as do género
Bacillus (Bacillus thuringiensis Berliner, Bacillus sphaericus Neide) para o controle de
insetos-pragas em hortalicas (Alves, 1986). O fungo saprdfita do género Trichoderma
é utilizado com sucesso no controle de algumas doencas de plantas causadas por
fungos fitopatogénicos, como Rhizoctonia spp, Scierotium spp, Fusarium spp. e outros
(Chet, 1987; Melo, 1990; Melo, 1995; Melo & Azevedo, 1998). Fungicidas formulados
com cepa ATCC 20476 de Trichoderma estdo sendo comercializados em pequena
escala ha mais de vinte anos, principalmente para o combate de doengas causadas
pela Botrytis cinerea em morangueiros, no norte da Europa (Ricard & Ricard, 1997).
Entretanto, a despeito dos inUmeros registros que aparecem anualmente descrevendo
o potencial de microrganismos como agentes de biocontrole de doengas de plantas
(veja Melo & Azevedo, 1998), os casos de sucesso comercial sao raros (Bélanger et
al., 1995). Este insucesso deve-se muito mais a complexidade do processo de interacéo
antagonico-fitopatdgeno e ao desconhecimento dos mecanismos basicos envolvidos
do que a falta de interesse cientifico e comercial na utilizagdo de um fendmeno natural
em favor da produtividade agricola e da preservagdo do meio ambiente.

O controle biolégico fundamenta-se nas interagdes antagbnicas entre as
espécies, entretanto os mecanismos envolvidos ndo sdo ainda suficientemente
conhecidos. As interacdes mais estudadas e melhor caracterizadas sao as que ocorrem
entre os fungos fitopatogénicos e seus antagonistas (Chet, 1992; Haran et al., 1996a).
Nelas, o fungo antagonista interfere na vida do fitopatdgeno das seguintes maneiras:
a) por competicdo - que reflete a luta pela aquisicdo de um recurso indispensavel
(espaco fisico, nutriente, microelementos, agua ou luz); b) por antibiose - que representa
a hostilidade quimica (agdo de substancias e antibidticos volateis ou nao volateis)
com eliminagdo de um dos contendores; e ¢) por micoparasitismo - que reflete a
hostilidade quimica (antibiose) e agcao canibal (digestdo por enzimas hidroliticas, como
quitinases, proteases, glucanases e lipases), resultando na eliminagdo de um e no
aproveitamento dos restos celulares pelo sobrevivente. Dentre os trés processos, 0

micoparasitimo é o que mais se destaca, pela complexidade e nimero de etapas
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envolvidas. Estas incluem o reconhecimento do alvo pelo antagonista, a transmissao
de sinais que resulta na interagcdo entre antagonista e fitopatégenos, a indugéo e
producdo de metabdlitos (enzimas) pelo antagonista e a digestdo da célula-alvo. Dentro
deste contexto, merece destaque o fato das células fungicas serem protegidas pela
parede celular, uma estrutura rigida que além de proteger a célula exerce a fungéo de
seletora de fluxo de material. Ainda que vista como uma estrutura estatica, a parede
celular estd sempre sendo remodelada durante o crescimento da célula, o que
necessariamente influencia os processos de interacdo antagonista-hospedeiro. Como
as investigacgdes cientificas recentes tém dado énfase as interagbes entre fungos,
serdo discutidos, a seguir, topicos relativos & composic¢do da parede celular dos fungos,
a producéo de enzimas hidroliticas por fungos antagonistas, preferencialmente fungos
do género Trichoderma, a possivel acdo das hidrolases no processo antagénico e aos
possiveis mecanismos envolvidos de modo a se ter uma imagem clara sobre a
participagcdo de enzimas em controle biolégico envolvendo micoparasitismo.
Informagdes mais detalhadas poderédo ser obtidas em livros sobre controle biolégico
(Melo & Azevedo, 1998), cinética enzimatica (Segei, 1975) e em publicacdes
especificas sobre hidrolases de fungos (Warren, 1996), amilases (Svenson, 1 991; De
Marco et al., 1996), celulases (Tomme et al., 1995), proteases (Santos et al., 1996a,b),
hemicelulases (Couglan & Hazelwood, 1993; Filho 1994,1998; Prade 1996) e
quitinases (Shaikh & Deshpande, 1993; Lima et al., 1997; Cohen-Kupiec & Chet,
1998). Finalmente, sera apresentado também um apéndice, descrevendo os protocolos
mais utilizados neste laboratério para dosagem das atividades de enzimas envolvidas

com o processo de antagonismo e discutidas ao longo deste capitulo.

Composicao da parede celular de fitopatégenos

As células fungicas sado envoltas por paredes celulares rigidas, cujas
propriedades foram revistas em varias oportunidades (Ballow, 1982; Cabib et al.,
1982, 1988, 1991; Bartmcki-Garcia, | 986; Peberdy, 1 990; Ruiz-Herrera, 1 992).-
Além de manter a forma da célula, protegé-la das intempéries e hostilidades ambientais,
proporcionar ambiente adequado & organizacao e ocorréncia de processos vitais e

atuar como um filtro que permite a passagem de determinadas moléculas excluindo
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outras, a parede celular serve ainda como receptor de feroménios e toxinas (Bulawa,
1993). Em suma, ela serve como barreira as a¢des exercidas pelos microrganismos
antagonistas. Tera sucesso aquele que lograr éxito em romper a parede celular ou
interromper os processos relacionados com sua sintese (Lorito et al., 1 996a,b).

A parede celular de fungos é uma estrutura complexa, constituida de
carboidratos, quase todos sob a forma de polissacarideos (80% a 90%), tais como as
P -1,3-glucanas (celulose, P -1,3 e P -1,6-glucanas) e a quitina (Debono & Gordee,
1994). Alguns polimeros séo relativamente simples, consistindo em cadeias lineares
de residuos unidos por uma Unica ligagdo, enquanto outros sdo mais complexos,
apresentando uma variedade de ligagdes de forma a ter-se cadeias ramificadas. Além
destes, carboidratos, proteinas, lipidios e ions inorganicos aparecem também na
composicdo da parede celular. As vezes, o fungo apresenta quantidades razoaveis de
pigmentos, tais como melanina e caroteno (Bartnicki-Garcia, 1968). Em
Saccharomyces cerevisae, enquanto a quitina aparece em menores proporc¢des (1 -
2% do peso seco da parede celular), as glucanas, juntamente com as mananas (proteinas
altamente glicosiladas contendo manose como o principal constituinte) (Tanner, 1990)

sdo os maiores componentes (Bulawa, 1993).

Celulose

A celulose (P -1,4-glucana) é um homopolissacarideo linear e nao-
ramificado, constituido de 10.000 a ! 5.000 residuos de D-glicose unidos por ligagdes
glicosidicas do tipo P -1,4. Tal estrutura resulta na formacdo de uma substancia
fibrosa, resistente e insoluvel em agua. As fibras de celulose estdo associadas umas
as outras, principalmente por pontes de hidrogénio, formando estruturas compactas
e insolUveis. Ao contréario da celulose vegetal, na qual as fibras se apresentam envolvidas
por uma matriz de hemicelulose e lignina, nos fungos, as fibras de celulose estdo
associadas a outros polissacarideos, tais como quitina, P-glucanas e glicogénio

(Bartnicki-Garcia, 1968).

P -1,3- e, p -1,6-glucanas

Outras P -glucanas presentes na parede celular de fungos sao



268 CONTROLE 3I0LOGICO

homopolimeros de D-glicose. Tais compostos formam cadeias lineares com
ramificagdes, nas quais os residuos de D-glicose estao unidos por ligagbes p -1,3 ou p
-1,6 (Ruiz-Herrera, 1 992). De maneira geral, as P -glucanas possuem estruturas mais
ou menos rigidas, ditadas por ligagbes covalentes, conferindo estruturas
tridimensionais, estabilizadas por intera¢gdes fracas. Resultam dai mudancgas distintas
das propriedades do polimero, como por exemplo a solubilidade e estabilidade. Muitos
fungos sintetizam p -glucanas tanto no citoplasma quanto extracelularmente, mas,
em geral, sua localizagcdo é na parede celular. O envolvimento das P -glucanas na
biologia dos fungos é bem diversificado, dependendo da estrutura, tamanho e
propriedades fisico-quimicas e, mais importante, da localizagdo. O envolvimento
primério destas glucanas na parede celular dos fungos €, sem duvida, na protegcdo e
manutencéo da rigidez. Uma outra funcéo seria a de protecdo das células contra a
desidratagcao. Entretanto, a natureza e a localizagdo das P -glucanas na parede celular
sugerem também a possibilidade de serem degradadas e utilizadas cotio meios

nutricionais quando ocorre a falta de nutrientes externos.

Quitina

A quitina é um dos componentes funcionalmente mais importantes da
parede celular de fungos. E formada por moléculas de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc),
unidas por ligacdes glicosidicas P-1,4, resultando em cadeias lineares (Stirling et al.,
1979; Ballow 1982; Cabib et al., 1982; Jeuniaux 1966). A quitina é encontrada nos
organismos na forma de fibras associadas a proteinas, lipideos ou a outros agucares
(Stirling et al., 1979). E um biopolimero linear e insolavel em &gua, sendo
abundantemente encontrado no exoesqueleto dos invertebrados que vivem no mar
(lagostas, caranguejos e outros crustaceos), nos insetos e na parede celular de fungos
e de algumas algas. A Unica diferenca quimica entre a quitina e a celulose é a
substituicdo da hidroxila do carbono 2 dos residuos de glicose por um grupo
aminoacetilado. Analises de difragao de raio X revelaram trés formas de interagcao
intercadeias das moléculas de quitina (a-quitina, , p -quitina, e y-quitina), que sao
estabilizadas por meio de pontes de hidrogénio. Dentre estas, apenas a a-quitina é

encontrada na parede celular de fungos. Esse polimero consiste em cadeias antiparalelas
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de poli-N-acetil-D-glicosamina, estabilizadas por pontes de hidrogénio inter e
intracadeias. A unidade estereoquimica dessa forma é a quitobiose
(N,N'diacetilquitobiose). As cadeias associadas por meio das pontes de hidrogénio
entre as aminas de uma cadeia e as carbonilas da cadeia adjacente conferem
insolubilidade a quitina na 4gua e a formacéao de fibrilas (Cabib, 1987). A 0 -quitina
caracteriza-se pela presenca de cadeias paralelas de poli-N-acetil-D-glicosamina,
diferenciando-se da a-quitina, sobretudo, pela capacidade de hidratagdo. Sua forma
anidra apresenta uma estrutura refinada e assemelha-se a da a-quitina. Por outro
lado, a y-quitina apresenta duas cadeias paralelas e uma antiparalela de N-acetil-D-
glicosamina, conforme as a- e O-quitina. Contudo, estas duas ultimas formas nao séo
importantes no processo de interagdo entre fungos, ja que sdo encontradas apenas
em organismos aquaticos e em membranas peritroficas de insetos. Ndo obstante,
membranas peritréficas estdo envolvidas no processo de evasao de protozoarios do
bolo alimentar para o corpo dos insetos vetores, podendo, assim, constituir alvo para

procedimentos de controle biolégico de parasitas transmitidos por insetos hematéfagos.

Grupos de fungos quanto a composicao da parede celular

Uma analise por microscopia eletronica da parede das regides apical e
subapical de hifas de Neurospora grassa, Schizophyllum commzine e Phytophthora
parasitica revelou a distribuicdo co-axial de polimeros, tais como (3-1,3- e [3-1,6-
glucanas, glicoproteinas, proteinas, quitina e celulose (Hunsley & Burnett, 1 970),
indicando que a parede celular é uma estrutura definida, na qual os componentes
estao arranjados em camadas (Farkas, 1 979). A quitina e as 0-1,3-glucanas estao
embebidas em uma matriz de material amorfo e envoltas por substancias contendo
grupos amino nao-acetilados como, por exemplo, a quitosana. Nesta estrutura, a
quitina parece estar protegida pelas [3-1,3-glucanas (Chérif & Benhamou, 1990) e os
complexos quitina-glucanas parecem estar covalentemente ligados por meio de ligagbes
glicosidicas na posicao 6 do N-acetilglicosamina (quitina) e na posi¢cao ! dos residuos
de glicose nas glucanas (Surarit et al., 1988). De certa forma, o arranjo e a composigcao
da parede celular podem auxiliar a identificagdo do microrganismo (Bartnicki-Garcia,

1968; Dejaczenko & Cassone, 1972). Dentro deste contexto, varias categorias podem
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ser reconhecidas e designadas, conforme o arranjo dos principais polimeros:

Celulose-glicogénio

Nesta categoria, estao incluidos os microrganismos cuja parede celular
é constituida de celulose e glicogénio, na proporgdo de 1:1. A estrutura e a forma da
parede celular dependem do polimero de celulose, que € insoltvel em solugfes alcalinas
(Debono & Gordee, 1994). Uma caracteristica da categoria é a quantidade expressiva

de glicosamina, proteinas e lipidios (Ward & Wright, 1 965);

Celulose-glucana

A parede celular dos microrganismos incluidos nesta categoria é
constituida de manose (0,6%), glicosamina (0,3%), glucana (75-90%), tracos de
galactosamina e ribose, celulose (1 7-25%), proteina (3-5%), lipideo (1-3%) e total
auséncia de quitina. Uma caracteristica importante deste grupo é a presenca de
proteinas contendo residuos de hidroxiprolina, exclusivos das paredes celulares de
fungos, algas (Punnett & Derrenbacker, 1 966; ap. Bartnicki-Garcia, 1 968) e plantas
superiores (Lamport & Northcote, 1960; ap. Bartnicki-Garcia, 1968). Evidéncias
indicam a importancia da hidroxiprolina em ligag8es entre polissacarideos e proteinas
(Lamport, 1 967; ap. Bartnicki-Garcia, 1968). Nesta categoria estao incluidos alguns
géneros de fungos fitopatogénicos, como Phytophthora (Bartnicki-Garcia, 1968;

Aronson et al., 1967) e Pythium (Novaes-Ledieu et al., 1 967; Cooper et al., 1 967);

Celulose-quitina

A caracteristica fundamental da parede celular dos microrganismos desta
categoria é a presencga da quitina e/ou da celulose na parede celular. Quando ambas
estdo presentes, a quitina localiza-se na superficie interna da parede celular (Fuller &
Barshad, 1960). Apenas os ficomicetos aquaticos sao considerados membros dessa

categoria ndo sendo, portanto, importantes em controle biolégico;

Quitosana-quitina

As caracteristicas principais desse grupo sao a auséncia da glicose nao
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substituida nos polimeros e a presenca do pigmento de melanina na parede celular do
esporo, servindo de protecado contra a radiacdo visivel e ultravioleta (Crook & Johnston,

1962,ap. Bartnicki-Garcia, 1968);

Quitina-glucana

A parede celular dos microrganismos membros desta categoria contém
quitina (60%), uma porcentagem maior de P-1,3-glucana em relagcédo a P-1,6-glucana,
além de proteinas e lipidios em quantidades significativas. De todas as categorias,
esta é a que apresenta maior niumero de espécies de microrganismos. Abrange cerca
de trés classes de fungos, a saber: Ascomicetos, Basidiomicetos e Deuteromicetos.
A classe dos Ascomicetos (género Trichoderma) tem galactose e galactosamina,
mas nao xilose e fucose em suas paredes. Entre os Basidiomicetos, a reciproca é
verdadeira. Nos Deuteromicetos, além da presenca de glicose, manose e galactose e
da auséncia de galactosamina, a presenca de N-acetilglicosamina é marcante (Distler
& Roseman, 1 960; ap. Bartnicki-Garcia, 1 968). Pertencem a esse grupo os fungos
dos géneros Aspergillus, Neurospora, Rhizoctonia e Scierotium. Esta categoria de

microrganismos é de extrema importancia em controle biol6gico;

Manose-quitina

Neste grupo, a porcentagem de quitina na parede celular é alta em
relagcdo a manose. Algumas leveduras estéo incluidas e sdo as Unicas que possuem
galactose, fucose e acido aminobutirico na parede celular. Nesta categoria, se
enquadram os géneros Rhodotoruia e Sporoboiomyces, que possuem caroteno como

pigmento (Bartnick-Garcia, 1968).

Manose-glucana

A parede celular é constituida de polimeros de glicose, com ligagcbes
glicosidicas P-(1,6) na cadeia principal e liga¢des glicosidicas P-(1,3) nas cadeias laterais.
As principais caracteristicas do grupo séo o grau de substituicdo do aglcar (manose)
na cadeia principal e o tamanho das cadeias laterais que varia de 8 a 1 5 residuos de

glicose. Pertencem a este grupo algumas leveduras (Bartnicki-Garcia, 1 968);
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Poligalactosamina-galactana

A parede celular dos microrganismos desta categoria é constituida de
galactosamina (30%), galactose (10%), xilose (3%) e proteinas (30%). Destaca-se,
ainda, nos membros deste grupo, a auséncia de quitina, celulose e lipidios. O polimero
principal da parede celular é de natureza hemicelulolitica (xilose + galactose). Dentre
os fungos que apresentam tal composicdo da parede celular inclui-se o grupo
taxondmico Trichomycetos - fungos, tipicamente comensais, que habitam os tratos
digestivos dos hospedeiros, especialmente algumas espécies de artropodes. Prescinde,

portanto, de interesse em controle biolégico (Bartnicki-Garcia, 1 968).

Enzimas que hidrolisam componentes da parede celular de fungos
A viabilidade celular depende da integridade dos componentes da parede
celular, a qual funciona como barreira seletiva ante as pressdes fisico-quimicas
exercidas pelo meio ambiente em que o microrganismo sobrevive. Tal barreira é o
ponto inicial das interag8es envolvidas no processo de antagonismo entre fungos. As
enzimas hidroliticas capazes de hidrolisar os componentes da parede celular
desempenham, portanto, papel fundamental no processo antagdnico. Dentre as
hidrolases destacam-se as celulases, as P-glucanases (celulases, p-1,3- e P-1,6
glucanases), as quitinases e as proteases (Chet & Baker, 1 980; Elad et al., 1 983a;
Benhamou & Chet, 1993; Haran et al., 1996). As principais caracteristicas e
propriedades de enzimas microbianas que hidrolisam polissacarideos foram descritas
em revisdo recente (Warren, 1996). Por sua vez, as lipases sdo ainda pouco
consideradas como participantes do antagonismo por micoparasitismo. Da mesma
forma, nao existem registros que demonstrem a importancia em controle biolégico de
outras enzimas hidroliticas, como hemicelulases (Filho, 1994; Filho et al., 1996;
Ximenes et al.,, 1996) e amilases (veja De Marco, 1996), que desempenham fun¢des
primordiais nos processos fisioldgicos e biotecnoldgicos de hidrélise de componentes
de paredes de células vegetais. Existem, no entanto, registros sobre a producéo de
amilases (De Marco et al., 1997, 1998; Azevedo et al., 1998) e hemicelulases (Ximenes
et al., 1996) por isolados de Trichoderma, que apresentam atividade antagdnica contra

fitopatégenos.
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Celulases

As celulases constituem o sistema celulolitico produzido por bactérias e
fungos aerdébicos e anaerodbicos. Os sistemas produzidos por fungos do género
Trichoderma (Béguin, 1990; Kubicek et al., 1 993) sdo os mais bem caracterizados.
O sistema do T. reeseiconsiste em trés classes gerais de enzimas: a exo-gtucanase
(1,4-~-D-giucana ceiobiohidroiase; EC 3.2.1.91), que age sobre as extremidades nao-
redutoras da cadeia de celulose, liberando unidades celobiosidicas; a endo-glucanase
(1,4-fi-D-glucana 4-g/ucanohidrolase; EC 3.2.1.4), a qual cliva as ligag6es glicosidicas,
de uma forma aleatdria, dentro da molécula do substrato; e a 1,4-Q-D-giucosidase
iceiobiase; fi-D-giicosidio giicohidroiase, EC 3.2.1.21) que, por sua vez, cliva celo-
oligossacarideos para producao de glicose (Kubicek et al., 1993; Haran et al., 1996a).
Além das atividades individuais, tais enzimas atuam em sinergismo, isto &, em acao
conjunta, proporcionando um aumento na eficiéncia do sistema celulolitico. Em T.
reesei, ha pelo menos duas celobiohidrolases, duas ou mais endoglucanases e uma (3-
glucosidase operando em sinergismo na degradacédo da celulose. Inicialmente, as
endoglucanases hidrolisam aleatoriamente liga¢fes glicosidicas internas nas cadeias
da superficie das fibras de celulose, produzindo algumas extremidades livres. Em
seguida, as celobiohidrolases liberam, uma por uma, unidades de celobiose
(dissacarideos) das extremidades nao-redutoras destas cadeias. Por fim, as celobiases
hidrolisam os celo-oligossacarideos, produzindo glicose. Membros de cada um destes
grupos de enzimas produzidas por Trichoderma foram caracterizados em niveis
molecular e gendbmico (veja Nevalainen & Pentila, 1 995). Cepas industriais de T.
reesei, construidas por extensivos programas de mutagénese, produzem quantidades
substanciais de misturas de proteinas extracelulares, dominadas por umas poucas
celulases, que foram as primeiras a serem isoladas e caracterizadas em nivel génico.
Dentre os genes caracterizados, aparecem o cbhl (Shoemaker et al., 1983; Teeri et
al., 1983) e 0 cbh2 (Chen et al., 1987; Teeri et al., 1987), codificantes de duas
principais celobiohidrolases; e o egil (Pentilla et al., 1986; van Arsdell et al., 1987) e
eg!2 (originalmente chamado egi3, Saloheimo et al., 1988), que codificam duas
endoglucanases principais. Trés genes adicionais egl3 (Ward et al.,, 1993), eg!'4

(Saloheimo et al., 1 997) e eg!5 (Saloheimo et al., 1 994), para endoglucanases de
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menor expressao, foram isolados posteriormente. Com excec¢ado da EGIl and BGLI
(P glucosidase), todas as celulases de T. reesei cujos genes foram caracterizados
possuem uma estrutura modular. Elas apresentam um dominio de ligagdo da celulose
(CBD) conservado em sua porcao N-terminal ou C-terminal, separado co dominio
catalitico por uma regido intermediaria rica em residuos de treonina e prolina (veja
Saloheimo et al., 1997).

O sistema celulolitico produzido pelos fungos difere substancialmente
daquele produzido por bactérias. Nas bactérias anaerdbicas, o exuberante complexo
celulolitico constitui verdadeiras organelas exocelulares - denominadas originalmente
celulosomas - resultantes da associa¢ao das subunidades cataliticas indeoendentes
(veja Felix & Ljungdahl, 1 993). Além de ser altamente eficiente quanto a hidrélise de
celulose cristalina, a eficiéncia catalitica do celulosoma ultrapassa significativamente
as de suas proprias subunidades individuais e as dos sistemas celuloliticos produzidos
por fungos filamentosos. Entretanto, a maior capacidade antagdnica cos fungos

compensa a eficiéncia catalitica do sistema celulolitico das bactérias anaerdbicas.

p-glucanases

As [3-1,3- e [3-1,6-glucanas representam a maior parte das p-glucanas
presentes na parede celular de fungos filamentosos. O sistema hidrolitico das [5-1,3-
glucanas é composto das exo e endo-p-1,3-glucanases, que hidrolisam ligacbes
p-glicosidica em uma acédo sinergistica, com diferentes modos de acéo. As [3-7,3-
exoglucanases (EC 3.2.1.58) clivam o polimero, liberando residuos de glicose a partir
da extremidade ndao-redutora. Sdo as mais abundantes em fungos (Kanzawa et al.,
1994). As p-1,3-endoglucanases (EC 3.2.7.6 ou 3.2.1.39) clivam aleatoriamente as
ligagdes do tipo b no interior da molécula, liberando pequenos oligossacarideos (Prokop
et al.,, 1993). Algumas p-1,3-glucanases apresentam atividades endohidroliticas e
exohidroliticas liberando proporgdes iguais de glicose, de dissacarideos e quantidades
maiores de oligossacarideos, a partir da hidrolise de P-glucanas (Pitson et al., 1993).
Muitas P-1,3-glucanases de fungos sao extracelulares (De La Cruz et al., 1995) e
podem hidrolisar polissacarideos extracelularmente para uma eventual assimilagcao

feita pela célula para o seu interior, viabilizando, assim, o uso de P-glucanas como
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Unica fonte de carbono (Stahmann et al., 1992; ap. Pitson et al., 1993). Apresentam,
ainda, fung¢des relacionadas com a morfogénese de fungos (crescimento e
desenvolvimento) ou com o processo de micoparasitismo. Tanto as 3-1,3-glucanases
(Lorito et al., 1994a), quanto as P-1,6-glucanases (Lorito et al., 1 995) sdo capazes de
inibir a germinacao de esporos e inibir o crescimento celular de fitopatégenos. Varios
trabalhos indicam que o fungo Trichoderma harzianum produz, pelo menos, duas P-
1,3-exoglucanases (Dubourdieu et al., 1 985; Kitamoto et al., 1 987), duas P-1,3-
endoglucanase (Lorito et al., 1994a; Noronha & Ulhoa, 1996) e duas P-1,6-glucanases
(De La Cruz et al., 1 995). Recentemente, uma analise bioquimica da expressao do
sistema P-1,3-glucanolitico deste fungo revelou que a cepa IMI 206040 secreta pelo
menos sete P-1,3-glucanases, quando induzida por laminarina, uma P-1,3-glucana
solavel (Vasques-Garciduenas et al., 1998). As massas moleculares de cinco destas
enzimas variam na faixa de 60 a 80kDa. Destas cinco, uma exo-p-1,3-glucanase de
77kDa foi isolada e caracterizada. As propriedades destas glucanases foram
consideradas em revisao (Haran et al., 1 996a) e artigos (Noronha & Ulhoa, 1 996;
Vasques-Garciduenas et al., 1 998) recentes. Evidéncias indicam que varias destas
enzimas atuam em sinergismo com outras enzimas hidroliticas de T. harzianum na
hidrélise de parede celular de fitopatégenos, como Botrytis cinerea, Gibbereiia fujikuroi,
Phytophthora syringae e Saccharomyces cerevisae (De La Cruz et al., 1 995/ Além
de participar nos processos de micoparasitismo (Lorito et al., 1994a), as P-glucanases
sdo importantes também para os mecanismos de defesa de plantas contra ataques
de fungos fitopatogénicos (Jach et al., 1995).

A manipulacao do potencial de producao de p-glucanases por engenharia
genética em fungos é ainda incipiente. A endo-P-1,3-glucanase BGN13.1 de T.
harzianum CECT 241 3 foi clonada utilizando um oligonucleotideo sintetizado a partir
de uma sequéncia interna da enzima purificada. A sequUéncia deduzida revelou uma
massa molecular de 78kDa para a proteina recombinante processada, que contém
trés regides: uma sequéncia N-terminal lider, uma seqiéncia ndo-definida e uma
sequéncia C-terminal, rica em cisteina. A analise da sequéncia primaria indica que
esta enzima pertence a um grupo diferente daqueles que incluem P-1,3-glucanases

de bactérias, leveduras e plantas. O gene bgn!3.1 é reprimido por glucose e induzido
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por paredes celulares ou micélio autoclavado (De La Cruz et al., 1 995) Até bem
recentemente, apenas o gene (bgnl6.2} da [3-1,6-endoglucanase de T. harzianum
havia sido clonado. A seqgliéncia deduzida da proteina ativa apresentou baixa lomologia
com outras [3-glucanases. A proteina recombinante foi produzida em Sacctaromyces
cerevisiae sob o controle de um promotor de levedura, tendo a levedura recombinante

alta atividade litica contra (3-1,6- glucana (Lora et al., 1 995).

Quitinases

As enzimas quitinoliticas foram descritas pela primeira vez em 1911,
como "fator" antifingico encontrado em bulbos de orquideas (Bernard, 1 911; ap.
Flach et al., 1992). Entretanto, sdo encontradas também na mucosa do trato digestivo
de alguns vertebrados, como peixes, aves e anfibios (Stirling et al., 1979) e em
microrganismos e plantas (Sahai & Manocha, 1993).

Inimeros fungos produzem quitinases (Sahai & Manocha, 1993; Lima et
al., 1995, 1996, 1997, 1998; De Marco et al., 1997, 1998) que, em geral, constituem
sistemas quitinoliticos, cuja complexidade é um desafio bioquimico. As caracteristicas
gerais desses sistemas foram resumidas por Sahai & Manocha (1 993). Considerando
os produtos de hidrolise da quitina, trés tipos de enzimas quitinoliticas foram descritas:
as exoquitinases, as endoquitinases e as [3-1,4-N-acetilglicosaminidases.

A exoquitinase (EC 3.2.1.14) libera somente diacetilquitobiose ou apenas
quitobiose (dimeros de N-acetilglicosamina) de uma forma progressiva, a partir da
extremidade nao-redutora do polimero. A endoquitinase (EC 3.2.1.14) age
aleatoriamente, liberando oligossacarideos como quitotetrose, quitotriose e quitobiose.
Por sua vez, a [3-1,4 N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1.30) hidrolisa os oligossacarideos,
formando mondémeros de N-acetilglicosamina (GIcNAc) como produto final. A atividade
de quitobiase (Ulhoa & Peberdy 1991a), que produz mondmeros de GIcNAc a partir
da quitobiose, estaria incluida no grupo das [3-1,4-N-acetil-glicosaminidases.

A nomenclatura apresentada acima foi revista por Harman et al. (1993)
que propuseram, considerando a Nomenclatura Enzimética e trabalhos de purificagdo
e caracterizagdo das respectivas enzimas, uma simplificacao:

* Exoquitinases (classe das enzimas [3-1,4-N-acetilglicosaminidases ou
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simplesmente glicosaminidases) sdo as enzimas que liberam monémeros
das extremidades nao-redutoras e necessitam de, no minimo, uma
quitobiose como substrato para atuarem,;

e P-7,4-quitobiosidases atuam liberando unidades diméricas das
extremidades nao-redutoras e necessitam, no minimo, de uma
quitotriose como substrato para atuarem;

 Endoquitinases clivam aleatoriamente polimeros ou oligbmeros e nédo
reconhecem as extremidades nao-redutoras. Para atuar, estas enzimas
necessitam, no minimo, de uma quitotetrose como substrato.

As propriedades das quitinases, seu envolvimento nos processos
antagonicos e sua importancia no controle biolégico tém despertado grande interesse.
Assim como ocorre no sistema celulolitico, os sistemas quitinoliticos mais bem
estudados sao aqueles produzidos por fungos do género Trichoderma. A maioria dos
trabalhos foi realizada com T. harzianum, um agente de biocontrole efetivo para o
controle de doengas de plantas causadas por fungos. Considerando apenas aquelas ja
caracterizadas, sete quitinases induzidas por quitina e com massas moleculares variando
na faixa de 31-33kDa a 102-11 8kDa sédo produzidas por T. harzianum. Dentre elas,
estdo duas N-acetilglucosaminidase - CHIT 102 (Haran et al., 1995; Ulhoa & Peberdy,
1991 a,b) e CHIT 73 (Lorito et al., 1 994; Haran et al., 1995); quatro endoquitinases
- CHIT 52 (Haran et al., 1 995), CHIT 42 (De La Cruz et al.,, 1992; Ulhoa & Peberdy,
1992; Harman et al., 1993; Lima et al., 1 997), CHIT 33 (De La Cruz et al., 1992;
Haran et al., 1 995), e CHIT 31 (De La Cruz et al.,, 1 992; Haran et al., 1995); e uma
exoquitinase - CHIT 40 (Harman et al., 1993).

Um ndmero limitado de genes de quitinases fungicas foi clonado. Dentre
eles, aparece o gene (ech-42) da CHIT 42, isolado de um clone de cDNA de T.
harzianum (Hayes et al., 1 994; Garcia et al., 1 994). A seqiéncia inteira, designada
previamente ThEn-42, consiste em 1 554pb, com uma regido ORF codificante de uma
proteina de 424 residuos de aminoacidos. A massa molecular deduzida a partir da
clonagem para esta proteina (42.66/Da) corresponde ao valor determinado
experimentalmente (41 kDa) (Hayes et al., 1994). A analise da sequéncia N-terminal

revelou a presenca de um peptidio sinal de 34 aminoéacidos (Garcia et al., 1994/ A
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comparacgdo da sequéncia gendmica e do cDNA revelou uma massa mclecular de
46/rQa, valor relativamente proximo ao calculado (41 kDa) para a proteina processada.
A analise computacional da sequéncia deduzida revelou uma homologia de 73% com
a quitinase produzida pelo fungo Aphanodadium albus (Carsolio et al., 1994). Outro
gene de T. harzianum clonado corresponde a um endoquitinase de 33kDa. O cDNA
correspondente codifica uma proteina contendo uma sequéncia de 321 residuos de
aminoacidos, que inclui um peptidio sinal de 10 aminoacidos (Limén et al., 1995). Um
gene de T. harzianum, codificante de uma N-acetilglucosaminidase de 72kDa (nagh,
foi o terceiro gene a ser clonado (Peterbauer et al., 1996/ A sequéncia deduzida da
proteina resultante apresentou alta similaridade com N-acetilglucosaminidases de
outros eucariontes tais como Candida albicans e de tecidos de vertebrados e
invertebrados. Tal gene é fortemente induzido por quitina, GIcNAc e parede celular
de Botrytis cinerea (Peterbauer et al., 1 996/

As caracteristicas moleculares e a atividade biolégica de quitinases de
fungos, insetos outras foram consideradas em revisfes recentes (Haran et al., 1 996
a; Kramer & Muthukrishnan, 1997). Ja é amplamente aceito que o potencial
biotecnolégico das quitinases nao esta restrito as enzimas de fungos. Quitinases de
plantas e de varias espécies de insetos apresentam alto potencial para o controle de
pragas causadas por insetos e fungos. Os virus transformados, produtores de quitinases
de insetos, apresentam alta atividade inseticida, e plantas transgénicas, que expressam
constitutivamente quitinases de insetos, exibem resisténcia significativa ao ataque
de pragas. Recentemente, o gene correspondente a uma quitinase (chit1l) do fungo
entomopatogénico Metarhizium anisoptiae foi isolado e a seqiiéncia de nucleotidios,

analisada (Bogo et al., 1998).

Proteases

O termo protease, usado como sinénimo de peptidio pidrotase, refere-se
a todas as enzimas que clivam ligacdes peptidicas. As denominag¢des endopeptidase e
exopeptidase foram criadas para designar as enzimas que tém ac¢ado hidrolitica nas
ligacdes peptidicas internas, amino-terminais e carboxi-terminais, respectivamente

(Bergman & Ross, 1936). A denominagdo proteinase é utilizada como sinénimo de
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endopeptidase. As proteases podem ser classificadas quanto as condicdes
hidrogenibnicas 6timas para sua acdo (&cidas, neutras e alcalinas), quanto a
especificidade ao substrato (colagenase, elastase etc.) ou quanto a similaridade com
proteases bem caracterizadas (pepsina, tripsina, catepsina etc.) (North, 1982). O
sistema de classificagdo mais funcional baseia-se na comparacédo de sitios ativos, de
mecanismo de acéo e da estrutura tridimensional. Até o momento, quatro classes
sdo reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica, envolvendo seis familias
cujos membros sdo, provavelmente, originados por evolugéo divergente de um ancestral
comum (Neurath, 1984): Serinoprotease / (quimotripsina, tripsina, elastase);
Serinoprotease |l (subtilisina); Cisteinoprotease (papaina); Asparticoprotease
(penicilopepsina, renina); Metaloprotease / (carboxipeptidase A bovina) e
Metaloprotease Il (termolisina). Considerando a relagcdo estrutural e a funcdo das
proteases, uma classificacdo mais minunciosa incluindo 84 familias de proteases foi
proposta recentemente (Rawling & Barret, 1 993).

Muitos fungos produzem proteinases capazes de hidrolisar proteinas
nativas, como a proteinase A de Aspergiiius niger e as proteinases A 1, A2 e B de
Scytalidium lignicolum. As metaloproteinases produzidas por fungos apresentam zinco
como parte de sua estrutura (Markaryan et al., 1 994). Fungos produzem também
serinoproteinases, como a proteinase K de Tritirachium album (Ebeling et al., 1 975) e
a queratinase de A. fumigatus fSantos et al., 1 996 a,b). Por outro lado, a ocorréncia
de cisteinoproteinases em fungo é bastante limitada.

A parede celular de fungos filamentosos contém também proteinas, além
de quitina e glucanas (Hunsley & Burnett, 1970). Entretanto, pouca atencéao tem sido
dada as proteases dentro do contexto de controle biolégico. Assim como as proteases
secretadas por bactérias e fungos oportunistas ou patogénicos mediam no hospedeiro
uma série de processos patoléogicos (Maeda & Yamamoto, 1996), inclusive o
crescimento de hifas através de proteinas fibrilares como colageno e elastina (Reichard,
1998), as proteases de fungos antagbnicos apresentam, possivelmente, fun¢gbes bem
definidas nos processos de antagonismo. De fato, paredes celulares de Fusarium
oxisporum expostas a acdo de proteases tornam-se muito mais sensiveis a agéo de

hidrolases fungicas (Sivan & Chet, 1989), indicando, assim, que as proteinas ai
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presentes protegem o esqueleto da parede celular do ataque de microrganismos
antagonicos. Outros estudos também corroboram o envolvimento das proteases no
processo de micoparasitismo. A cepa IMI 206040 de T. harzianum, quando na presenca
de micélio inativado por autoclavagem, de preparac¢fes de parede celular de fungos
ou de quitina, produz uma protease alcalina (Prbl) capaz de atuar nessa estrutura.
Essa proteinase foi bioquimicamente caracterizada e o cDNA e os clones gendmicos
correspondentes, isolados (Geremia et al., 1993). A seqiiéncia de aminoacidos deduzida
indica que esta proteina é sintetizada como uma pré-proenzima e apresenta
caracteristicas de serinoproteinase. Interessante notar que a produgdo desta enzima
é induzida por parede celular ou componentes desta, como a quitina. Na natureza, a
secrecao desta protease deve ser induzida por um sinal proveniente ou presente na
parede celular da célula antagonizada, neste caso, o fitopatégeno.

O isolado de T. harzianum 1051, com capacidade antagbnica contra
Crinipeiiis perniciosa, o0 agente causador da "vassoura-de-bruxa" do cacaueiro, produz
em meio de cultura liquido, contendo caseina como Unica fonte de carbono, quantidades
substanciais de atividade proteolitica (De Marco et. al., 1997, 1998). Uma protease
com massa molecular de 1 8kDa foi isolada deste meio de cultura e apresentou a

propriedade de hidrolisar a parede celular de C. perniciosa.

Participacdo de enzimas hidroliticas no processo antagénico

As interagfes sociais entre individuos de qualquer nivel organizacional
requerem a existéncia de afinidade associativa, independentemente da natureza
amistosa ou hostil da interagdo. Em controle biolégico de doenca de plantas, destacam-
se dois niveis associativos nos quais a afinidade é fundamental para a ocorréncia das
interacbes envolvidas: no primeiro nivel, aparece a afinidade entre o fitopatégeno e o
vegetal, o que gera um estado fisiolégico (doenga) a ser controlado; no segundo,
destaca-se a afinidade do antagonista pelo fitopatdégeno, afinidade esta que deve ser
superior e reverter o estado gerado pela interagdo destacada anteriormente. No
presente caso, interessa-nos entender os processos envolvidos na associacao
antagonista-fitopatdgeno. As afinidades estdo ai representadas pelas capacidades de

sobrevivéncia do antagonista e do fitopatégeno no mesmo nicho ecolégico, da conversao
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dos substratos disponiveis, do reconhecimento celular matuo e dos poderes destrutivos
e defensivos dos microrganismos interagentes. As duas primeiras propriedades sao
determinantes, ou seja, na auséncia delas nao existiria a patogenicidade, nem a
capacidade de biocontrole. Por sua vez, o sucesso do controle bioldgico é diretamente
proporcional ao poder destrutivo do microrganismo antagdnico e inversamente
proporcional ao poder de escape do fitopatégeno as agressdes impostas. Em ambos
0s casos, as intensidades sao graduais e a viruléncia dos fiitopatbgenos ndo é uma
escolha autdbnoma. O controle deles dependera, portanto, da disponibilidade de
microrganismos antagonicos que exibam as melhores propriedades em suprimir o
desenvolvimento de fitopatégenos. Como ja mencionado, microrganismos antagdnicos
podem atacar fitopatbgenos por competi¢do, antibiose, micoparasitismo ou por uma
combinacéao sinergistica destes modos de agdo (Deacon & Berry, 1992). Experimentos
conduzidos no laboratério (Elad et al., 1984; Lima et al., 1997) e experimentos pilotos
conduzidos no campo (Latunde-Dada, 1993) mostraram claramente que fungos
antag6nicos atacam o micélio de fungos fitopatogénicos. Ainda que 0s mecanismos
responsaveis nao sejam devidamente conhecidos, inimeras evidéncias, inclusive
aquelas obtidas com mutantes deficientes (Chernin et al., 1995), indicam que o
micoparasitismo envolvendo enzimas hidroliticas assume papel fundamental no
processo (Inbar & Chet, 1994; Lima et al., 1997). O T. harzianum na presenca de
cicloheximida, um inibidor de sintese de novo de proteinas, é incapaz de micoparasitar
R. solanie S. rolfsii (Elad et al., 1 983a). Inumeras evidéncias foram obtidas também
com bactérias quitinoliticas, tais como Serratia marcescens, Arthrobacter spp. e
Enterobacter spp. (Hadaretal., 1979; Jones et al., 1986). A despeito da incapacidade
de células selvagens de Escherichia coli produzirem qualquer efeito antagoénico, células
dessa bactéria contendo o gene de quitinase de S. marcescens inibem o crescimento
de R. solanie S. rolfsii, reduzindo significativamente (— 60%) a incidéncia de doencas
em feijdo e algodao (Shapira et al., 1 989). Ao contrario, uma linhagem mutante da
bactéria S. marcescens (quitinase deficiente) ndo se opbe ao crescimento de Fusarium
oxysporum Schlechtend.:Fr. (Jones et al., 1 986).

Chet (1 992) descreveu 0s passos ho processo de micoparasitismo por

Trichoderma spp. O antagonismo inicia-se com a deteccdo do hospedeiro pelo
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antagonista que, provavelmente, ocorre em resposta a presenga de estimulos quimicos
liberados pelo hospedeiro. O segundo passo seria 0 reconhecimento e ligagdo do
micoparasita ao seu hospedeiro: crescer paralelamente ou "enrolar-se nele". i?. solani
e S. rolfsii possuem, na parede celular, lectinas (glicoproteinas que aglutinam células
e precipitam glicoconjugados) que se ligam a residuos de galactose e fucose, presentes
na parede celular de T. harzianum fElad et al., 1983a; Barak et al., 1985). Tais
componentes conferem, assim, uma certa especificidade ao sistema antagonico (Sivan
& Chet, 1992). Inbar & Chet (1992, 1994) utilizaram fios de nylon para testar uma
nova lectina purificada de S. rolfsii. A presenca da lectina purificada na superficie dos
fios de nylon induziu o processo de micoparasitismo, fazendo com que o fungo T.
harzianum se enrolasse no fio e produzisse estruturas semelhantes a apressorios.
Confirmou-se, assim, a participacao das lectinas no processo antagdnico. A terceira
etapa do processo antagdnico seria, portanto, a ocasional degradacéo e lise da parede
celular do microrganismo antagonizado. Estudos de microscopia eletrénica de varredura
e transmissao revelaram a sequéncia dos eventos associados com a degradacéo de
Botrytis cinerea por uma cepa de Trichoderma harzianum com alta capacidade de
biocontrole (Belanger et al., 1995). A primeira mudanca ultra-estrutural do micélio de
B. cinerea foi observada ! 2h antes do contato entre os organismos presentes na
cultura pareada. Estas modificagcbes estruturais estavam caracterizadas por
invaginacdes pontuais do plasmalema e foram seguidas por uma retracdo gradual,
nos quais houve desorganizagéo do citoplasma e pela perda do turgor. A seguir, a
morte celular ocorreu 48h apds o contato entre Trichoderma e B. cinerea. As primeiras
evidéncias de penetracdo de B. cinerea por Trichoderma ocorreram 72h ap6s o inicio
do contato, devido a pressao mecanica ou digestdo enzimatica localizada da parede
celular. Somente apoés tempos prolongados (10 dias) de antagonismo, apareceram 0s
indicios de hidrélise generalizada da quitina, indicando que a hidrélise deste componente
celular foi aparentemente o Ultimo processo na cascata de eventos ocorridos no
processo de antagonismo entre Trichoderma e B. cinerea. As evidéncias entdo obtidas
indicam que o fungo Trichoderma ataca os fitopatégenos primaria e preferencialmente
por antibiose (antibiéticos), induzindo o fitopatégeno a morte celular, que é seguida

da hidrdlise dos componentes celulares pelas enzimas quitinoliticas. Neste caso, a
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antibiose precede o parasitismo e a colonizagcdo interna da hifa hospedeira.
Provavelmente, as células enfraquecidas ou mortas sdo mais facilmente invadidas e
as quitinases contribuem mais para a fase saprofitica. Este modelo reflete o que
ocorre nas interacdes fitopatégeno-plantas, nas quais o primeiro desorganiza as células
hospedeiras antes de usa-las como nutrientes (Yoder, 1980). Entretanto, ainda nao é
aceito o fato de a antibiose ser o principal mecanismo de acéo do Trichoderma na
natureza. Existem evidéncias que indicam claramente que a gliotoxina é o principal
determinante do potencial de biocontrole de Gliocladium virens (Lumsden & Lewis,
1989). Por outro lado, é bastante conhecido o fato de que a glioxina apresenta a
capacidade de atuar sinergisticamente com quitinases purificadas (Di Pietro et al.,
1993).

A primeira enzima a ser sintetizada durante o micoparasitismo induzido
por estimulo biomimético com fibras de nylon contendo lectina (Inbar & Chet, 1994)
foi uma glucosaminidase de 102kDa (CHIT 102), produzida em uma fase precoce do
processo. Consistentemente, a CHIT 102 foi a primeira enzima a ser produzida por T.
harzianum na presenca de S. rolfsii, crescidos em cultura pareada. Com 0 progresso
da interacéo, a atividade da CHIT 102 diminuiu concomitantemente ao aparecimento
da atividade de outra glucosaminidase de massa molecular de 73kDa (CHIT 73) (Inbar
& Chet, 1995). Atividades quitinoliticas sao produzidas por T. harzianum na presenca
de parede celular de B. cinerea (De La Cruz et al., 1993). De forma idéntica, foi
constatada a alta expresséo da endoglucanase CHIT 42 durante a interagcédo de T.
harzianum com R. solani fCarsolio et al., 1994) e da quitobiosidase de 40kDa (CHIT
40) e endoquitinase de 41 kDa durante o crescimento de T. harzianum, na presenca
de parede celular de B. cinerea (Schirmbdck et al., 1994). Estas enzimas sdo reprimidas
por glicose. Outras evidéncias da participagao de enzimas quitinoliticas no processo
antagobnico foram obtidas de forma indireta. Na presenca de quitina, T. harzianum
produz endoquitinases de 40-42kDa (Ulhoa & Peberdy, 1 992) e 46kDa (CHIT 46)
(Lima et al., 1997; Lima et al. 1 998) que, quando isoladas, afetam drasticamente
tanto o micélio de Sderotium rolfsii (Figura 1 b) quanto as estruturas de resisténcia,
como os esclerécios deste fitopatégeno (Figura 2b). Na realidade, existem diferencas

de expressao génica induzidas por quitina (Lora et al., 1 994). Oligossacaridios de
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GIcNAc produzidos pela hidrélise parcial da parede celular de fitopatégenos atuam
como sinais para uma resposta antifingica generalizada. Entretanto, as expressoes

génicas da CHIT 42 e CHIT 33 sao reguladas diferencialmente.

FIGURA 1. Micrografia eletrénica de varredura de estruturas miceliais de Sderotium rolfsii.
k. Estruturas ndo-hidrolisadas; B. Estruturas submetidas a hidrolise por quitinase (CHIT
46) de Trichoderma sp. isolado T6 (para detalhes sobre metodologia utilizada, vide Lima et
al.,, 1997).

FIGURA 2. Micrografia eletrbnica de varredura de estruturas de resisténcia de Scierotium
rolfsii. A.estruturas nao-hidrolisadas; B. Estruturas submetidas a hidrélise por quitinase
(CHIT 46) de Trichoderma sp. isolado T6 (para detalhes sobre metodologia utilizada, vide
Lima et al., 1997).

A despeito da eficiéncia das hidrolases microbianas na degradagéo de

paredes celulares de células vegetais e de microrganismos, pouca importancia tem
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sido dada a participacdo de celulases nos processos de antagonismo. As informagdes
disponiveis sdo, em geral, favoraveis a esta participacdo. Uma cepa hipercelulolitica
de Trichoderma tongibrachiatum mostrou-se muito mais efetiva no combate a infeccao
de sementes de legumes por Pythium do que a linhagem selvagem (Migheli et al.,
1994). Por outro lado, a associacdo de Trichoderma com outras células nem sempre
estd associada com a producédo de hidrolases extracelulares. Cepas de T. harzianum,
celulase-deficientes obtidas por mutagénese com luz ultravioleta, apresentaram alta
competéncia de colonizagao de rizosfera de Phaseoius vutgaris, ao contréario de cepas
superprodutoras de celulases obtidas pela mesma metodologia (Melo et al., 1997).
As P-1,3- e p-1,6-glucanases de Trichoderma séo induzidas por paredes celulares de
fitopatdgenos, isoladas por quitina e por outros substratos, inclusive glicose (Tangarone
et al.,, 1989; De La Cruz et al., 1 993; Lorito et al., 1994a). A inducéo realizada por
um agucar simples indica que a presencga do substrato nem sempre é necesséria para
a sintese de hidrolases, podendo estas ser produzidas constitutivamente (Pitson et
al., 1993). Entretanto, a inducdo simultanea de varias classes de hidrolases, como
neste caso, p-glucanases e quitinases, é também uma possibilidade plausivel, ja que
estas duas classes de enzimas apresentam atividades antifangicas sinergisticas. Estando
o0s substratos destas duas classes de enzimas associados na natureza, assim como na
parede celular de fungos (vide acima), uma inducdo conjunta de glucanases e quitinases
pode representar uma vantagem ecologica.

Ao contrario da importancia que tem sido dada a participagdo de
proteases nos processos invasivos em humanos por fungos patogénicos e oportunistas
(Maeda & Yamamoto 1996; Reichard 1998), os exemplos sobre a participacdo destas
enzimas nos processos de antagonismo em fungos sédo ainda escassos. Na presenca
de paredes celulares de Botrytis cinerea (Schirmbdck et al., 1 994), T. harzianum
produziu quitinases e originou, paralelamente, consideravel atividade proteolitica. A
protease alcalina (prbl) com possivel envolvimento no processo antagénico por T.
harzianum (Geremia et al.,, 1993) é induzida também em condi¢cdes biomiméticas de
antagonismo (Flores et al., 1997). Além disso, o envolvimento desta enzima nos
processos de antagonismo é fortalecido pelo fato de que paredes celulares de

Rhizoctonia solani e células intactas do proprio fitopatdgeno sao capazes de induzir,
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em tempo relativamente curto, a expressao do gene correspondente a protease prbl
Recentemente, ficou demonstrado por Lima et al. (1997) que uma protease de 18kDa
de massa molecular produzida por um isolado de Trichoderma com potencial antagbnico
contra Crinipellis pernicosa (agente causador da "vassoura-de-bruxa" do cacaueiros)

é capaz de hidrolisar in vitro a parede celular deste fitopatégeno (Figura 3a, b).

FIGURA 3. Micrografia eletrénica de varredura de estruturas miceliais de Crinipellisperniciosa.
A. estruturas nao-hidrolisadas; 8. Estruturas submetidas a hidrélise por protease de
Trichoderma harzianum 1051 (para detalhes sobre metodologia utilizada, vide Lima et al.,
1997).

Sinergismo entre enzimas hidroliticas e outros metabdlitos

Os mecanismos envolvidos nos processos antagdnicos nao estao restritos
a acdo de uma Unica classe de hidrolases, ou mesmo unicamente a agao de enzimas.
O Gliocladium virens é um eficiente agente de biocontrole dos fitopatégenos Pythium
ultimum, Rhizoctonia soianie Phytophtora cactorum fDi Pietro et al., 1993). Esse
fungo produz enzimas quitinoliticas e antibidticos, tais como gliotoxina e gliovirina,
que apresentam efeitos inibitérios sobre varios fitopatdbgenos. A endoquitinase pura,
em uma concentragdo de 1 50pg.mll, inibe eficazmente a germinagao de esporos e
destroi drasticamente a parede celular nas pontas de hifas. A dose ED50 calculada
para a gliotoxina foi de 1,25pg.ml ’. Quando adicionados juntos, verificou-se um efeito
sinérgico significativo. Doses de 25//g.mll e 50/vg.mll de endoquitinase reduziram
para O,75pg.mll e 0,5pg.ml ‘', respectivamente, a ED50 da gliotoxina. Quando aplicadas

individulamente nas concentragcbes de O,75/7g.mll e 75pg.ml’, a gliotoxina e a
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endoquitinase, respectivamente, inibiram em apenas 20% o crescimento das hifas,
enquanto que, em conjunto, nestas mesmas concentragdes, os dois componentes
apresentaram um efeito inibitério de 95%. Na presenca da parede celular de Botrytis
cinerea, T. harzianum produz concomitantemente enzimas hidroliticas e os antibiéticos
peptabdlicos tricloroazina A, (TAJ e B, (TBJ (Schirmbdck et al., 1 994),0s quais,
quando isolados, assim como as enzimas hidroliticas purificadas, inibem a germinacéao
de esporos e 0 alongamento de hifas de B. cinerea, de forma menos eficiente do que
0 meio de cultura contendo as enzimas e os antibidticos. O efeito inibitério de mistura
de enzimas e antibiéticos purificados é semelhante ao efeito exercido pelo meio de
cultura, sugerindo o sinergismo entre antibidéticos e enzimas hidroliticas.
Adicionalmente, o meio de cultura de T. harzianum, contendo atividade quitinolitica
significante, induzida por quitina, afeta drasticamente in vitro o micélio de Sderotium
rolfsii e Rhizoctonia solani (Figura 4a). Entretanto, a quitinase (CHIT 46) isolada deste
meio de cultura (Lima et al., 1 997) hidrolisa a parede celular de S. rolfsii, mas nao
apresenta qualquer efeito hidrolitico sobre a estrutura celular R. solani (Figura 4b).
Considerando que o T. harzianum antagoniza eficazmente o fitopatdégeno R. solani, a
acdo do meio de cultura sobre este fitopatégeno representa uma acéo sinergistica

entre enzimas ou entre estas e outros componentes presentes no meio.

FIGURA 4. Micrografia eletronica de varredura de estruturas miceliais de Rhizoctonia solani.
A. submetidas a hidrolise pelo sobrenadante de cultura de Trichoderma sp. Isolado T6 B.
Estruturas ndo-hidrolisadas (para detalhes sobre metodologia utilizada veja em Lima et al.,
1997).

Os eventos moleculares envolvidos no sinergismo entre hidrolases e

antibidticos foram estudados durante a interacdo antagdnica entre T. harzianum e
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Botrytis cinerea (Lorito et al., 1996b). A atividade de [3-glucana, sintase da membrana
plasmatica de B. cinerea, pode ser inibida in vitro por antibidticos peptabdlicos
(Triclorozianina TA e TB). Adicionalmente, a incorporacao da glicose na parede celular
é inibida concomitantemente pelos antibidticos e por p-1,3-glucanases de T. harzianum.
Tal sinergismo pode ser relevante para o sucesso da acdo antagdnica de fungos contra
fitopatdbgenos, embora essa caracteristica ndo seja unica de fungos fitopatogénicos.
Enzimas quitinoliticas de fungos entomopatogénicos atuam em sinergismo com enzimas
proteoliticas, na solubilizagdo de cuticulas de insetos, durante a principal etapa de

invasdo (Bogo et al., 1998).

Uso de genes heter6logos no melhoramento de agentes de
biocontrole

Considerando o papel exercido pelas enzimas hidroliticas no processo
antagonico, é esperado que microrganismos superprodutores de hidrolases apresentem
capacidade antagonica superior. Entretanto, "0os microrganismos evoluiram para
adaptacéo ecoldgica e ndo para a eficiéncia biotecnolégica.” Tal fato conduz ao
estabelecimento, na natureza, de um equilibrio entre as espécies. Assim como para
outros campos da biotecnologia, a simples procura de microrganismos diferenciados
nado é suficiente para a otimizagdo do controle de doencgas de plantas. A maioria das
atividades microbianas, que servem como base para aplicacdes biotecnoldgicas,
provavelmente nao funcionara adequadamente, sob condi¢des normais (Timmis, 1994).
Uma alternativa para a situacédo é a obtencdo de microrganismos transgénicos com
componentes genéticos, que conferem propriedades antagdnicas melhoradas. Neste
aspecto, a manipulagdo do genoma pela tecnologia do DNA recombinante pode resultar
na obtencao de cepas hiperprodutoras de enzimas hidroliticas e, consequentemente,
com poder antagbnico superior. Quitinases e glucanases de T. harzianum aumentam
substancialmente a capacidade antagonista de uma cepa do bioagente Enterobacter
doacae, fortalecendo, assim, a concepg¢ao de que as hidrolases microbianas e os
genes correspondentes sdo instrumentos potentes para o combate bioldégico de doencas
de plantas (Lorito et al., 1 994b).

De fato, varias manipulagdes génicas envolvendo enzimas hidroliticas
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foram realizadas em fungos antagonistas. O gene (chitA) codificante da maior quitinase
de Serratia marcescens foi clonado em Escherichia coli (Shapira et al., 1989). A
proteina recombinante ativa afetou drasticamente as pontas de hifas de Sderotium
rolfsii, além de reduzir a incidéncia das doengas causadas por este fitopatdgeno em
feijdo e por Rhizoctonia solaniem algoddo. Além disso, a eficacia da quitinase de S.
marcescens foi demonstrada pela introducdo do gene chitA no simbionte Sinorhizobium
(Rhizobium) meliloti (Sitrit et al., 1993), que coloniza nédulos radiculares de alfafa.
As colbnias de Sinorhizobium contendo o gene chiA, possuiam alta atividade antifungica
durante a simbiose nas raizes de alfafa.

Varios aspectos moleculares do fungo antagonista Trichoderma, como
sua capacidade de expressao de genes homodlogos e heterélogos (Nevalainen et al.,
1990) e o potencial de seus genes e produtos génicos (Lorito et al., 1 994b), ja séo
conhecidos. Na expectativa de obter-se elevada taxa de producédo de atividade
hidrolitica extracelular e elevada capacidade antagbnica, protoplastos de Trichoderma
harzianum foram co-transformados com dois plasmideos: a) pSL3ChitAll, contendo o
gene da quitinase da bactéria S. marcescens, sob o controle de um promotor viral
constitutivo; e b) p3SR2, contendo o gene para acetamidase clonado de Aspergiiius
niduians, como um marcador para selecdo apés transformacéo. Apods crescimento
em glicose, os transformantes produziram e secretaram, de forma constitutiva, uma
proteina de 58kDa, cujo tamanho corresponde a quitinase de S. marcescens. A alta
atividade quitinolitica dos transformantes era superior a do fungo selvagem. Por outro
lado, o crescimento do fungo em quitina resultava na divagem proteolitica de uma
proteina de 58kDa, em duas proteinas de 40 e 18kDa. Avaliagdes utilizando culturas
pareadas mostraram que os transformantes, assim como o fungo selvagem,
sobrepunham-se as culturas de Scierotium rolfsii, apresentando taxas de producgéo de
enzimas hidroliticas superiores aquelas apresentadas no fungo selvagem.
Adicionalmente, a atividade quitinolitica dos transformantes apresentou eficiéncia
quanto a protecdo de sementes contra fitopatébgenos durante a germinacgao.
Interessante notar que a expressao constitutiva resulta na producéo antecipada de
atividade hidrolitica. Por outro lado, a producéo induzida de enzimas hidroliticas pelo

antagonista ocorre em uma fase tardia, ou seja, ap6s contato deste fungo com o
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fitopatdégeno, periodo em que a infecgao ja tenha sido levada a efeito.

A maioria dos trabalhos com T. harzianum como agente de biocontrole
foi realizada utilizando fitopatbgenos que contém principalmente (J-glucanas e quitina
na parede celular. Entretanto, a importancia de celulases e proteases, nos processos
de antagonismo entre fungos, foi convincente com a utilizagado de microrganismos
manipulados geneticamente. T. tongibrachiatum foi co-transformado com o plasmideo
PTLEGI 2, que contém o gene eg/l de 0-1,4-endoglucanase de T. longibrachiatum e
com o plasmideo pAN7-1, que confere resisténcia a higromicina B. Os transformantes
hiperceluloliticos resultantes reduziram de 60% para 28% a incidéncia da doenca
causada pelo fitopatdgeno Pythium ultimum em sementes de legumes (Sanches-Torrez
et al.,, 1994). Adicionalmente, o gene da proteinase alcalina pbr!l da cepa IMlI 206040
de T. harzianum foi inicialmente clonado (Geremia et al., 1 993) e reintroduzido em
multicépias no genoma do mesmo fungo (Flores et al., 1997). O nimero de copias nos
transformantes foi estimado em 2-6. Entretanto, a andlise da producdo de mRNApro/
e da proteina prbl indicou que a alta produgcdo de mRNA prb~\ ndo resultava
necessariamente em alta producado de proteina. Os varios transformantes obtidos
apresentaram um gradiente de producéo de proteinase e uma eficacia de protecdo
das sementes de algod&o contra R. solani. A protecéo conferida, de até cinco vezes
em relacdo a cepa selvagem, confirmou a inferéncia de que a introdugdo de multicopias
de genes de enzimas hidroliticas em fungos, sob o controle de seu préprio promotor,

resulta no aumento do potencial do microrganismo como agente de biocontrole.

APENDICE

ENSAIOS PARA A DETERMINACAO DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

Quitinases

Nome sistematico: poli [1,4-p-2 acetamido-2 desoxi-D-glucosidio]-glicano hidrolase -
EC 3.2.1.14.

Reacdo catalisada: Quitina (N-acetil-glucosamina) + H20 ® N-acetil-glucosamina +

quitina (N-acetil-glucosamina)m, sendo que nem representam
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ndmero de residuos de N-acetilglucosamina, e n > m.

Substrato: quitina

Ensaio enzimatico: Duas metodologias sao mais utilizadas para ensaios de atividade
de quitinases, ou seja, utilizando quitina regenerada ou quitina
coloidal como substratos.

1.0 primeiro ensaio é baseado no método originalmente descrito por
Molano et al., (1977) e modificado por Ulhoa & Peberdy (1992). Consiste na
quantificacdo de acgucar redutor (método DNS), liberado pela hidrdlise da quitina
regenerada. A mistura de reagcdo contém 1,0ml de quitina regenerada a 0,5% (p/v)
em tampdao acetato de s6dio 50mM, pH 5,2 e 1,0ml de amostra enzimatica. A mistura
é incubada em banho-maria a 37°C, durante o tempo minimo de 6 horas. Em cada
experimento séo incluidos os seguintes controles: branco da reagéo (excluindo apenas
o substrato); branco total (reagdo contendo o tampéao e agua); e branco do substrato
(excluindo somente a amostra enzimatica). Apds esse periodo, a 200/vL de amostra
de reacéo, é acrescentado 1,0ml do reagente DNS e a quantidade de agucar redutor
formada é determinada conforme descrito anteriormente. Uma unidade de enzima é
definida como a quantidade de proteina necessaria para produzir 1/umol de agucar
redutor por hora.

2.- O segundo ensaio consiste na determinagcdo da quantidade de N-
acetilglicosamina (GIcNAc) liberada da quitina, conforme uma modificagcdo do método
de Reissig et al. (1955). A mistura de reacdo contém 1,0ml de quitina regenerada, a
0,5% (p/v) de tampao acetato de sé6dio 50mM, pH 5,2 e 1,0ml de amostra enzimatica
(Molano et al.,, 1977; Ulhoa & Peberdy, 1992). A mistura é incubada em banho-maria
a 37°C, durante o tempo minimo de 6 horas. Do volume final de reacdo (2ml), 250//L
sao retirados e transferidos para tubos de ensaio contendo 50pL de tampao tetraborato
de potassio 0,8M e pH 9,1. Esta mistura é fervida durante 3 minutos, e a ela é
adicionada 1,5ml de solugédo de p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB) | % (p/v)/HCI
1,25% (v/v), dissolvidos em acido acético. O tubo é incubado a 37°C, por 10 minutos,

para a estabilizagdo da coloragcdo. A absorbancia da amostra é feita a 595nm e a
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quantidade de GIcNAc é determinada utilizando uma curva padrao. Uma unidade de
enzima é definida como a quantidade de proteina necessaria para formar 1pmol de

GIcNAc por hora, a 37°C.

Curiosidade: (Brune et al., 1998)

Quitina: é o principal componente do exoesqueleto dos invertebrados
que vivem no mar (lagostas, caranguejos e outros crustaceos), dos insetos e da parede
celular de fungos e de algumas algas, sendo um dos aminopolissacarideos mais
abundantes da natureza. E um biopolimero linear e insolGvel em 4gua, consistindo em
moléculas formadas por cadeias de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), unidas por ligagcdes
glicosidicas p-1,4.

Quitosana: possui a estrutura da quitina, no entanto contém grupos amino
nao-acetilados. Encontra-se nas paredes celulares de alguns fungos e é um agente de

defesa contra patégenos em plantas e animais.

P-N-acetil-D-glucosaminidase

Nome sistematico: 2-acetamido-2-desoxi-P-D-glucosido-acetamido-desoxigluco-

hidrolase-EC 3.2.1.30.

Reacdo catalisada: Quitobiose 0 GIcNAc + GIcNAc.

Substrato: p-nitrofenil-N-acetilglicosamina.

Preparo do substrato: Solucao p-nitrofenil-N-acetilglicosamina 5mM, dissolvida em

tampao fosfato de s6dio 10mM , pH 6,0.

Ensaio enziméatico:
A atividade de N-acetilglicosaminidase é quantificada medindo-se a 405nm
op-nitrofenol (pNP) produzido a partir do substrato p-nitrofenil-N-acetilglicosamina

(Yabuki et al., 1986). A mistura de reacdo contém 350mL de tampé&o fosfato de
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sédio 10mM (pH 6,0), 50mL de amostra enzimatica e 100mL da solu¢do de substrato.
A reacgdo é conduzida por 15 minutos, a 37°C e interrompida pela adicdo de carbonato
de sédio 0,25M. Determina-se a absorbancia da amostra a 405nm, e a quantidade de
pNP formado usando uma curva padrdo. Uma unidade de enzima é definida como a

quantidade de proteina necessaria para produzir 1 mmol de pNP por minuto.

p-1,3 Glucanase

Nome sistematico : p-1,3-glicano glicanoidrolase - EC 3.2.1.39

Reacdo catalisada: laminarina ® (glicose)m + (glicose)m, sendo nem numero de residuos

de glicose.

Substrato utilizado: laminarina

Preparo do substrato: laminarina 1 % (p/v) dissolvida em tampao acetato de soédio

50mM (pH 5,0).

Ensaio enzimético:

A atividade de P-1,3 glucanase é determinada pela quantificacdo de
acucar redutor (método DNS) liberado da hidrélise de laminarina (Santos et al., 1 977).
A mistura de ensaio contém 100pL de amostra enzimatica e 100qL de laminarina ! %
(p/v) dissolvida em tampéao acetato de sédio 50mM (pH 5,0). As amostras sdo incubadas
durante 30 minutos, a 37°C. Em seguida, é adicionado a cada amostra 1 ml do reagente
de DNS. Uma unidade enzimatica é definida como a quantidade de proteina necessaria

para produzir 1 mmol de agucar redutor por minuto.

CELULASES
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Nome sistematico: 1,4-P-D-glucano-4-glucano-hidrolase.

Reacéo catalisada: (glicose)n® (glicose)m + (glicose) , sendo Nn>m > pep3!

Substrato: celulose (celulose microcristalina, papel de filtro, carboximetilcelulose),

celobiose, r-nitrofenii-|3-D-giicopiranosidio.

Ensaio enzimatico:

Ensaio para celulase total

A atividade de celulase total é determinada utilizando-se celulose
microcristalina ou papel filtro como substrato (Mandeis et al., 1976). Em um tubo de
ensaio, contendo 500/vl de tampao citrato de sédio 50mM, pH 4,5, e 30mg de celulose
microcristalina ou uma tira de papel Whatman n°1 (1 x 6cm), adiciona-se 250pl de
amostra enzimatica. A mistura € incubada a 50°C, por 60 minutos e a reacéo
interrompida pela adicdo de 1,5ml do reagente de dinitrossalicilico (Miller, 1959), sob
aquecimento em banho de agua fervente por 5min. A quantidade de acucar redutor
formado é estimada espectrofotometricamente a 550nm, utilizando-se glicose como
padrdo. Uma unidade de enzima é definida como sendo a quantidade de proteina que

libera 1 mg de agucar redutor por minuto nas condi¢des descritas.

Ensaio para Endo-1,4-p-glucanase - EC 3.2.1.4

(Sindbnimo: CM-Celulase)

A determinacdo da atividade para CM-Celulase ¢é feita pela adi¢cdo da
amostra enzimatica (0-250j.iL) a 500jiL de tampao citrato 50mM, pH 6,0, contendo
1 % de CMC (baixa viscosidade). Esta mistura é entdo incubada durante 1 h, a 50°C,
e a reacgéo é interrompida com a adicéo de 1,5ml de DNS (Miller, 1959). A quantidade
de acucar redutor formada é estimada espectrofotometricamente a 550nm, utilizando-
se glicose como padrdo. Uma unidade de enzima é definida como sendo a quantidade
de enzima que libera 1 mg de agucar redutor por minuto nas condi¢cdes descritas

anteriormente.


250j.iL
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Ensaio para p-glicosidase - EC 3.2.1.21

(Sindnimo: Celobiase)

A atividade de celobiase é feita pela adi¢cdo de ! ml da amostra de uma
solucao de celobiose (1 5mM), dissolvida em tampé&o acetato de sédio (50mM), pH
5,0. Apds homogeneizacéo, a mistura é incubada por 30 minutos, a 50°C e a reacao
é interrompida por imersdo dos tubos em banho de agua fervente, por 5 min. A
quantidade de glicose formada é determinada utilizando-se o método de glicose-oxidase
(Trinder, 1 969). Uma unidade de enzima é definida como sendo a quantidade de

proteina que produz 1 mg de glicose por minuto (Sternberg et al., 1970).

Ensaio de aril-p-D-glicosidase - EC 3.1.1.2

(Sindbnimo: rNPGase)

A atividade de aril-p-D-glicosidase é medida adicionando-se amostra
enzimatica (10 - 250pL) a 250pL de rNPG (4mM) e 500pL de tampéao acetato de
sodio (100mM), pH 5,0. A mistura é incubada a 42°C, durante 10 minutos e a reagéo
é interrompida pela adi¢cdo de 1 ml de carbonato de sédio (1M). A quantidade dep-
nitrofenil (rNP) formada é determinada medindo-se a absorbancia da amostra a 405nm,
e utilizando-se uma curva padrdao construida com rNP. Uma unidade de enzima é
definida como sendo a quantidade de proteina que libera 1 mmol de rNP por minuto,

nas condi¢gdes acima.

PROTEASE (Kunitz, 1946)

Nome sistematico: peptidil-peptidio hidrolase (EC 3.4.)

Reacéao catalizada: (aminoacido)na (aminoacido)m + (aminoacido)p, sendon > m >

p,ep3l

Ensaio enzimético:
A atividade proteolitica total é determinada segundo o método descrito
por Kunitz (1 946), com pequenas modificacdes. O sistema de reacdo consiste de

500//L de uma solugédo de caseina "Hammarsten" 1 %, dissolvida em tampao Hepes
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0,1M, pH 8,0, 250pl_ deste mesmo tampao e 250pL de enzima. A mistura é incubada
a 37°C, durante 20 minutos e a reagao é interrompida pela adicdo de TCA 5%. ApGs
40 minutos de incubagdo no gelo, as amostras séo centrifugadas e a absorbancia do
sobrenadante determinada a 280nm. Uma unidade de atividade enzimatica é definida
como sendo a quantidade de proteina necessaria para aumentar, em uma unidade, a
absorbancia do sobrenadante da mistura de reagcdo a 280nm, por 20 minutos de

reagao.

Lipase (Kordel et al.,, 1991)

Nome sistematico: triacilglicerol acil-hidrolase EC 3.1.1.3.

(Sindnimo: glicerol éster hidrolase).

Reacdes catalizadas: As lipases hidrolisam mono-, di- e triacilgliceréis, podendo a
acila do acido ser de comprimento bem variado. As lipases
ainda revertem a reacdo, atuando entdo por esterificacdo. A
hidrélise, assim como a esterificagdo, requer substrato néo-

soltvel em agua e ocorre em interfase 6leo-agua.

Substratos: p-nitrofenilpalmitato, p-nitrofenilbutirato, tri-butiril-tioglicerol

Preparo do substrato: O substrato é preparado segundo a descri¢do feita por Winkler
& Stuckmann (1979), com pequenas modificagdes:

Solucgéo A: p-nitrofenilpalmitato (p-NPP) ou p-nitrofenilacetato (p-NPA) sé&o dissolvidos
em 10ml de 2-propanol em concentragdes finais de 16,5 e 50mM, respectivamente,
utilizando-se um sonicador por 6 minutos, a temperatura ambiente.

Solugéo B: para o ensaio de p-NPP é necesséario uma solugao tampéo Tris-HCI 50mM,
pH 8.0, contendo Triton X-100 a 0,4% e goma arabica a 0,1 %. Para o ensaio de p-
NPA é necessario uma solugédo tampao fosfato de potassio 50mM, pH 7.0. O p-
nitrofenilacetato é instavel em pH acima de 7 e, por ser um reagente soluvel, nao é

necessaria a utilizagéo de Triton X-100 e goma arabica.
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Obs: As solugbes séo estaveis por duas semanas, quando refrigeradas.
Ensaio enzimatico:

A mistura de reacdo contendo uma parte da solugéo A e nove partes da
solucgéo B é preparada nho momento da utilizagdo. A 100pL de amostra enziméatica
sdo acrescentados 900pL da mistura de reacdo. O sistema reagente é entdo incubado
a 37°C durante 10 minutos. O progresso da reacédo é quantificado medindo-se a
absorbancia da mistura a 41 Onm. Nessas condi¢des, o coeficiente de extingédo (e4t0)
de p-nitrofenol é calculado em 15 x 106cm2/mol. Uma unidade de atividade de lipase
é definida como sendo a quantidade de proteina necessaria para liberar 1 mmol de

acidos graxos ou p-nitrofenol de trioleina (triolein) e pNPP, respectivamente, por minuto.

OUTRAS METODOLOGIAS

Preparo de quitina regenerada

O procedimento consiste na acetilagcdo de quitosana (“chitosan"),
conforme descrito por Molano et al. (1 977). Um grama de quitosana dissolvida em
100ml de acido acético 10%(v/v) é macerado em um gral de porcelana e incubado
por 1 7 horas, a temperatura ambiente. Apés esse periodo, adicionam-se, lentamente,
30ml de metanol e a solugédo obtida é filtrada em gaze. Ao filtrado é adicionado
anidrido acético, sob agitacéo lenta, até que a solugéo fique gelatinosa. Deixa-a para
solidificar por 30 minutos, a temperatura ambiente. A mistura gelatinosa é
homogeneizada em um liquidificador, com um volume de metanol e posteriormente

centrifugada a 12.000g, por 1 5 minutos a 4°C. O sedimento é lavado exaustivamente

com agua destilada até a sua neutralizagcdo (pH 7,0), liofilizado e estocado a 20°C.

Preparo de quitina coloidal

Vinte gramas de quitina sdlida sao dissolvidos em 500ml de acido cloridrico
concentrado sob agitacdo por 4 horas a 4°C. A mistura obtida é entéo filtrada em |a
de vidro e sdo adicionados ao filtrado, 500ml de etanol 50% (v/v). A agitacéo é
mantida por mais um periodo de aproximadamente 30 minutos, até a formacgéo de

um precipitado branco. Deixa-se a solug¢do para decantar por 15 horas, a 4°C. O
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precipitado é entdo coletado por filtragdo a vacuo em papel Whatman n° 1, com
lavagens sucessivas em agua destilada até a neutralizagéo do pH. A quitina obtida é

liofilizada e estocada a temperatura ambiente (Barreto, 1 995).

Preparo do reagente de dinitrossalicilato (DNS)

O reagente DNS é preparado adicionando-se lentamente a solugdo A
(1 Og de DNS dissolvidos em 200ml de NaOH 2M aquecido a aproximadamente 70°C)
solugéo B (300g de tartarato de Na e K tetrahidratado dissolvidos em 500ml de

H20) e o volume final completado com agua para ! litro.

Dosagem de agucar redutor

Amostras de 200p sédo adicionadas a 1 ,0ml de reagente DNS e a mistura
€ incubada a 96°C, por 10 minutos (Miller, 1959). A quantidade de acucar redutor
presente é determinada espectrofotometricamente a 550nm utilizando-se curvas-
padrdes construidas com um agucar redutor. Para ensaio de quitinase, a curva é
construida com N-acetil-glicosamina; para ensaio de celulases e 0-1,3 glucanase, utiliza-

se glicose como acucar redutor padrao.

Agradecimentos
Os autores agradecem ao Dr.Sebastidao Corréa Cortes e a Professora

Laura Campos, pela revisdo do manuscrito.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, S. B. Controle microbiano de insetos. Sdo Paulo: Manole, 1986.
ARONSON, J. M.; Cooper, B.A.; Fuller, M.S. Glucans of Oomycete cell walls. Science, v.155, p. 332-335, 1967.



ENZIMAS HIDROLITICAS ENVOLVIDAS NO CONTROLE BIOLOGICO 299

AZEVEDO, A. M. C.; MARCO, J. L.; VALADARES-INGLIS, M. C.; FELIX, C. R. Purification of an amylase from Trichoderma
which has antagonistic activity against Crinipellis perniciosa. In:REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, 27, 1998, Caxambu, MG. Anais. Caxambu, 1998. Resumo K 52.

BALLOW, C. E. Yeast cell wall and cell surface. In: STRATHERN, J.N.; JONES, E.W.; BOACH, J.R., ed. The molecular
biology of the yeast Saccharomyces: metabolism and gene expression. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Lab.,
1982. p.335-360.

BARAK, R.; ELAD, Y.; MICRELMAN, O.; CHET, I. Lectins: a possible basis for specific recognition in the interaction of
Trichoderma and Sderotium rotfsii. Phytopathology, v.15, p.458-462, 1985.

BARTNICKI-GARCIA, S. Cell wall chemistry, morphogenesis and taxonomy of fungi. Annual Review of Microbiology,
v.22, p.87-109, 1968.

BARRETO, C.C. Quitinases do fungo entomopatogénico Metarhizium anisoptiae. Porto Alegre: UFRGS, 1995. 88p.
Dissertacdo de Mestrado.

BEGUIN, P. Molecular biology of cellulose degradation. Annual Review of Microbiology, v.44, p.219-248, 1990.

BELANGER, R. R.; DUFOUR, N.; CARON, J.; BENHAMOU N. Chronological events associated with the antagonistic
properties of Trichoderma harzianum against Botrytis cinerea-. indirect evidence for sequential role of antibiosis and
parasitism. Biocontrol Science and Technology, v.5, p.41-53, 1995.

BENHAMOU, N.; CHET, I. Hyphal interaction between Trichoderma harzianum and Rhizoctonia solani: ultrastructure and
gold cytochemistry of the mycoparasitic process. Phytopathology, v.83, p.1062-1071, 1993.

BERGMAN, M.; ROSS, W. F. On proteolytic enzymes. X. The enzymes of papain and their inativation. Journal of Biological
Chemistry, v.114, p. 71 7-726, 1936.

BOGO, M. R.;; ROTA, C. A.; PINTO JR., H.; OCAMPOS, M.; CORREA, C. T.; VAINSTEIN, M. H.; SCHRANK, A. A
chitinase encoding gene (chitt gene) from the entomopathogen Metarhizium anisoptiae-, isolation and characterization
of genomic and full-length cDNA. Current Microbiology, v.37, p.221 -225, 1998.

BOSCH R.V.; Messenger P. S. The history and development of biological control. In: BOSCH, R.V.; MESSENGER, P.S.
Biological control. IS.1.J: Intext Press, 1974. p.19-33.

BRUNE, W.; ALFENAS, A.C.; JUNGHANS, T.G. Identificacdes especificas de enzimas em géis. In: ALFENAS, A.C., ed.
Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins. Vigosa: UFV, 1998. p.287.

BULAWA, C. E. Genetics and molecular biology of chitin synthesis in fungi. Annual Review of Microbiology, v.47, p.505-
534, 1993.

CABIB, E.; ROBERTS, R.; BOWERS, B. Synthesis of the yeast cell wall and its regulation. Annual Review of Biochemistry,
v.51, p.763-793, 1982.

CABIB, E. The synthesis and degradation of chitin. Advances in Enzymology, v.59, p.59-101, 1987.

CABIB, E.; BOWERS, B.; SBURLATI, A.; SILVERMAN, S.J. Fungai cell wall synthesis: Construction of a biological
structure. Microbiology Science, v.5, p.370-375, 1988.

CABIB, E.; SILVERMAN, S.J.; SHAW, J. A. Chitin synthetases 1 and 2 from yeast, two isoenzymes with diferent
functions. In: LATGE, J.P., BOUCIAS, D., ed. Fungai cell wall and imune response. Berlin: Springer-Verlag, 1991.
p.39-48. (NATAO ASI Series, H53).

CARSOLIO, C.; GUTIERREZ, A.; JIMENEZ, B.; VAN MONTAGU, M.; HERRERA-ESTRELLA, A. Characterization of ech-
42, a Trichoderma harzianum endochitinase gene expressed during mycoparasitism. Proceedings of the National
Academy of Science (USA), v.91, p.10903-10907, 1994.

CAVALCANTI, M. G.; VILELA, E. F.; EIRAS, A. E.; ZANUNCIO, J. C. Comportamento de busca do percevejo predador
Podisus connexivus. In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 4., 1994, Gramado, RS. Anais: sessdo de posteres.
Pelotas: EMBRAPA-CPACT, 1994. p.288.

CHEN, C. C.; GRITZALI, M.; STAFFORD, D. W. Nucleotide sequence and deduced primary structure of cellobiohyudrolase
Il from Trichoderma reesei. Biotechnology, v.5, p.274-278, 1987.

CHERIF, M.; BENHAMOU, N. Cytochemical aspects of chitin breakdown during the parasitic action of a Trichoderma sp.
on Fusarium oxysporum f. sp. radicis-tycopersici. Phytopathology, v.80, p.1406-1414, 1990.

CHERNIN, L.; ISMAILOV, Z.; HARAN, S.; CHET. I. Chtinolytic Enterobacteraggtomerans antagonistic to fungai plant
pathogens. Journal of Applied and Environmental Microbiology, v.61, p. 1720-1 726, 1995.

CHET, I. Trichoderma - Application, mode of action and potential as a biocontrol agents of soilborne plant pathogenic fungi.
In: CHET, I., ed. Innovative approaches to plant disease control. New York: J. Wiley, 1987. p.137-160.

CHET, |. Microbial control of plant diseases. In: Environmental microbiology. New York: Wiley-Liss, 1992. p.335-354.

CHET, |.; Baker, R. Induction of suppressiveness to Rhizoctonia solani in soil. Phytopathology, v.70, p.994-998, 1980.

COHEN-KUPIEC, R.; CHET, I. The molecular biology of chitin digestion. Current Opinion in Biotechnology, v.9, n.3, p.270-
277, 1998.

COOPER, B.A.; ARONSON, J. M. Cell wall structure of Pythium debaryanum. Mycologia, v.59, p.658-670, 1 967.

COUGLAN, M.P.; HAZELWOOD, G.P., ed. Hemicellulases. London: Portland Press, 1993.

DEACON, J. W.; BERRY, L. A. Modes of action of mycoparasites in relation to biocontrol of soilborne plant pathogens.In:
TJAMOS, E.C.; PAPAVIZAS, G.C.; COOK, R.J., ed. Biological control of plant diseases. New York: Plenum Press,
1992. p.157-167.

DEBACH, P Biological control of insect pests and weeds. New York: Reinhold, 1964. 844p.

DEBONO, M.; GORDEE, R. S. Antibiotics that inhibit fungai cell wall development. Annual Review of Microbiology, v.48,
p.471-497, 1994.

DE LA CRUZ, J.; HIDALGO-GALLEGO, A.; LORA, J. M.; BENITEZ, T.; PINTOR-TORO, J. A.; LLOBELL, A. Isolation and



300 CONTROLE BIOLOGICO

characterization of three chitinases from Trichoderma harzianum. European Journal of Biochemistry v 206 o Rro
867, 1992. 3

DE LA CRUZ, J.; REY, M.; LORA, J. M.; HIDALGO-GALLEGO, A.; DOMINGUEZ, F.; PINTOR-TORO, J. A.; LLOBELL A1
BENITEZ, T. Carbon source control on b-glucanases, chitobiase and chitinase from Trichoderma harzianum. Archive»
of Microbiology, v.1 59, p.316-322, 1993.

DE LA CRUZ, J.; PINTOR-TORO, J. A.; BENITEZ, T.; LLOBELL, A. Purification and characterization of an endo-b-1 6-
glucanase from Trichoderma harzianum that is related to its mycoparasitism. Journal of Bacteriology v 177 p 6937
6945, 1995.

DE MARCO, J. L.; BATAUS, L. A.; VALENCIA, F. F.; ULHOA, C. J.; ASTOLFI-FILHO, S.; FELIX, C. R. Purification and
characterization of a truncated Bacillus subti/is a-amylase produced by Escherichia coii. Applied Microbiology and
Biotechnology, v.44, p.746-752, 1996.

DE MARCO, J. L.; VALADARES-INGLIS, M. C.; FELIX, C. R. Production of hydrolytic enzymes by two Trichoderma
isolates showing antagonistic activity agains the cocoa witches' broom fungus Crinipellisperniciosa. In: REUNIAO
ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, 26., 1997, Caxambu, MG.
Programa e resumos. Caxambu, 1997.

DE MARCO, J. L.; FELIX, C. R.; LIMA, L. H. C.; VALADARES-INGLIS, M, C. Avaliagdo da producdo de enzmimas
hidroliticas por isolados de Trichoderma harzianum com potencial antagdnico contra o agente [Crinipellisperniciosa]
causador da "Vassoura-de-bruxa". In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 6., 1998, Rio de Janeiro, RJ. Anais.
Rio de Janeiro, 1998. p.20.

DI PIETRO, A.; LORITO, M.; HAYES, C. K.; BROADWAY, R. M.; HARMAN, G. E. Endochitinase from Gliocladium virens:
isolation, characterization, and synergistic antifungal activity in combination with gliotoxin. Phytopathology v 83
p.308-31 3, 1993.

DJACZENKO, W.; CASSONE, A. Visualization of new structural components of C. aibicans with fixative containing TAPO.
Journal of Cell Biology, v.52, p.186-190, 1972.

DUBOURDIEU, D.; DESPLANQUES, C.; VILLETTAZ, J. C.; RIBEREAU-GAYON, P. Investigations of na industrial b-D-
Glucanase from Trichoderma harzianum. Carbohydrate Research, v.144, p.277-287, 1985.

EBELING, W.; HENNRICH, N.; KLOCKOW, M.; METZ, H.; ORTH, H. D.; LANG, H. Proteinase K from Tritirachiumalbum
Limber. European Journal of Biochemistry, v.47, p.91-97, 1975.

ELAD, Y.; BARAK, R.; CHET I. Possiblerole of lectins in mycoparasitism. Journal of Bacteriology, v.1 54 p 1431-1435
1983.

ELAD, Y., BARAK, R.; CHET I. Parasitism of sclerotia of Sclerotium rolfsiiby Trichoderma harzianum. Soil Biology and
Biochemistry, v.16, p.381-386, 1984.

FARKAS, V. Biosynthesis of cell walls in fungi. Microbiology Review, v.43, p.11 7-144, 1979.

FELIX, C.R.; LJUNGDAHL, L. G. The Cellulosome: The exocellular organelle of Clostridium. Annual Review of Microbiology
v.47, p.791-819, 1993.

FILHO, E.X.F. The Xylan-degrading enzyme system Brazilian Journal of Medicai and Biological Research v 27 p 1093-
1109, 1994.

FILHO, E. X. F.; Puls, J.; Coughlan, M. P. Purification and characterization of two arabinofuranosidases from solid-state
cultures of th fungus Penicillim capsulatum Applied and Environmental Microbiology, v.62, p.1 68-1 73, 1 996.
FILHO, E.X.F. Hemicellulases and Biotechnology. Recent Research Development in Microbiology, v.2, p. 165-176, 1998.

FLACH, J.; PILET, P.; JOLLES, P. What's new in chitinase research. Experientia, v.48, p.701-71 5, 1992.

FLORES, A.; CHET, |.; HERRERA-ESTRELLA, A. Improved biocontrol activity of Trichoderma harzianum strains by over-
expression of the proteinase encoding gene prbl. Current Genetics, v.31, n.1, p.30-37, 1997.

FULLER, M. S.; BARSHAD I. Chitin and cellulose in the cell walls oi Rhizidiomyces sp. American Journal of Botany v.47,
p.838-842, 1960.

GARCIA |.; LORA, J. M.; DE LA CRUZ, J.; BENITEZ, T.; LLOBELL, A.; PINTOR-TORO, J. A. Cloning and characterization
of a chitinase (CHIT 42) cDNA from the mycoparasitic fungus Trichoderma harzianum. Current Genetics v.27 p 83-
89, 1994.

GEREMIA, R.; GOLDMAN, G. H.; JACOBS, D.; ARDILES, W.; VILA, S. B.,; VAN MONTAGU, M.; HERRERA-ESTRELLA,
A. Molecular characterization of the proteinase-enconding gene, prb1l, related to mycoparasitism by Trichoderma
harzianum. Molecular Microbiology, v.8, p.603-613, 1993.

HADAR, Y.; CHET, I.; HENIS, Y. Biological control of Rhizoctoniasolanidamping-off with wheat bran culture of Trichoderma
harzianum. Phytopathology, v.69, p.64-68, 1979.

HARMAN, G. E.; HAYES, C. K,; LORITO, M; BROADWAY, R. M.; DI PIETRO, A.; PETERBAUER, C.; TRONSMO, A.
Chitinolytic enzymes of Trichoderma harzianum: purification of chitobiosidase and endochitinase. Phytopathology,
v.83, p.313-318, 1993.

HARAN, S.; SCHICKLER, H.; OPPENHEIM, A.; CHET, I. New components of the chitinolytic system of Trichoderma
harzianum. Mycological Research, v.99, p.441-446, 1994.

HARAN, S.; SCHICKLER, H.; CHET, I. Molecular mechanisms of lytic enzymes involved in the biocontrol activity of
Trichoderma harzianum. Microbiology, v.142, p.2321-2331, 1995.

HARAN, S.; SCHICKLER, H.; OPPENHEIM, A.; CHET, I. Differential expression of Trichoderma harzianum chitinases during
mycoparasitism. Phytopathology, v.86, p.980-985, 1996.

HAYES, C. K.; KLEMSDAL, S.; LORITO, M.; DI PIETRO, A.; PETERBAUER, C., NAKAS, J. P.; TRONSMO, A.; HARMAN,
G. E. Isolation and sequence of an endochitinase gene from a cDNA library of Trichoderma harzianum. Gene,

Amsterdam, v.138, p.143-148, 1994.
HUNSLEY, D.; BURNETT, J. H. The ultrastructural architecture of the walls of some hyphal fungi. Journal of General



ENZIMAS HIDROLITICAS ENVOLVIDAS NO CONTROLE BIOLOGICO 301

Microbiology, v.62, p.203-218, 1970.

INBAR, J.; CHET, I. Biomimics of fungai cell-cell recognition by use of lectin-coated nylon fibers. Journal of Bacteriology,
v.174, p.1055-1059, 1992.

INBAR, J.; CHET, I|. A newly isolated lectinfrom the plant pathogenic fungus Sderotiumrolfsii: purification, characterization
and its role in mycoparasitism. Microbiology, v.140, p.651-657, 1994.

INBAR, J.; CHET, I. The role of recognition in the induction of specific chitinases during mycoparasitism by Trichoderma
harzianum. Microbiology, v.141, p.2823-2829, 1995.

JACK, G.; GORNHARDT, B.; MUNDY, J.; LOGEMANN, J.; PINSDORF, E.; LEAH, R.; SCHELL, J.; MASS, C. Enhanced
quantitative resistance against fungai disease by combinatorial expression of different barley antifungal proteins in
transgenic tobacco. Plant Journal, v.8, p.97-109, 1995.

JEUNIAUX. Chitinases. Methodsin Enzymology, v.8, p.644-650, 1966.

JONES, D. G.; GRADY. K. L.; SUSLOW, T.V.; BEDBROOK, J. R. Isolation and characterization of gene encondingtwo
chitinase enzymes from Serratia marcescens. EMBO Journal, v.5, p.467-473, 1986.

KANZAWA, Y.; KURASAWA, T.; KANEGA, Y.; HARADA, A.; HARADA, T. Purification and properties of a new exo-b-
1,3-glucanase from Bacillus circuians YK9 capable of hydrolysing resistant curdlan with formation of only laminaribiose.
Microbiology, v.140, p.637-642, 1994.

KITAMOTO, Y.; KONO, R.; SHIMOTORI, A.; MORI, N.; ICHIKAWA, Y. Purification and some properties of an exo-b-1,3-
glucanase from Trichoderma harzianum. Agriculture and Biological Chemistry, v.51, p.3385-3386, 1987.

KORDEL, M.; HOFMANNM, B.; SHOMBURGB, D.; SCHMID, R. D. Extracellular lipase of Pseudomonas sp. Strain ATCC
21808: purification, characterization, crystallization, and preliminary X-ray diffraction data. Journal of Bacteriology,
v.173, p.4836-4841, 1991.

KRAMER, K. J.; MUTHUKRISHNAN, S. Insect chitinases: Molecular biology and potential use as biopesticieds. Insect
Biochemistry and Molecular Biology, v.27, p.887-900, 1997.

KUBICEK, C.; MESSNER, R.; GRUBER, F.. MACH, R.; KUBICEK-PRANZ, M.; KUBICEK-PRANZ, E. The Trichoderma
cellulase regulatory puzzle: from the interior life of a secretory fungus. Enzyme Microbiology Technology, v.15, p.90-
99, 1993.

KUNITZ, M. Crystalline soybean trypsin inhibitor. Journal of General Physiology, v.29, p. 149-154, 1946.

LATUNDE-DADA.O. A. Biological control of southern blight disease of tomato caused by Scierotium rolfsii with simplified
mycelial formulations of Trichoderma koningii. Plant Pathology, v.42, p.522-529, 1993.

LIMA, L.H.C.; ULHOA, C.J.; FELIX, C.R. Andlises de enzimas hidroliticas produzidas por isolados de Trichoderma sp. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE FITOPATOLOGIA, 27., 1995, llhéus, BA. Anais. Ilhéus: Sociedade Brasileira de
Fitopatologia, 1995.

LIMA, L.H.C.; ULHOA, C.J.; FELIX, C.R. Agéo da quitinase de Trichoderma sp. Nos fitopatégenos Scierotium rolfsiie

| Rhizoctonia solani. In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 5., 1996, Foz do Iguagu, PR. Anais. Londrina:

| EMBRAPA-CNPSO, 1996.

LIMA, L. H. C.; ULHOA, C.J.; FERNANDES, A. P.; FELIX, C. R. Purification of a chitinase from Trichoderma sp and its
action on Sderotium rolfsii and Rhizoctonia solani cell walls. Journal of General and Applied Microbiology, v.43, p.31-
37, 1997.

LIMA, L. H, C.; DE MARCO, J. L.; ULHOA, C. J.; FELIX, C. R. Synthesis of a Trichoderma chtinase which affects the
Sderotium rolfsii and Rhizoctonia solani cell walls. Folia Microbiologica, v.44, p.45-49, 1999.

LIMON, M. C.; LORA, J. M.; GARCIA, I.: DE LA CRUZ, J.; LLOBELL, A.; BENITEZ, T.; PINTOR-TORO, J. A. Primary
structureand expression patternofthe 33-kDa chtinase gene from the mycoparasite fungus Trichoderma harzianum.
Current Genetics, v.28, p.478-483, 1995.

LORA, J. M.; DE LA CRUZ, J.; BENITEZ, T.; LLOBELL, A.; PINTOR-TORO, J. A. A putative catabolite-repressed cell wall
protein from the mycoparasitic fungus Trichoderma harzianum. Molecular and General Genetics, v.242, p.461 -466,
1994.

LORA, J. M.; DE LA CRUZ, J.; LLOBELL, A.; BENITEZ, T.; PINTOR-TORO, J. A. Molecular characterization and
heterologous expression of na endo-b-1,6-glucanase gene from the mycoparasitic fungus Trichoderma harzianum.
Molecular and General Genetics, v.247, p.639-645, 1995.

LORITO, M.; HAYES, C. K.; DI PIETRO, A.; WOO S. L.; HARMAN, G. E. Purification, characterization, and synergistic
activity of a glucan b-1,3-glucosidase and an N-acetyl-b-glucosaminidase from Trichoderma harzianum. Phytopathology,
v.84, p.398-405, 1994a.

LORITO, M.; HAYES, C. K.; ZOINA, A.; SCALA, F.; DEL SORBO, G.; WOO, S. L.; HARMAN, G. E. Potential of genes and
gene productsfrom Trichoderma sp. and Gliocladium sp. for the development of biological pesticides. Molecular
Biotechnology, v.2, p.209-217, 1994b. o )

LORITO, M.; MACH, R. L.; SPOSATO, P.; STRAUSS, J.: PETERBAUER, C. K.; KUBICEK, C. P. Mycoparasitic interaction
relieves binding of the Crel carbon catabolite repressor protgein to promoter sequences of the ech42 (endochtitinase-
encoding) gene in Trichoderma harzianum. Proceedings of the National Academy of Science (USA), v.93, p. 14868-
14872, 1996 a.

LORITO, M.; FARKAS, V.; REBUFFAT, S.; BODO, B.; KUBICEK, C. P. Cell wall synthesis is a major target of mycoparasitic
antagonism by Trichoderma harzianum. Journal of Bacteriology, v.178, p.6382-6385, 1996 b.

LORITO, M.; WOO, S. L.; FERNANDEZ, I. G.; GOLUCCI, G.; HARMAN, G. E.; PINTOR-TORO, J. A.; FILIPPONE, E,;
MUCCIFORA, S.; LAWRENCE, C. B.; ZOINA, A.; TUZUN, S.; SCALA, F. Genes from mycoparasitic fungi as a source
for improving plant resistance to fungai pathogens. Proceedings of the National Academy of Science (USA), v.95,

p.7860-7865, 1998.



302 CONTROLE BIOLOGICO

LUMSDEN, R. D.; LEWIS, J. A. Selection, production, formulation and commercial use of plant disease biocontrol fungi:
problems and progress. In: WHIPPS, J.M.; LUMSDEN, R.D. Biotechnology of fungi for improving plant growth.
Cambridge: Cambridge University Press, 1989. p.171-190.

MAEDA, H.; YAMAMOTO, T. Pathogenic mechanisms induced by microbial proteases in microbial infections. Biological
Chemistry Hoppe Seyler, v.377, p.21 7-226, 1996.

MANDELS, M.; ANDREOTTI, R.; ROCHE, C. Measurment of saccharifying cellulase. Biotechnology and Bioengeneering
Symposium, v.16, p.21-33, 1976.

MARKARYAN, A.; MOROZOVA, |.; YU, H.; KOLATTUKUDY, P. E. Purification and characterization of ana elastinolytic
metalloprotgease from Aspergillus fumigatus and immunoelectron ;microscopic evidence of secretion of this enzyme
by the fungus invading the murine lung. Infection and Immunology, v.62, p.2149-21 57, 1994.

MELO, I. S. Controle biolégico de fitopatégenos de solo. In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 2., 1990, Brasilia, DF.
Anais. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN, 1990. p.63.

MELO, I. S. Feasibility of classical biological control of plant diseases. In: INTERNATIONAL PLANT PROTECTION CONGRESS,
12., 1991, Rio de Janeiro,RJ. Plenary lectures and symposia. Symposium NBR 10 "Classical approaches of biological
control”. Rio de Janeiro, 1991a.

MELO, I. S. Potencialidades da utilizagédo de Trichoderma spp. no controle biolégico de doengas de plantas. In: BETTIOL,
W., org. Controle biol6gico de doencgas de plantas. Jaguariina: EMBRAPA-CNPDA, 1991b. p.135-1 56.

MELO, I. S. Controle de patégenos de raizes por fungos antagdnicos e seus metabdlitos. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
FITOPATOLOGIA, 28., 1995, Ilhéus, BA. Anais. Ilhéus: Sociedade Brasileira de Fitopatologia, 1995. Palestra n. P
8.

MELO, I. S.; AZEVEDO, J. L., ed. Controle biolégico. Jaguaritina: Embrapa Meio Ambiente, 1998. v. 1.

MELO, I. S.; FAULL, J. L.; GRAEME-COOK, K. A. Relationship between in vitro cellulase production of uv-induced
mutants of Trichoderma harzianum and their rhizosphere competence. Mycological Research, v.101, p.1389-1392,
1997.

MIGHELI, Q.; FRIARD, O.; RAMON-VIDAL, D.; GONZALES-CANDELAS, L. Hypercelluloytic transformants of Trichoderma
longibrachiatum are active in reducing Pythium damping-off on cucumber. In: DANIELS, M.J., ed. Advances in
molecular genetics of plant-microbe interactions. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 1994. v.3

MILLER, G. L. Use of dinitrosalycilic acid reagent for determination of reducing sugar. Analytical Chemistry, v.31, p.426-
428, 1959.

MOLANO, J.; DURAM, A.; CABIB, E. A rapid and sensitive assay for chitinase using tritiated chitin. Analytical Biochemistry,
v.83, p.648-656, 1977.

NEVALAINEN, K. M. H.; PENTILLA, M. J.; TEEREI, T. T.; KNOWLES J. The molecular biology of Trichoderma and its
application to the expression of both homologous and heterologous genes. In: LEONG, S.A.; BERKA, R.M., ed.
Molecular industrial mycology: system and application for filamentous fungi. New York: Marcei Dekker, 1990. p. 129-
149.

NEVALAINEN, H.; PENTTIL&, M. Molecular biology of cellulolytic fungi. In: KUCK, U., ed. The Mycota II: genetics and
biotechnology. Berlin: Springer-Verlag, 1995. p.303-319.

NORONHA E. F.; ULHOA C. J. Purification and characterization of an endo-b-1,3-glucanase from Trichodermaharzianum.
Canadian Journal of Microbiology, v.42, p. 1039-1044, 1996.

NORTH, J. N. Comparative biochemistry of the proteinases of eucaryotic microorganisms. Microbiological Reviews, v.46,
p.308-331, 1982.

NOVAES-LEDIEU, M.; JIMENEZ-MARTINEZ, A.; VILLANUEVA, J. R. Chemical composition of hyphal wall of Phycomycetes.
Journal of General Microbiology, v.47, p.237-245, 1967.

PEBERDY, J. F. Fungai cell walls - A review. In: KUHN, P.J.; TRINCI, A. P. J.; JUNG, M.J.; GOOSEY, M. W.; COPPING,
L. G., ed. Biochemistry of cell walls and membranes in fungi. Berlin: Spring-Verlag, 1990. p.5-29.

PENTTIL&, M.; LEHTOVAARA, P.; Nevalainen, H.; Bhikhabhai, R.; Knowles, J. Homology between cellulase genes of
Trichoderma reeseh complete nucleotide sequence of the endoglucanase | gene. Gene, Amsterdam, v.45, p.253-
263, 1986.

PETERBAUER, C.K.; LORITO, M.; HAYES, C.K.; HARMAN, G.E.; KUBICEK, C.P. Molecular cloning and expression of the
nag] gene (N-acetyl-b-D-glucosaminidase-encoding gene) from Trichoderma harzianum P1. Current Genetics, v.30,
p.325-331, 1996.

PITSON, S. M.; SEVIOUR, R. J.; MCDOUGALL, B. M. Non-cellulolytic fungai b-glucanases: their physiology and regulation.
Enzyme Microbial Technology, v.15, p.178-192, 1993.

PRADE, R. A. Xylanase: from biology to biotechnology. Biotechnology and Genetic Engeneering Review, v. 13, p. 101 -
131, 1996.

PROKOP, A.; RAPP, P.; WAGNER, F. Production, purification, and characterization of an extracellular endo-b-1,3-
glucanase from monocaryon of Schizophyllum commune ATCC 38548 defective in exo-b-1,3-glucanase formation.
Canadian Journal of Microbiology, v.40, p. 18-23, 1993.

RAWLINGS, N. D.; BARRET, A. J. Evolutionary families of peptidases. Biochemical Journal, v.290, p.205-218, 1993.

REICHARD, U. The significance of secretrory and structure-associated proteases of Aspegillus fumigatus for the pathogenesis
of invasive aspergillosis. Mycoses, v.41, p.78-82, 1998.

REISSIG, J. L.; STROMINGER, J. L.; LELOIR, L.; F. A modified colorimetric method for the determination of N-acetylamino
sugars. Journal of Biological Chemistry, v.21 7, p.959-966, 1955.

RICARD, J. L.; RICARD, T. J. The ethics of biofungicides - A case study: Trichoderma harzianum ATCC 20 476 on Elsanta
strawberries against Botriytis cinerea (gray mold). Agriculture and Human Values, v. 14, p. 251-258, 1997.

RIDGWAY, R. L. Biological pest control. Yearbook of Science and the Future. [S.l.J: Encyclopaedia Britannica, Inc., 1981.
p.92-105.



ENZIMAS HIDROLITICAS ENVOLVIDAS NO CONTROLE BIOLOGICO 303

RUIZ-HERRERA, J. Fungai cell wall: structure, synthesis, and assembly. Boca Raton: CRC Press, 1992.

SAHAI, A.; MANOCHA, M. Chitinases of fungi and plants: their involvement in morphogenesis and host-parasite interaction.
FEMS Microbiology Reviews, v.11, p.31 7-338, 1993.

SALOHEIMO. M.; LEHTOVAARA, P.: PENTTILA, M.: TEERI, T. T.; STAHLBERG, J.; JOHANSSON, G.; PETTERSSON,
G; CLAEYSSENS, M.; TOMME, P.; KNOWLES, J. EGIIl, a new endoglucanase from Trichoderma reesei: the
characterization of both gene and enzyme. Gene, Amsterdam, v.63, p.11-21, 1988.

SALOHEIMO, M.; HENRISSAT, B.; HOLFFREM, A. M.; TELEMAN, O.; PENTTILA, M. A. novel, small endoglucanase
gene, eg!5, from Trichoderma reeser isolated by expression in yeast. Molecular Microbiology, v.13, p.219-228,
1994.

SALOHEIMO, M.; NAKARI-SETAL4, T.; TENKANE, M.; PENTTILA. M. CDNAcloning of a Trichoderma reeseicellulase and
demonstration of endoglucanase activity by expression in yeast. European Journal of Biochemistry, v.249, p.584-
591, 1997.

SANCHES-TORRES, P.; GONZALEZ, R.; PEREZ-GONZALEZ, J. A.; GONZALEZ-CANDELAS, L.; RAMON, D. Development
of a transformation system for Trichoderma iongibrachiatum and its use to construct multcopy transformants for egi
1 gene. Applied Microbiology and Biotechnology, v.41, p.440-446, 1994.

SANTOS, R. M. D. B. Hidrolise de queratina pelo fungo Aspergiiius fumigatus: purificacdo e caracterizagdo da proteinase
queratinolitica com potencial biotecnolégico. Brasilia: Universidade de Brasilia, 1996a. Tese de Doutorado.

SANTOS, R. M. D. B.; FIRMINO, A. P.; DE SA, C. M.; FELIX, C. R. Keratinolytic activity of Aspergiiius fumigatus Fresenius.
Current Microbiology, v.33, p.364-370, 1996b.

SANTOS, T.; VILLANUEVA, J. R.;; NOMBELA, C. Production and catabolite repression of PeniciUium italicum b-
glucanases. Journal of Bacteriology, v. 129, p.52-58, 1977.

SCHIRMBOCK, M.; LORITO, M.; WANG, Y. L.; HAYES, C. K.; ARISAN-ATAC, |.; SCALA, F.; HARMAN, G.; KUBICEK,
C. Parallel formation and synergism of hydrolytic enzymes and peptaibol antibiotics, molecular mechanisms involved
in the antagonistic action of Trichoderma harzianum against phytopathogenic fungi. Applied and Environmental
Microbiology, v.60, p.4364-4370, 1994.

SEGEL, I. H. Enzyme kinetics - Behavior and analysis of rapid equilibrium and steady-state enzyme systems. New York:
John Wkiley, 1975.

SHAIKH, S.A.; Deshpande, M.V. Chitinolytic enzymes: their contribuition to basic and applied research. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, v.9, p.468-475, 1993.

SHAPIRA, R.; ORDENTLICH, A.: CHET |.; OPPENHEIM A. B. Control of plant diseases by chitinase expressed from doned
DNA In Escherichia coli. Phytopathology, v.79, p.1 246-1249, 1989.

SIVAN, C. J.: CHET, |. Degradation of fungai cell walls by lytic enzymes of Trichoderma harzianum. Journal of General
Microbiology, v.135, p. 675-682, 1989.

SHOEMAKER, S.; SCHWEICKART, V.; LADNEER, M.; GELFAND, D.; KWOK, S.; MYAMBO, K.: INNIS, M. Molecular
cloning of exo-cellobioshydrolase derived from Trichoderma reesei strain L27, Biotechnology, v.1, p.691-695,
1983.

SITRIT, Y.; BARAK, Z.; KAPULNIK, Y.; OPPENHEIMER, A.; CHET, |. Expression of Serratia marcesscens chtinase gene in
Rhizobium meliloti during symbiosis on alfafa roots. Molecular Plant-Microbe Interactions, v.6, p.293-298, 1993.

SIVAN, C. J.; CHET, I. Microbial control of plant diseases.- Biocontrol of plant pathogens. In: Environmental microbiology.
New York: Wiley-Liss, 1992. p.335-354, 1992.

STERNBERG, D.; VIJAYKUMAR, P,; REESE, E. T. b-glucosidase: microbiology of production and effect on enzymatic
hydrolysis of cellulose. Canadian Journal of Microbiology, v.23, p.134-147, 1970.

STIRLING, J.; COOK, G.; POPE, A. Chitin and its degradation. In: BRITISH MYCOLOGICAL SOCIETY Fungai wall and
hyphal growth. [S.l.I: British Mycological Society, 1979. p.169-188.

SURARIT, R.; GOPAL P. K.; SHEPHERD, M. G. Evidence for a glycosidic linkage between chitin and glucan in the cell wall
of Candida aibicans. Journal of General Microbiology. v.134, p.1 723-1 730, 1988.

SVENSSON, B. Structure function relationships in starch-hydrolases and related enzymes. Denpun Kagaku, v.38. p.125-
133, 1991.

TANGARONE, B.; ROYER, J. C.; NAKAS, J. P. Purification and characterization of an endo-1,3-b-D-glucanase from
Trichoderma iongibrachiatum. Applied and Environmental Microbiology, v.55, p. 177-184, 1989.

TANNER, W. Synthesis and function of glycosylated proteins in Saccharomyces cerevisiae. In: KUHN, P.J.; TRINCI,
A.P.J.; JUNG, M.J.; GOOSEY, M.W.; COPPING, L.G., ed. Biochemistry of cell walls and membranes in fungi. New

York, Springer-Verlag, 1990. p. 109-118.
TEERI, T.; SALOVUORI, I.; KNOWLES, J. The molecular cloning of the major cellulase gene from Trichoderma reesei.

Biotecnology, v.1, p.696-699, 1983.
TEERI, T.T.; LEHTOVAARA, P.; KAUPPINEN, S.; SALOVUORI, I.; KNOWLES, J. Homologous domains in Trichoderma

reesei cellulolytic enzymes: gene sequence and expression of cellobiohydrolase Il. Gene, Amsterdam, v.51, p.43-52,

1987.
TIMMIS, K. N. Designing microorganisms for the treatment of toxic wastes. Annual Review of Microbiology, v.48, p.525-

557, 1994.
TOMME, P.; WARREN, R.A.J.; GILKES, N.R. Cellulose hydrolysis by bactéria and fungi. Advances in Microbiology and

Physiology, v.37, p.1-81, 1995.
TRINDER, P. Determination of blood glucose using and oxidase-peroxidase system with a non-carcinogenic chromogen.

Journal of Clinicai Pathology, v.22, p.246, 1969.
ULHOA, C. J.; PEBERDY, J. F. Purification and characterization of an extracellular chitobiase from Trichoderma harzianum.

Current Microbiology, v.23, p.285-289, 1991a.



304 CONTROLE BIOLOGICO

ULHOA, C. J. Regulation of chitinase synthesis in Trichoderma harzianum. Journal of General Microbiology, v.1 37,
p.2163-2169, 1991b.

ULHOA, C. J.; PEBERDY, J. F. Purification and some properties of the extracellular chitinase produced by Trichoderma
harzianum. Enzyme Microbial Technology, v.14, p.236-240, 1992.

ULHOA, C. J.; PEBERDY, J. F. Effect of carbon sources on chitobiase production by Trichoderma harzianum. Mycological
Research, v.97, p.45-48, 1993.

VAN ARSDELL, J.N.; KWOK, S.; SCHWEICKART, V.L.; LADNER, M. B.; GELFAND, D. H.; INNIS, M. A. Cloning,
characterization and expression in Saccharomyces cerevisiae of endoglucanase | from Trichodermareesei. Biotechnology,
v.5, p.60-64, 1987.

VASQUEZ-GARCIDUENAS, S.; LEAL-MORALES, C. A.; HERRERA-ESTRELLA., A. Analysis of the b-glucanolytic system
of the biocontrol agent Trichoderma harzianum. Applied and Environmental Microbiology, v.64, p. 1424-1446,
1988.

WARD, C.; WRIGHT, B. E. Cell wall synthesis in Dictyostelium discoideum. Biochemistry, v.4, p.2021-2027, 1965.

WARD, M.; WU, S.; DAUBERMAN, J.; WEISS, G.; LARENAS, E.; BOWER, B.; REY, M.; CLARKSON, K.; BOTT, R.
Cloning, sequence and preliminary structural analysis of a small, high pl endoglucanase (EGIIl) from Trichoderma
reesei. In: SUOMINEN, P.; REINIKAINEN, T., ed. Proceedings of the Second TRICEL Symposium on Trichodermareesei
Cellulases and other Hydrolases. Helsinki: Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation Research, 1993.
p.153-158.

WARREN, R. A. J. Microbial hydrolysis of polysaccharides. Annual Review of Microbiology, v.50, p. 183-212, 1996.

WEINDLING, R.; FAWCETT, W. S. Experiment in the control of Rhizoctonia damping-off of citrus seedling. Hilgardia, v.10,
p.1-16, 1936.

XIMENES, F. A.; SILVEIRA, F. Q. P.; FILHO, E. X. Production of b-xylosidase activity by Trichoderma harzianum strains.
Current Microbiology, v.33, p.71-77, 1996.

YABUKI, M.; MIZUSHIMA, K.; AMATATOU, T.; ANDO, A.; FUJI, |.; SHIMADA, M.; YAMASHIDA, M. Purification and
characterization of chitinase and a chitobiase produced by Aeromonashydrophila subsp anaerogenes A52. Journal of
General and Applied Microbiology, v.32, p.25-32, 1986.

YODER, 0. C. Toxins in pathogenesis. Annual Review of Phytopathology, v. 18, p. 103-129, 1980.

ZANUNCIO, J. C.; ALVES, J. B,; ZANUNCIO, T. V.; GARCIA, J. F. Hemipterous predators of eucalypt defoliator
caterpillars. In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 4., 1994, Gramado, RS. Anais. Pelotas: EMBRAPA-CPACT,
1994. p.224.



INDUCAO DE RESISTENCIA SISTEMICA
MEDIADA POR RIZOBACTERIAS PROMOTORAS
DE CRESCIMENTO DE PLANTAS
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INTRODUCAO

Ao se aproximar o Terceiro Milénio, é necessario investigar, com
seriedade e persisténcia, métodos alternativos para o controle de enfermidades de
plantas que sejam, ao mesmo tempo, eficientes e menos agressivos a satde humana
e ao equilibrio de ecossistemas. Encontrar uma forma, a mais indcua possivel, de
ativar os mecanismos de defesa da planta deixando que ela propria se proteja contra
patégenos, ao invés de satura-la e intoxica-la com defensivos, por certo sera a
estratégia politicamente correta do futuro.

Qualquer solo abriga uma heterogénea e diversificada comunidade
biolégica, da qual microrganismos, quer eucariotas quer procariotas, constituem maioria,
tanto em nimero quanto em multiplicidade. Muitos procariotas elegem como nichos
ecoldgicos preferenciais a rizosfera e/ou o rizoplano de plantas, onde se multiplicam
e sobrevivem ativamente, resistindo a pressdo antagonistica do restante da microflora
do solo. Esses organismos tém sido genericamente denominados rizobactérias (Binder
et al.,1989; Kloepper et al., 1992; Neuenschwander et al., 1995; Uknes et al., 1995).
Interagindo com a planta, rizobactérias podem ter efeito deletério, nulo ou benéfico
(Kloepper et al.,, 1992; Kloepper, 1996). Aquelas que exercem efeito benéfico -

promocao de crescimento e controle bioldgico de enfermidades - sdo chamadas PGPRs
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(Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas), correspondente a sigla PGPRs
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).

As PGPRs tém sido usadas, inclusive comercialmente, para aumentar a
produtividade de culturas e para o controle bioldgico especifico de certas enfermidades
de plantas (Leeman et al., 1 995; Liu et al.,, 1995c; Kloepper, 1996; Moura et al.,

1996; Kloepper et al., 1997).

Resisténcia sistémica induzida (ISR) como mecanismo de controle

Pesquisas realizadas para o entendimento dos mecanismos através dos
quais PGPRs promovem crescimento de plantas mostram a producao de reguladores
de crescimento (auxinas, giberelinas, citocininas e etileno), aumento da fixacao de
nitrogénio e disponibilidade de nitrato, solubilizacédo de fésforo e oxidacao de enxofre,
bem como aumento de permeabilidade das raizes, estimulando a absorgéo de nutrientes
(Enebak et al.,, 1998). Para o biocontrole de doencas, essas bactérias produzem
metabdlitos que agem diretamente sobre o patdbgeno tais como antibiéticos, enzimas
que degradam a parede celular, sideréforos e acido cianidrico (Enebak et al., 1 998;
Kloepper et al., 1999). Todavia, h4 casos em que a separacdo espacial entre antagonista
e patoégeno indica a ocorréncia de um outro mecanismo chamado resisténcia sistémica
induzida (ISR). A ISR classica ou resisténcia sistémica adquirida (SAR) é definida
como a ativagado das defesas quimicas e fisicas da planta hospedeira por um agente
indutor que pode ser uma substancia quimica ou microrganismo, o que leva ao controle
de varios patoégenos (Kloepper et al.,, 1992; Kloepper et al.,, 1997). O agente indutor
pode ser um ativador quimico como os derivados benzotiadiazoélicos e outros compostos
(Friedrich et al., 1 996; Lawton et al., 1 996; Kunz et al., 1 997; Shah et al., 1 997;
Benhamou & Belanger, 1998), extratos de células de microrganismos (Leeman et al.,
1 995; Romeiro & Kimura, 1997) ou microrganismos vivos (Liu et al., 1995a; Liu et
al., 1995b; Liu et al., 1995c; Hoffland et al., 1996). Neste Ultimo caso, quase sempre,
os agentes sdo PGPRs (Alstrom, 1991; Kloepper et al.,, 1992; Kloepper et al., 1997)
e diz-se que o mecanismo ¢é a ISR mediada por PGPRs.

A ISR mediada pelas PGPRs é uma alternativa ao uso de indutores

quimicos e de patégenos que faz parte da estratégia da ISR classica ou SAR.
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Em 1991 a inducgdo de ISR por PGPRs foi demonstrada por trés grupos
de pesquisadores em diferentes sistemas patégeno-hospedeiro. Aplicagdes de
Pseudomonas fluorescens isolado WCS417 em cubos de 1& de rocha resultaram no
controle da murcha de Fusarium do cravo (Fusarium oxysporum f. sp. dianthi}. O
patdgeno foi espacialmente separado das PGPRs pela inoculagdo em caule uma semana
apos a aplicagdo da Pseudomonas, e a separacgao foi confirmada pelo ndo isolamento
de WCS41 7 dos caules (van Peer et al., 1991). O tratamento de sementes de feijoeiro
com P. fluorescens isolado S97 reduziu o numero de lesdes foliares causado por
subseqientes inoculagbes com Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, agente do
crestamento do halo do feijoeiro (Alstrom, 1991). Em pepino, 94 isolados conhecidos
de PGPRs foram testados para o controle da antracnose causada por Colletotrichum
orbiculare. Seis isolados foram consistentes em reduzir significativamente o diametro
e 0 numero das lesdes quando o patégeno foi aplicado 21 dias apo6s o plantio (Wei et
al., 1991). Num estudo subsequente com seis PGPRs indutoras (Kloepper, 1 993)
nenhuma podde ser recuperada dos peciolos das folhas, confirmando a separagao
espacial entre patégeno e PGPRs.

Nos estudos dos mecanismos de agdo de PGPRs e outros microrganismos
biocontroladores, a ISR s6 pode ser comprovada quando for caracterizada a separagéo
espacial entre patdégeno e agentes de biocontrole (Liu et al., 1995b). Além da separacao
espacial, deve-se preferir a inoculagdo do patdgeno de modo natural (por exemplo em
raizes para controle de patégenos habitantes do solo), o que implicara num melhor
resultado quando o agente indutor for aplicado no controle biolégico pratico. Um dos
sistemas mais utilizados que permite essa separagdo espacial, ho caso de patdbgenos
radiculares, é o "split-root" com varios modelos: cubos de 1a de rocha para rabanete
(Leeman et al., 1995), corte do sistema radicular e posicionamento em vasos plasticos
diferentes (Liu et al.,1995b; Koike et al.,1997) e sistema de trés vasos plasticos
(Hoffmann-Hergarten et al., 1 997; Martinez-Ochoa et al., 1 997). A eficiéncia da
separacdo espacial deve ser sempre monitorada para verificar se ndo houve
movimentacao de PGPRs para os tecidos néo tratados, o que pode ser feito através

de isolamentos ou utilizando-se um gene marcador para bioluminescéncia (Liu et al.,

1995b).
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Em Auburn, foi demonstrado que a ISR mediada pelas PGPRs foi tao
efetiva quanto a SAR contra multiplos patdgenos. Pseudomonasputida 89B-27 e
Serratia marcescens 90-166, os quais induziam resisténcia sistémica em pepino ao
CMV (Raupach et al.,1996) e a antracnose (C. orbicuiare} (Wei et al., 1991), também
induziram resisténcia a murcha de Fusarium (F. oxysporum f.sp. cucumerinum), quando
aplicados como tratamento de raizes (Liu et al.,1995b) e a mancha angular, reduzindo
numero, tamanho de lesfes e a populacdo de P. syringae pv. tachrymans nas folhas
inoculadas (Liu et al., 1995a). Uma vez que a SAR envolvendo a aplicacao de patégenos
no campo pode ser perigosa, a utilizacdo de PGPRs ndo-patogénicas indutoras de
resisténcia sistémica, torna-se uma alternativa atraente a ser considerada em
programas de manejo integrado para uma agricultura sustentavel.

Embora a ISR mediada pelas PGPRs seja uma alternativa para o manejo
integrado de doencas, ela atualmente tem papel secundario no controle biolégico
pratico. Isto porque existem poucos estudos de campo para determinar sua eficacia
e estabilidade, sob um potencial multiplo de in6culo natural, com ou sem o uso de
produtos quimicos. Raupach & Kloepper (1998) demonstraram que a ISR mediada
por Bacilluspumilus INR7, Curtobacterium flaccumfaciens ME1 e B. subtilis GBO3
pode substituir o controle quimico na produgéo de pepino no campo, controlando a
antracnose, mancha angular e murcha bacteriana (Erwinia tracheiphila}, isoladamente
ou em conjunto, com in6culo natural ou artificial de alta pressdo. Houve uma tendéncia
para um controle maior quando misturas de PGPRs foram utilizadas, principalmente
em infec¢gbes multiplas, o que pode ser explicado pelos provaveis diferentes modos
de acdo dos isolados, levando ao sinergismo. Misturas de PGPRs também foram
utilizadas para promocgéo de crescimento e controle do mal-do-pé do trigo (Pierson &
Weller, 1994). No entanto, tem sido recomendado como essencial que as interagdes
microbianas entre os biocontroladores sejam investigadas, no sentido de entender e
predizer a atuagdo desses microrganismos e suas combinacdes (De Boer et al., 1 998;
Raupach & Kloepper, 1998). De certa forma, a qualidade de multiplicidade da
resisténcia induzida mediada por PGPRs é um fator favoravel a sua inclusao entre os
produtos biolégicos do futuro, pois segundo Fravel (1999), enquanto a especificidade

pode ser vantajosa do ponto de vista de evitar efeitos adversos em outros organismos
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vivos, é considerada uma desvantagem pela industria, pois mercados especificos geram
menos lucros que mercados amplos.

A ISR mediada por PGPRs influencia também os vetores de patdégenos.
Pesquisa na Universidade de Auburn demonstrou que esse tipo de ISR contra a murcha
bacteriana das cucurbitaceas (E tracheiphila’} também foi eficiente em reduzir a
alimentacado dos vetores do patégeno, os besouros Diabrotica undecimpunctata howardi
e Acalymma vittatum, reduzindo a incidéncia da murcha comparada a plantas-controle
ndo tratadas e plantas pulverizadas semanalmente com o inseticida esfenvalerato
(Zehnder et al., 1997). Sabendo-se que o habito alimentar desses besouros é fortemente
influenciado pela presenca de cucurbitacina, um grupo de metabdlitos de plantas
triterpenoides que ocorre em cucurbitaceas, foi aventado que a redugdo na alimentacgao
dos vetores havia sido causada pela reduc&o nos teores desta substancia, o que foi
comprovado por analise em HPLC. Sugeriu-se, portanto, que o mecanismo de ISR
mediado por PGPRs, reduzindo a alimentagcdo dos besouros em pepino, envolve uma
mudanc¢a no modelo metabdlico de sintese de cucurbitacina (Kloepper et al., 1 999)

Também, Yao et al. (1997) demonstraram que a ISR mediada por PGPRs
(B. pumilus SE34, Bacillus amiloliquefaciens IN937a, B. subti/is IN937b e Kluyvera
cryocrescens IN114) contra o CMV em tomate foi eficiente em campo. Em dois
experimentos consecutivos houve redugdo do desenvolvimento dos sintomas, da
porcentagem de infeccéo e do acimulo de virus nas plantas. No primeiro experimento
todos os quatro tratamentos aumentaram a altura das plantas e produgdo, o que nao
ocorreu no segundo. Portanto, mais experimentos em diferentes condi¢cbes de campo
séo ainda necessarios para verificar a estabilidade do controle através da ISR mediada
por PGPRs em tomate. Alias, isto é verdadeiro ndo apenas para este tipo de controle
biolégico, mas para o biocontrole de doencas de maneira geral, uma vez que o tamanho
do mercado, inconsisténcia e métodos necessarios para producédo, formulacédo e
distribuicdo fazem as industrias relutantes em apoiar a pesquisa com biocontrole de
doencgas (Fravel, 1999).

A ISR mediada por PGPRs como mecanismo de controle para hematoéides
parasitas de plantas ndo tem sido estudada extensivamente. Martinez-Ochoa et al.

(1 997) realizaram um estudo em casa de vegetagcdo com tomate e pepino, concluindo
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que o biocontrole de M. incégnita usando PGPRs com atividade ISR ndo estava
associado a um Unico mecanismo, pois houve auséncia de um unico perfil fenotipico
para todos os isolados de PGPRs biocontroladores. Por outro lado, Agrobacterium
radiobacter G1 2 e Baciiius sphaericus B43 reduziram significativamente (66%) a
taxa de penetracédo de Giobodera patida em batata, tendo sido comprovado, através
de experimentos 'split-root’, que o mecanismo envolvido era a ISR (Hoffmann-Hergarten
et al.,, 1997). Nao houve efeito negativo na capacidade reprodutiva das fémeas nem
na razéo sexual macho-fémea, indicando que a ISR age nos estagios iniciais da interagéo
patégeno-hospedeiro. Tanto as células bacterianas mortas pelo calor quanto as células
vivas apresentaram o mesmo grau de controle sugerindo que estruturas superficiais
termoestaveis ou metabdlitos bacterianos pré-formados eram os agentes indutores
de ISR (Hoffmann-Hergarten et al., 1997).

A busca por rizobactérias com atividade de indugdo de resisténcia
sistémica a enfermidades de plantas tem sido uma das linhas basicas de pesquisa do
Setor de Bacteriologia de Plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa. Embora muitos resultados ainda se revistam de caréater preliminar,
ha muitos projetos em andamento.

Romeiro et al. (1 997) isolaram, de rizosfera e de rizoplano de plantas
sadias de tomateiro, rizobactérias que nao exerciam atividade in vitro contra P. syringae
pv. tomato. Algumas delas, quando utilizadas na microbiolizagdo, por embebicao, de
sementes sadias do hospedeiro, aparentemente induziram resisténcia a P. syringae
pv. tomato em plantas originadas dessas sementes (Figura 1). Resultados semelhantes
foram obtidos por Bentes et al. (1 998) ao testarem rizobactérias para o biocontrole
de doencas bacterianas da parte aérea de tomateiro (Figura 2) e por Romeiro et al.
(1997) com actinomicetos previamente selecionados para o biocontrole de R.
solanacearum em tomateiro e capazes de induzir resisténcia em filoplano de tomateiro
a mancha bacteriana pequena incitada por P. syringae pv. tomato (Figura 3).
Considerada a separacao espacial entre os componentes da interagcdo microbiana,
posto que as rizobactérias foram posicionadas no sistema radicular e os patdégenos
desafiantes inoculados na parte aérea, os autores hipotetizaram haver ocorrido indugéo
de resisténcia, provavelmente desencadeada pela colonizacdo das raizes pelas

rizobactérias.
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FIGURA 1. Inducgéo de resisténcia sistémica em plantas de tomateiro oriundas de sementes
microbiolizadas com rizobactérias previamente selecionadas a Pseudomonas syringae pv.
tomato. Adaptado de Romeiro et al., 1997.

Controle UFV-20

FIGURA 2. Evidéncia de inducdo de resisténcia a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
e a Pseudomonas syringae pv. tomato em plantas de tomateiro pela microbiolizacao de
sementes com rizobactéria pré-selecionada. Adaptado de Bentes et al., 1998.
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FIGURA 3. Inducéo de resisténcia sistémica a Pseudomonas syringae pv. tomato em plantulas
de tomateiro pela microbiolizagdo de sementes com propagulos de actinomicetos. Adaptado
de Romeiro et al.,1 997.

Sinais para indugdo de resisténcia sistémica mediada por PGPRs

Como as PGPRs aplicadas em um 6rgao da planta vao ativar mecanismos
de defesa em outros 6rgdos dessa planta, distantes do sitio de indugdo?

Os sinais biolégicos que desencadeiam a ISR tém sido bastante estudados
e 0os mais referidos sao sideroforos, acido salicilico, lipopolissacarideos, etileno e
jasminatos.

Entre os sideréforos tem-se a pioverdina de P. fluorescens isolado CHAO
contra o virus da necrose do fumo (TNV) em fumo (Maurhofer et al.,1 994); a
pseudobactina de P. fluorescens isolado WCS374 contra F. oxysporum f. sp. rapham,
agente da murcha do rabanete (Leeman et al.,1 996) e a pseudobactina de P. putida
isolado WCS358 contra P. syringae pv. tomato em Arabidopsis (van Loon et al.,1997).
Em Arabidopsis um novo tipo de siderdéforo, fluorobactina, pode explicar a indugéo de
resisténcia associada ao acido salicilico (SA) em rabanete (van Loon et al., 1 998). No

entanto, Press etal. (1977a; 1997b) observaram ap6és diversos estudos que a produgao
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de sidero6foros néo era determinante primario de ISR em pepino por S. marcescens
isolado 90-166.

O acido salicilico produzido pelas bactérias em baixa concentragdo de
ferro é precursor do sider6foro pioguelina e pode funcionar também como sideréforo
(Meyer et al., 1992), sendo ainda produzido pelas plantas quando ocorre a SAR. Alguns
autores citam o SA como essencial para a ISR mediada por PGPRs, entre eles Leeman
et al. (1996), que sugeriram um papel positivo para SA na ISR contra F. oxysporum f.
sp. raphani pela P. fluorescens isolado WCS374 e De Meyer & Ho6fte (1 997), que
estudaram o mesmo isolado contra Botrytis cinerea em feijdo. Ja outros autores nao
consideram o SA como essencial para a ISR mediada por PGPRs. Entre eles, Press et
al. (1 997b) demonstraram que mutante SA de S. marcescens isolado 90-166 ainda
foi capaz de induzir ISR em pepino contra C. orbiculare e em fumo contra P. syringae
pv. tabaci. Utilizando um método diferente, Maurhofer etal., (1998) introduziram os
genes pchBA (que codificam para producéo de SA em P. aeruginosa) em P. fluorescens
P3, um isolado naturalmente SA e em P. fluorescens isolado CHAO, SA'. O isolado
P3 tornou-se capaz de produzir SA in vitro e teve sua capacidade de induzir resisténcia
ao TNV, em fumo, aumentada. O isolado CHAO teve sua capacidade de produzir SA
aumentada tanto in vitro quanto nas raizes de fumo, mas ndo aumentou a inducgao de
resisténcia ao TNV. Os resultados também demonstraram que, nesta solanacea, a
producédo de SA pelas PGPRs nédo contribui significativamente para o controle de
Thielaviopsis basicola. Observa-se, portanto, que a importancia da SA na ISR varia
consideravelmente de acordo com os isolados de PGPRs e/ou patégenos envolvidos
e, ainda, com o hospedeiro.

O etileno é um horménio vegetal voléatil que possui multiplas fungbes
fisiol6gicas em plantas, inclusive o de comunicagéo entre elas, o que o aponta, ainda
que potencialmente, como um sinal. Sabe-se que plantas o sintetizam tanto como
resposta a ferimentos como a infecgdo por patégenos e a exposicado a eliciadores de
mecanismos de defesa (Boller, 1 990; Grosskopf et al., 1991). Conforme relato de
Abeles (1 971) e Boller (1990), exposicdo de plantas a etileno induz mecanismos de
defesa associados a SAR/ISR como sintese de PRPs e lignificacéo.

Acido jasminico, jasminatos e seus derivados encontram-se largamente
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distribuidos em tecidos de plantas (Stumpf & Conn, 1981) e participam em multiplos
processos anatomo-fisiolégicos em vegetais, como alongamento de raizes, abertura
de estdbmatos, processo geral de senescéncia, dentre outros (Koda, 1992). Sticher et
al. (1 997) consideram ainda um pouco controvertidas as evidéncias experimentais de
que JA e seus derivados podem se constituir em sinais bioquimicos de resisténcia
induzida. Entretanto, a freqiéncia com que eles ocorrem em tecidos vegetais, aliada
a sua conhecida mobilidade nos tecidos e entre plantas (analogos volateis) podem
apontar na direcao de uma funcao sinalizadora (Farmer & Ryan, 1990).

Gundlach et al. (1992) pressupdem que JA seja um sinal de resisténcia
sistémica por associa-lo a ativagao de genes correspondentes em plantas. Também
Sticher et al. (1997), mesmo colocando em duvida a real fungéo de JA e seus anélogos
como sinais de SAR/ISR, lembram que eles devem ter algum envolvimento com a
resisténcia sistémica, ja que sua aplicagcdo em plantas induz a sintese de eventos
tipicamente associados a fenomenologia de SAR, como sintese de osmotina (um dos
tipos de PRP), de sintetase chalcbnica, de PAL e de LOX. Em resumo, se sua
participagcdo em SAR/ISR parece evidente, sua fungdo como sinal ainda ndo é muito
clara.

Cohen et al. (1993) relatam haver conseguido induzir resisténcia local e
sistémica em tomateiro e em batata a Phytophthora infestans pela aplicagcdo exégena
de JA, o que permite caracteriza-lo como um possivel agente de SAR, pelo menos
nesse caso. Trabalhando com o patossistema cexiada-Magnaporthegrisea, Schweizer
et al. (1993) demonstraram que tanto inoculagbes com o patébgeno como exposicao a
INA (um ativador quimico de resisténcia induzida) ocasionam uma elevacgao de teores
de JA nos tecidos.

De acordo com van Loon et al. (1998) e Pieterse et al. (1999) em
contraste com a SAR induzida por patégenos, a ISR mediada por PGPRs nem sempre
requer SA. A SAR associada a produgdo de SA induz a formagédo de proteinas PR,
mas este fato nao foi observado em rabanete e Arabidopsis expressando ISR. Além
disso, em plantas de Arabidopsis transformadas com o gene nahG e, portanto, incapazes
de acumular SA, a ISR foi totalmente expressa. Em contraste, Arabidopsis com

mutacdes no gene etrl, insensiveis ao etileno, ou no genejar!, insensiveis ao acido
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jasmonico, deixaram de expressar ISR. Isto sugere que PGPRs induzindo ISR seguem
um modelo diferente de transmisséo de sinais, que indepedende da acumulagéo de
SA e ativagcdo de genes PR, mas depende da percepc¢ao de etileno e acido jasmonico.

Diversos experimentos tém demonstrado que parte da LPS
(lipopolissacarideo da membrana externa de bactérias Gram negativas) de PGPRs é
capaz de induzir resisténcia sistémica. Van Peer & Schippers (1992) utilizaram células
inativadas pelo calor ou preparagdes purificadas da LPS de P. fluorescens WCS41 7r
contra a murcha de Fusarium do cravo, e verificaram que elas foram capazes de
elicitar ISR similarmente a células vivas da bactéria. Também a LPS de P. putida
isolado WCS358 foi considerada capaz de induzir ISR em Arabidopsis, embora, neste
caso, houvesse também o envolvimento de sideréforos (van Loon et al., 1997). Segundo
Leeman et al. (1995), a LPS purificada de P. fluorescens isolados WCS374 e WCS41 7,
biocontroladores da murcha de Fusarium do rabanete, foi capaz de causar ISR, embora
a LPS purificada de WCS358 nao tenha induzido este efeito, sugerindo especificidade
de isolado. Também mutantes dos dois primeiros isolados, resistentes a fagos, sem a
cadeia lateral antigénica O (OA ) e com capacidade de colonizagdo semelhante aos
selvagens, nédo induziram resisténcia. Além disso, nem esses mutantes, nem suas
paredes celulares nao purificadas, nem os complexos lipidio A-cerne interno foram
capazes de causar ISR (Leeman et al., 1995), sugerindo que a cadeia lateral antigénica
O é a parte da LPS responsavel pela ISR. De acordo com Press & Kloepper (1 997) a
LPS e membrana citoplasmatica de P. fluorescens 89B-61, mas nao de S. marcescens
90-166 induziram ISR em pepino a C. orbiculare, reduzindo a severidade da antracnose
em relacdo ao controle. Esta diferencga é interessante, pois sugere especificidade de
isolados, como ja citado por Leeman et al. (1995). Segundo van Loon et al. (1998), na
ISR mediada por Pseudomonas spp. em cravo, rabanete e Arabidopsis, a cadeia lateral
antigénica O da LPS age como indutora de resisténcia, mas outros fatores podem

estar envolvidos.

Mecanismos de ISR ativados pelas PGPRs

Dentre os mecanismos ativados pelas PGPRs na ISR sado citados a

producédo de PR-proteinas, o acumulo de lignina, calose, compostos fendlicos e
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fitoalexinas.

As Proteinas Relacionadas com Patogénese (PRPs) comecaram a ser
investigadas no inicio da década de 70, por van Loon & van Kammen (1 970) como
macromoléculas envolvidas em resisténcia induzida, tendo fumo-TMV como
patossistema modelo. Hoje tem-se conhecimento que PRPs sdo produzidas por muitas
plantas como resposta a infecgdo por patégenos (Sticher et al., 1 997) e participam
ativamente no fenbmeno de resisténcia induzida, tanto quando a indugéo é por fatores
bidticos (Boi et al., 1990) como quando ocorre por abidticos (Shah et al., 1997)
Usualmente elas se acumulam em plantas como resposta a infecgdo e como resposta
a inducado de resisténcia. Como se demonstrou estarem as PRPs estreitamente
relacionadas com o fendbmeno de SAR, as vezes sao denominadas de SAR-proteinas e
0s genes que codificam para as proteinas envolvidas em sua sintese, de SAR-genes
(Sticher et al., 1 997). van Loon et al. (1994) propuseram uma nomenclatura para as
PRPs, classificando-as em 11 "familias". As mais comumente investigadas sao PR-1,
PR-2 (p-1,3-glucanases), PR-3 (Quitinases) e PR-5 (Osmotina). As PRPs acumulam-se
em locais de infecgéo e em sitios remotos destes, em casos de indugéo de resisténcia
sistémica (Sticher et al., 1 997). Sua sintese e acUmulo possuem, pois, carater de
resposta ativa e de sistemicidade, em casos de resisténcia induzida (van Loon, 1 983;
Boi et al., 1 990; Uknes et al., 1992; Lawrence et al., 1996; van Loon, 1 997).

ApOs a inducédo de resisténcia, o0 modo exato como as PRPs atuam ainda
é objeto de investigacao (Sticher et al., 1 997). Sabe-se que, dependendo da planta e
do agente de inducgéo, elas se acumulam tanto nos espacgos intercelulares (quando
teriam uma acéo direta sobre o patdgeno) como em vacuolos (quando teriam acao
apés eventos de patogénese que culminam com a descompartimentalizac&o).
Geralmente as PRPs possuem potente atividade antimicrobiana in vitro (Enkerli et al.,
1993; Ponstein et al.,, 1994; Niderman etai., 1995; Penninckx et al.,1 996; Hu et al.,
1997; Sticher et al., 1 997), e é de se presumir que a possuam também in vivo (van
Loon, 1983; Herbers et al., 1995; Kloepper, 1996). As PRPs podem também ocasionar
a liberacao de eliciadores de fitoalexinas (Kuc, 1985; Boi et al., 1990; Neuenschwander
et al.,, 1995) como também induzir a sintese de compostos fendlicos (Keen &

Yoshikawa, 1 983; Kurosaki et al., 1986).
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A proteina PR-1a tem fungéo ainda desconhecida, sendo fortemente
induzida durante o estabelecimento de SAR em fumo. Park et al. (1997) estudaram o
potencial de inducdo do promotor de PR-1 a ligado ao gene repérter GUS em plantas
transgénicas de fumo. Todos os isolados de PGPRs testados, anteriormente conhecidos
como indutores de resisténcia sistémica em pepino, ativaram o promotor de PR-1 a
em fumo, embora com diferentes modelos de expressao, sendo que alguns em nivel
similar ao do indutor SA, utilizado como controle positivo. Como a expressao de PR-
1 a esta estreitamente correlacionada a SAR, estes resultados sugerem que o caminho
seguido pelas PGPRs na ISR pode ser similar ao da SAR. Maurhofer et al. (1994)
também relataram que proteinas PR acumularam-se em fumo, apresentando ISR
produzida por P. fluorescens isolado CHAO contra TNV. Ja outros autores relataram
que a ISR mediada por PGPRs em rabanete (Hoffland et al., 1 995), fumo (Chen et
al., 1996a), Arabidopsis (Pieterse et al., 1996) e pepino (Jetiyanon et al., 1997) nao
esta correlacionada com a expressao de genes PR.

Segundo Pieterse & van Loon (1999), o que acontece pode ser explicado
se a inducé&o de resisténcia for esquematizada como tendo trés causas principais: (1)
rizobactérias ndo-patogénicas; (2) infecgcdo por patdbgenos (2a) que causam necrose,
(2b) que induzem a ativacdo do gene PDF1.2 (gene da planta para substancias de
defesa) e (3) ferimentos.

A ISR mediada por PGPRs (1) é SA independente, esta associada a um
aumento de sensibilidade a JA e/ou Etileno, mais do que um aumento na producdo
desses compostos, é dependente do fator regulador NPR1 e forma compostos de
defesa ainda desconhecidos. A SAR induzida pela infecg@o por patdbgenos necrotréficos
(2a) pode, predominantemente, (i) implicar producéo de SA, nao envolver JA ou Etileno,
dependendo de NPR1 e resultando em PRPs induzidas por SA ou (i) ser SA independente,
implicar producéo de JA + Etileno, ndo dependendo de NRP1 e originando PRPs,
similarmente a reacao induzida por patégenos nédo necrotréficos (2b). Neste caso
pode haver ainda a producdo de defensinas. Dependendo do patégeno invasor, a
composicao dos compostos de defesa produzidos apds a infecgdo pode variar entre
predominantemente SA induziveis e JA ou Etileno induziveis. Neste aspecto, JA e

Etileno tém efeito positivo na acdo de AS, enquanto este parece ter efeito negativo
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nas defesas induzidas por JA e Etileno. Os ferimentos (3) também resultam na ativagao
de defesas induzidas por JA e Etileno. No entanto, a composi¢ao destas substancias
(PRPs nao induzidas por SA, defensinas, tioninas e inibidores de proteinases) é diferente
daquelas produzidas na infec¢do por patégenos. Isto provavelmente acontece porque
JA e Etileno sao sinais dominantes no ferimento enquanto os niveis de SA nao
aumentam (Pieterse & van Loon, 1999).

O fendmeno de lignificacdo é uma resposta ativa de plantas a invasao
por patégenos (Hammerschmidt & Kuc, 1 982; Busam et al., 1997b; Sticher et al.,
1997) e acumulam-se evidéncias de que constitui importante mecanismo de defesa
(Vance et al., 1 980; Hammerschmidt & Kuc, 1982; Agrios, 1 997; Busam et al.,
1997a; Sticher et al., 1997). Friend (1 985), assim como Busam et al. (1 997a) e
Sticher et al. (1997) considerou que lignificacdo é uma das caracteristicas de
resisténcia induzida.

Resumidamente, ligninas sao biopolimeros complexos, que tém sua origem
na rota fenilpropandide, pela polimerizacdo desidrogenativa de precursores (Stumpf
& Conn, 1981). Em lignificacao, fenil-alanina-amodnea-liase (PAL) é uma enzima
importante, j& que ela promove a desaminacao da fenil-alanina originando acido
cinamico e de outros precursores e compostos intermediarios na sintese de lignina
(Vance et al., 1 980). Tanto assim que, segundo Carver et al. (1 994) e Mauch-Mani &
Slusarenko (1 996), inibidores especificos de PAL reduzem a resisténcia de plantas a
doencas, talvez pelo impedimento da sintese dos derivados fenilpropandides necesséarios
a formacao de lignina.

Embora se saiba que a sintese de lignina é uma resposta de resisténcia
da planta, que essa sintese pode ser induzida por agentes biéticos e abidticos, possui
carater de sistemicidade e esta intrinsicamente associada a resisténcia induzida, o
modo como a lignina protege plantas contra patdégenos ainda é assunto pouco
investigado.

Sabe-se que a lignificagdo torna a parede celular da planta resistente ao
ataque de enzimas hidroliticas, reduz a difusdo de toxinas do patdégeno e impede a
utilizacéo de nutrientes do hospedeiro, reduzindo o avango e crescimento do patégeno

(Pascholati & Leite, 1994). Anderson e Guerra (1985) sugeriram que P. putida poderia
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proteger feijdo contra a podridao de raizes causada por Fusarium so/ani em estagios
iniciais de desenvolvimento da doenca, alterando a resisténcia do hospedeiro pelo
aumento de lignina nos tecidos da raiz. Jetiyanon et al. (1997) relataram que B.
pumius isolado SE49, sabidamente indutor de ISR contra C. orbiculare e também de
hipersensibilidade, aumentou rapidamente a lignificacdo e a atividade total de
peroxidase e superdxido dismutase. Wei et al. (1991) também observaram estimulo
de atividade de peroxidase. Ja Benhamou et al. (1997) demonstraram que células
bacterizadas com PGPRs apresentavam modificagdes fisicas e bioquimicas apenas
quando em contato com o patégeno. Estas modificacdes caracterizaram-se pela
preservacdo da parede celular e aposi¢cbes de calose nos locais de pressdo de
penetracdo dos fungos patdégenos, além de presenca de compostos fendlicos em
células vizinhas e envolvendo as células fangicas.

A sintese e acumulo de fitoalexinas em plantas de cravo bacterizadas
com Pseudomonas sp. e exibindo ISR contra a murcha de Fusarium foi registrada
ainda em 1991. As fitoalexinas s6 foram detectadas em plantas bacterizadas e

inoculadas com o patégeno (van Peer et al., 1991).

Conclusdes

Lyon et al. (1 996) postulam que o controle de enfermidades de plantas,
tenham elas etiologia fungica, bacteriana ou virética, pode ser conseguido pelo estimulo
apropriado de mecanismos de resisténcia de plantas a enfermidades, sejam esses
mecanismos bidticos (PGPRs, por exemplo) sejam abidticos. No entender do autor,
estratégias de indugdo de resisténcia em plantas a doengas serdo componentes
indispensaveis em medidas de controle integrado, nos anos vindouros. Também Oku
(1 994) chama a atencgédo do leitor para as continuadas e brutais agressdes ao meio
ambiente e & salde de seres humanos face ao uso excessivo e indiscriminado de
pesticidas, preferindo mesmo nomear as alternativas politica e ecologicamente corretas
de "agentes de controle de enfermidades" para diferenca-las dos armas quimicas
convencionais a que simplesmente denominamos "pesticidas".

Afinal, plantas possuem seus proprios mecanismos de defesa - altamente

eficientes, por sinal - e é preciso que se aprenda a desenvolver tecnologia especifica
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para ativa-los (Colson & Deverall, 1996).

Chen et al.(1 996b) relatam a experiéncia chinesa, desde a década de
60 até o presente momento, com o0 uso rotineiro de rizobactérias como ativadoras de
defesas e como promotoras de crescimento de plantas. A microbiolizagdo de sementes
antes do plantio, com propagulos de rizobactérias, tem sido pratica agrondmica rotineira
na China Continental onde o governo se encarrega de distribuir aos agricultores 3.000
toneladas de formulagcdes de células de rizobactérias todos os anos, para serem
utilizadas em 35.000.000 de hectares! Talvez por razdes politicas que motivaram o
isolamento da Republica Popular da China em todos os niveis, de intercAmbio cientifico
inclusive, talvez pela propria filosofia de pesquisa e enfoque de problemas, somente
em tempos recentes o0 mundo ocidental tem tomado conhecimento e percebido a
incomensuravel potencialidade do desenvolvimento de tecnologias especificas para
ativacdo de mecanismos de defesa de plantas como alternativa inteligente ao uso
indiscriminado de agrotoxicos.

No momento atual, a agricultura sustentavel requer a utilizacdo de
estratégias que permitam o aumento da produtividade, sem prejuizo ao meio ambiente
e salde, de forma econdémica e com justica social. Uma das alternativas potenciais
para atingir este objetivo é o0 uso de PGPRs, com destaque para aquelas capazes de
mediar ISR, exercendo o controle multiplo de patbgenos com niveis semelhantes ao
da SAR e com menor risco. Uma das maiores dificuldades a ser superada para uma
rapida implementacéo deste tipo de controle é a pequena quantidade de estudos
especificos no ambito de campo, o que reflete o pequeno numero de pesquisadores
envolvidos, bem como as poucas chances de financiamento na area. Paralelamente,
existe a necessidade da continuidade dos estudos sobre mecanismos de acéo e fatores

que determinam a ISR mediada pelas PGPRs.
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A MODERNA BIOTECNOLOGIA COMO AUXILIAR
NO CONTROLE MICROBIOLOGICO DE PRAGAS
DA AGRICULTURA

Joao Lucio de Azevedo
José Luiz Caldas Wolff

INTRODUCAO

A Biotecnologia, entendida como o uso de sistemas biolégicos no
desenvolvimento de processos e produtos de interesse econdmico e social, é bastante
ampla. Ela abrange, desde o melhoramento tradicional de microrganismos, plantas e
animais, o emprego de tecnologias de fermentagdo industrial para obtencdo de
antibidticos e outros farmacos, enzimas, etanol e muitos outros produtos, técnicas de
cultura de tecidos vegetais e animais, até outras mais sofisticadas como a fusdo de
protoplastos e a tecnologia do DNA recombinante, conhecida popularmente como
engenharia genética.

O controle biolégico de insetos-praga da agricultura e de doengas de
plantas é uma das areas mais valorizadas recentemente, pela sua potencialidade em
diminuir ou mesmo eliminar o uso de agroquimicos, reduzindo, assim, os problemas
que estes compostos causam no ambiente devido ao seu uso abusivo e indiscriminado.
Particularmente, o controle microbiolégico, isto €, o uso de microrganismos como 0s
virus, as bactérias e os fungos, tem se mostrado eficiente para reduzir os efeitos
danosos causados por insetos-praga da agricultura e microrganismos fitopatogénicos.
Desta maneira, microrganismos empregados neste controle tém sido submetidos a
um melhoramento genético, visando a uma maior eficiéncia e otimizacéo das etapas

que ocorrem desde sua fabricagdo industrial até a aplicagcdo em campo, no controle
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de pragas e doencgas agricolas.

O controle microbioldgico de pestes agricolas nao é novo. Ele vem
sendo usado, embora empiricamente, desde a antiguidade. Um dos relatos mais
interessantes é o de Evelyn que, no século XVII, descreve em seu livro Sylva a utilizagao
de um macerado de lagartas, possivelmente infectadas por um virus no controle de
uma praga que atacava esséncias florestais. Atualmente, existem disponiveis no
mercado cerca de 200 produtos de controladores biolégicos registrados, os chamados
bioinseticidas, com faturamento anual de 300 milhdes de dodlares, o que corresponde
apenas a | % do faturamento conseguido pelos compostos quimicos empregados com
a mesma finalidade. Tudo leva a crer, portanto, que, por razdes ecolbgicas, econdémicas
e desenvolvimento de produtos microbianos mais eficientes, melhorados por técnicas
tradicionais ou modernas, ocorra um aumento consideravel no interesse de aprimorar
cada vez mais linhagens e produtos microbianos para o controle biolégico.

Embora recentes revisfes ja existam sobre o assunto (Alves, 1998;
Melo & Azevedo, 1998; Azevedo, 1998 a, 1998b, Pacolla-Meirelles, 1998; Valadares
-Inglis et al, 1998), a maioria trata de técnicas empregadas no melhoramento de
fungos e bactérias no controle biolégico de insetos. No presente capitulo vao ser
mencionadas apenas linhagens e produtos que, preferencialmente, vém sendo obtidos
por tecnologia do DNA recombinante ou engenharia genética.

Neste particular, os fungos vém sendo menos utilizados enquanto que
trabalhos com bactérias e, principalmente, os virus sdo mais numerosos. Uma vez
que as revisdes acima citadas cobrem grande parte dos dados referentes a bactérias
e fungos disponiveis na literatura, esses grupos serao menos enfatizados no presente

capitulo, dando-se maior relevancia aos virus geneticamente modificados.

Melhoramento de fungos usados no controle biolégico por
engenharia genética

Infelizmente, em relagéo aos fungos, os progressos alcancados gracas
as novas tecnologias sao reduzidos e bem menores que os conseguidos em bactérias
e virus. Sendo eucariontes e bem mais complexos que os procariontes, isto é bastante

compreensivel. Também deve ser considerado o fato de que, no controle biolégico, a
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linhagem melhorada tem que ser lancada no meio ambiente em competicdo com
outros microrganismos la existentes e em condi¢des bastante distintas de temperatura,
umidade, insolacdo e outras que normalmente ndo ocorrem em bioensaios realizados
em condi¢cdes de laboratério. De fato, o grande sucesso conseguido com linhagens
microbianas melhoradas por tecnologia do DNA recombinante tem ocorrido na area
de fermentagdes industriais, onde a linhagem manipulada geneticamente trabalha em
condi¢cdes controladas e, na grande maioria dos casos, o mais longe possivel de
contaminacgdes. Em geral, linhagens de fungos e bactérias engenheiradas, empregadas
na producado de farmacos tais como a insulina, hormdnios de crescimento, antibiéticos
e outros compostos, trabalham em condi¢Ses rigorosamente controladas, caso
contrario nao teriam meios de competir com outros microrganismos da natureza,
muito mais adaptados as condi¢cdes de alta competitividade. J& com fungos
controladores de insetos ou doengas, a situacao é bem diferente. Eles tém que ser
liberados no meio ambiente e ai as condicdes muitas vezes lhes sao adversas,
explicando os timidos resultados obtidos até o momento com fungos controladores
biolégicos de pestes. Se é bem verdade que técnicas de transformagédo e clonagem
de genes além de outras, ja estdo bem definidas em espécies de fungos
entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, esta é apenas
uma etapa inicial necessaria, mas nao suficiente para que resultados aplicados, de
valor biotecnolégico, sejam obtidos. Alguns exemplos da tecnologia do DNA
recombinante em fungos entomopatogénicos podem ser mencionados.

Em M. anisopliae, o gene que codifica uma proteina, designada de
PR1, tem sido empregado em estudos de regulagdo génica e, para verificagdo de seu
efeito na cuticula de insetos (St, Leger et al., 1992), genes de quitinase foram também
clonados no mesmo fungo (Barreto et al., 1995: Valadares & Peberdy, 1995: Bogo et
al., 1996). Um incremento na velocidade de mortalidade de insetos foi também tentado,
aumentando-se a expressao do gene que codifica a proteina PR1, uma protease que
degrada a cuticula dos insetos alvo (St. Leger et al., 1996, Screen & St. Leger,
1999a). Como varios sao os genes envolvidos no processo, o carater &, portanto,
poligénico e, embora tenha ocorrido uma reducé&o no tempo de mortalidade do inseto,

surgiram também efeitos colaterais, como a reducédo de esporulagdo do fungo; ocorreu
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também uma reducao da disseminacao do agente do controle biolégico no campo,
propriedade das mais importantes dos fungos entomopatogénicos. Tudo isto esta a
demonstrar que o emprego das técnicas de Engenharia Genética em fungos utilizados
no controle biolégico pode ser ineficaz, quando aplicado em campo aberto, onde os
produtos da Engenharia Genética tém que competir com linhagens selvagens adaptadas
h& milhdes de anos aquelas condi¢des. No caso mencionado, o ganho da redugéo do
tempo de mortalidade foi indcuo, pois perdeu-se a melhor qualidade do controle
bioldgico, qual seja a disseminac&o natural do controlador, sem necessidade de, como
nos agroquimicos, sucessivas aplica¢gfes do produto.

Sao raros os casos em que a Engenharia Genética tem sido aplicada
efetivamente em fungos entomopatogénicos. Em B. bassiana, por exemplo, os
resultados referem-se mais a producao de transformantes (Pfeifer & Khachaturian,
1992) e clonagem de genes, com o objetivo de obtenc&o de marcadores em linhagens
de potencial econdmico. Neste particular, tém-se empregado, por exemplo, genes
mitocondriais (Hegedus et al, 1991). Mais recentemente, Screen & St. Leger (1999b)
iniciaram a catalogacéo de regides do DNA de M. anisopliae, que codificam as diversas
proteinas formadas pelo fungo. Um projeto piloto de seqlienciamento nesta espécie,
tem identificado genes para enzimas intra e extracelulares, para fatores de transcrigdo
e genes de proteinas estruturais, entre outros.

Como salientado na revisao de Valadares-Inglis et al. (1998), também
fungos controladores de doengas de plantas, como espécies do género Trichoderma,
estao sendo empregados em estudos com tecnologia do DNA recombinante. Até
1995, cerca de 50 genes ja haviam sido clonados neste género de fungo, dentre eles
os que digerem parede celular de fungos fitopatogénicos. Por exemplo, Chet et al.
(1 993) relataram a transferéncia do gene de quitinase (chiA) de Serratia marcenscens
para Trichoderma harzianum, o que resultou em aumento na secre¢do de quitinase

pelos transformantes.

Bactérias utilizadas no controle biolégico, melhoradas por
engenharia genética

Sem duavida, o "carro-chefe" dos produtos comercializados utilizados
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no controle microbiolégico, provém de uma bactéria : Bacillus thuringiensis. Toxinas
produzidas por esta bactéria vém sendo usadas no controle biolégico de insetos-praga
da agricultura ha cerca de 50 anos. Uma grande fatia, ou seja, 90% do mercado
mundial de produtos microbianos utilizados no controle de insetos, particularmente os
lepidoépteros, coledpteros e dipteros, é representada por produtos oriundos dessa
bactéria, designada abreviadamente por B.T. As linhagens de B. thuringiensis possuem
genes que codificam proteinas conhecidas como delta-endotoxinas, produzindo
formacdes cristalinas nos esporos da bactéria. Esses cristais possuem as toxinas
conhecidas também como proteina-cristal ou CRY. Tais proteinas sao toxicas para
insetos, mas nao causam qualquer problema em mamiferos. Ja foram descritos mais
de 50 genes responsaveis pela formacgéo das delta-toxinas, proteinas-cristal ou
proteinas CRY. Eles localizam-se preferencialmente em plasmidios, que sdo elementos
extracromossOmicos da bactéria, circulares e compostos por DNA com tamanhos
que variam de 40 a 1 50MDa. Estes genes estdo relativamente bem estudados, podem
existir em multiplas coépias dentro do genoma da bactéria, além de possuirem
elementos transponiveis, 0s transposons, em sua composi¢do. Sua atuacao é mais
acentuada na fase estacionaria de crescimento da bactéria, quando, entdo, enviam
sua mensagem para a sintese da proteina-cristal. A revisdo de Valladares-Inglis et al.
(1998) apresenta detalhes sobre a genética desta bactéria e sobre a expressao dos
genes cry; apresenta também os tipos principais desses genes, seus produtos e sua
estabilidade.

Além dos genes cry, outro gene foi mais recentemente descrito em
B. thuringiensis, produzindo uma toxina vegetativa, isto é, ndo no interior dos esporos
da bactéria. Este gene, designado de VipA3 produz toxina ativa de 791 aminoacidos
contra larvas de lepidopteros (Estruch et al.,, 1996).

Limitagdes em relacdo ao uso desses produtos ocorrem devido a uma
série de fatores tais como: alta especificidade, dificuldade de atingir certas pragas
como as que habitam o solo e atacam raizes, ou aquelas que entram rapidamente em
tecidos e 6rgaos da planta, além do alto custo de producéo e baixa eficiéncia em
ambientes aquaticos. Desta forma, as novas tecnologias como as de Engenharia

Genética sao importantes para que se obtenham linhagens que possam suplantar
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essas dificuldades.

Uma das estratégias para que as toxinas possam também exercer
efeitos sobre insetos que se alimentam de raizes e vivem no solo, foi a transferéncia
de genes cry para bactérias do solo, como Pseudomonas fluorescens. Esta bactéria
tem a toxina estabilizada e sua permanéncia no ambiente é aumentada (Gelerntel &
Schwab, 1993). A bactéria, ndo sendo esporulada, é eliminada pela producdo da
toxina. Esse é, na realidade, um sistema de encapsulamento das toxinas e o produto
esta patenteado com o nome de CellCap Mycogen.

Outras técnicas de Engenharia Genética aplicadas ao B. thuringiensis
envolvem a transferéncia de varios genes cry distintos para uma mesma bactéria
hospedeira. Em alguns casos, formaram-se novas toxinas ou ainda ocorreu um efeito
sinergistico pela combinagdo de duas ou mais toxinas. Por exemplo, Sanchis et al.
(1 999) construiram uma linhagem de B. thuringiensis recombinante com expressao
de um gene cryl adicional sob controle de outro sistema envolvendo o gene cryA3.
Essa linhagem produz maior quantidade de proteina-cristal do que a selvagem. Foi
também colocado na linhagem um gene que impede a formacao de esporos. Desta
forma, a proteina-cristal produzida foi encapsulada dentro da propria bactéria, o que
confere uma maior resisténcia da mesma a luz ultravioleta solar. Duas linhagens com
interesse para o controle biolégico foram assim produzidas e designadas de AGRO1
(proteina-cristal encapsulada) e AGRO2(proteina-cristal liberada).

Uma elegante maneira de se contornar o problema da baixa
persisténcia das toxinas na dgua, que ocorre devido a decantacdo da toxina, é transferir
0s genes cry para bactérias cianoficeas. As cianobactérias habitantes das superficies
das aguas transformadas dessa maneira, produzem as toxinas que eliminam larvas de
insetos (Gelerntel & Schwab, 1993).

Os resultados mais interessantes do ponto de vista biotecnolégico
conseguidos com o B. thuringiensis tém sido a transferéncia dos genes envolvidos na
producéo da toxina ativa para plantas, produzindo-se assim linhagens, variedades e
cultivares vegetais resistentes a certos insetos. Uma grande vantagem do processo é
que a toxina vai ser distribuida por toda a planta que agora é designada de planta

transgénica. Dessa forma ela vai ser também resistente aos insetos do solo suscetiveis
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a toxina e a insetos que habitam o interior da planta, como as brocas do colmo, por
exemplo. Esses insetos dificilmente seriam atingidos por pulveriza¢des do produto no
campo, mas sdo eficientemente controlados pela propria planta transgénica produtora
de toxina. Além disso, ndo se aplicando o produto, ha diminui¢do para o agricultor dos
custos de producao, tanto pela reducéo de méo-de-obra, quanto pela ndo necessidade
de aquisicdo do produto que, como mencionado, é dispendioso. Ao lado dessas
vantagens, ha questionamentos quanto a biosseguranga do processo. Alega-se que a
introducao de genes produtores de toxinas contra insetos em uma planta pode causar
em pouco tempo a emergéncia de ragas de insetos resistentes a toxinas. De fato, o
emprego da bactéria no campo para combate aos insetos é uma verdadeira luta
biolégica, na qual a bactéria, com populagdo muito mais numerosa que a de insetos,
sai vencedora. Embora insetos mutantes resistentes aparecam, bactérias também
mutantes, produtoras de toxinas modificadas, vao ser capazes de atacar os insetos
resistentes a toxina inicial e é por isso que o produto vem sendo usado com sucesso
h& tanto tempo. No caso de plantas transgénicas com gene para producdo de toxina,
os insetos sao favorecidos, pois existe um numero muito superior de insetos-praga
em comparacdo ao de plantas atacadas. Dessa maneira, a probabilidade de um inseto
mutante resistente ocorrer é maior do que o de uma planta que possua 0 gene
introduzido ter o mesmo modificado por mutacdo. Essa mutacdo, que é rara se ocorrer,
tem que ser capaz de novamente produzir planta resistente a populacédo de insetos
resistentes a toxina anterior. Ha relatos de que a resisténcia de insetos a toxinas de
B. thuringiensis ndo seria tdo rara como relatado (Tabashnik et al., 1997). Entretanto,
isto ndo é novidade dentro do melhoramento genético de plantas. Variedades resistentes
a pragas e moléstias tém sido criadas pelos melhoristas e, em pouco tempo, elas tém
que sair do mercado, pois novas ragas fisiolégicas de patégenos e pragas ocupam o0
lugar das anteriormente incapazes de atacar a planta. Como salienta o melhorista
vegetal Ernesto Paterniani (comunicagdo pessoal), quem trabalha com melhoramento
genético para resisténcia a pragas e moléstias pode ganhar uma batalha, mas, no
final, sempre perde a guerra. Alias, isso ocorre também pelo uso em larga escala dos
antibidticos no controle de doengas bacterianas ou fungicas. Ap6s o aparecimento de

um novo antibiético, linhagens microbianas resistentes a ele vao surgir e tornar o
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tratamento ineficaz. Da mesma maneira, inseticidas e fungicidas lancados no mercado
vao aos poucos perdendo sua eficacia devido ao aparecimento de formas resistentes.
Até que, no caso de plantas transgénicas que receberam o gene da proteina-cristal,
h& solugbes muito interessantes para que seja evitada a rapida emergéncia de insetos
resistentes. Uma delas é a adicao de diferentes genes cry ao genoma da planta,
produzindo-se, assim, diferentes toxinas em uma mesma planta. Nesse caso, 0
aparecimento de um inseto resistente a duas toxinas concomitantemente é igual ao
produto da frequéncia de mutagdo para cada gene, o que reduz em termos de
probabilidade o aparecimento deste inseto duplo mutante na populacdo. Esta, alias, é
uma das estratégias usadas na terapéutica médica para evitar o aparecimento de
bactérias resistentes a antibidticos; associacdes de duas ou mais drogas inibidoras
reduzem a emergéncia de resistentes em popula¢cdes de bactérias patogénicas. Outra
forma de reducéo do aparecimento de insetos resistentes a toxinas é o emprego de
plantas da mesma espécie, porém nao transgénicas, cultivadas junto as transgénicas.
Os insetos vao preferir essas plantas que funcionam entao como refugios, mantendo
a populagdo de insetos suscetivel a toxina e reduzindo os riscos do aparecimento de
formas resistentes.

Uma outra fonte de preocupacéo é que o podlen liberado pelas plantas
transgénicas, e que possuem toxinas, pode ser disseminado sobre vegetais, crescendo
préoximos da plantacéo transgénica e causar a morte de insetos Uteis, que se alimentam
de folhas ou outros 6rgaos e tecidos do vegetal, como polinizadores de plantas ou
mesmo controladores bioldgicos de outros insetos. Neste particular, um trabalho muito
mal conduzido, publicado pela revista Nature em 1999, relata um experimento onde
larvas de borboletas Monarca, que nao sao pragas agricolas, foram alimentadas com
folhas de plantas normalmente escolhidas por elas e que vivem proximas a plantacdes,
nas quais se colocou uma grande quantidade de pdélen de planta transgénica, a recebeu
gene de B. thuringiensis. Os resultados mostraram que cerca de 50% das larvas
morreram mesmo nessas condi¢cdes adversas, em que a Unica alimentacdo era
constituida por folhas com pdélen transgénico, nao tendo sido feito um controle, no
caso, com folhas sem o poélen transgénico. Trabalhos como esse, que sao publicados

por revista de alto indice de impacto, infelizmente sdo os que recebem maior atengcéo
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da midia e dificultam a aceitacdo de transgénicos pelo publico leigo. Entretanto, do
ponto de vista técnico, varios exemplos de plantas transgénicas com genes de B.
thuringiensis\a foram ensaiadas em campo com resultados muito positivos. E o caso
do algodao transgénico com genes de delta-toxina que se mostrou resistente ao inseto-
praga Helicoverpa zea; embora, a principio, as taxas de toxinas nao fossem muito
altas, o que propiciava apenas um controle parcial, ha processos para aumentar essa
quantidade, resultando desta forma um controle mais efetivo da praga. Em arroz, no
Japao, foi conseguida uma variedade transgénica resistente aos insetos das espécies
Chilo supressal/is e Cnaphelocroses medinalis, com redugdo de perdas na cultura e
maior taxa de mortalidade dos insetos. Com a batata, plantas transgénicas resistentes
ao inseto Manduca sexta mostraram redug¢do no consumo foliar pelos insetos. Tanto
em tabaco, a introducéo de gene de B. thuringiensis, tendo como vetor Agrobacterium
tumefasciens, como em milho, introduzindo-se genes cry pela técnica da biolistica,
obtiveram-se transgénicos resistentes a insetos-praga dessas culturas como a Ostrinia
nubilalis do milho. Um milho transgénico produzido pela empresa Mycogen e pela Ciba
Seeds, obteve permissao para ser liberado nos Estados Unidos, em 1996. Atualmente,
plantas transgénicas de milho, contendo genes de B. thuringiensis que conferem
resisténcia a insetos, estao plantadas em milhdes de hectares nos Estados Unidos e
outros paises.Os niveis mais altos de resisténcia em plantas de milho, com relagéo a
larvas dos insetos-praga Spodoptera frugiperda e Diatraea grandioseia, foram
conseguidos pela introdugcdo do gene de toxina de B. thuringiensis em plantas hibridas
(Williams et al., 1997). Em tomate, plantas transgénicas contendo genes de B.
thuringiensis, sao resistentes ao ataque do inseto Hellicoverpa armigera. Detalhes
sobre os processos de produgdo dessas plantas transgénicas podem ser encontrados
na revisdo de Azevedo (1998a). Plantas transgénicas resistentes a insetos-praga da
agricultura tém tido sucesso no campo, demonstrando que a técnica é eficiente e
nao-poluidora, quando comparada com técnicas quimicas de controle de insetos.
Portanto, a tendéncia é de que elas deverao ser cada vez mais utilizadas na agricultura
moderna.

Finalmente, ainda considerando bactérias como controladores

bioldgicos, vale a pena citar uma outra estratégia no controle biolégico de pragas
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agricolas e doencas de plantas. Trata-se da utilizagdo de microrganismos endofiticos,
ou seja, aqueles que habitam o interior de plantas e aparentemente ndo causam
qualquer dano ao seu hospedeiro. Em muitos casos, inclusive, protegem as plantas
contra doencgas, pragas e até contra mamiferos herbivoros. Para uma revisdo sobre
microrganismos endofiticos, pode ser consultada a revisao de Azevedo (1998c). Os
microrganismos endofiticos também podem ser manipulados geneticamente por
técnicas modernas. O primeiro caso relatado ocorreu na bactéria endofitica de milho,
a Clavibacter xytisubespécie cynodontis, que vive no xilema de milho e ndo causa
qualquer dano ao seu hospedeiro. Gene de toxina de B. thuringiensis foi introduzido
nessa bactéria e a mesma foi agregada a sementes de milho. Depois de germinarem,
as plantas de milho possuiam a bactéria endofitica modificada em seu interior,
produzindo a toxina contra a broca do milho. O produto conhecido como "Incide",
desenvolvido pela Crop Genetics International Coorporation, ainda ndo apresentava
resultados muito favoraveis devido a baixa concentragdo da bactéria e,
consegientemente, pequena distribuicdo da toxina por toda a planta. Entretanto, o
use de promotores mais apropriados e 0 aumento da producédo de toxinas tém resultado
em controle parcial ou total de pragas. Outras culturas, como as de arroz, algodao,
soja, sorgo e trigo tém empregado microrganismos transgénicos com genes apropriados
para controle de pragas e doencas de plantas, com bastante efici€ncia. No Brasil, um
processo de controle da doenca "clorose variegada dos citrus" (CVC) causada pela
bactéria Xylella fastidiosa, por meio de genes de xantanases em microrganismos
endofiticos, esta sendo pesquisado gragas a projeto financiado pela Fundacéo de
Arrparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) envolvendo varias instituicdes,
como a Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" da Universidade de Séo
Paulo (ESALQ/USP), Universidade de Mogi das Cruzes (UMC) e Instituto Agrondmico

deCampinas(IAC).

Baculovirus geneticamente modificados e seu uso no controle
biolégico
Assim como os fungos e as bactérias, os virus também podem ser

utilzados no controle biolégico, principalmente de insetos-praga. Do ponto de vista de
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modificacdes genéticas pela tecnologia do DNA recombinante, sua utilizagao fica
facilitada pela simplicidade de seu genoma em comparacao com as bactérias e fungos.
Desta maneira, varios exemplos de manipulagcao genética em virus tém sido relatados,
como sera visto a seguir. Dentre os virus, destacam-se os baculovirus como agentes
do controle biolégico de insetos. Sao eles, entdo, que vao merecer destaque nos

préximos itens.

Caracteristicas gerais dos baculovirus

Os baculovirus formam um importante grupo de virus que infectam
artropodes, principalmente insetos da Ordem Lepidoptera (Granados & Federici, 1986;
Blissard & Rohrmann, 1990). Os virus desse grupo possuem nucleocapsideos
envelopados em forma de bastonete, medindo geralmente entre 30 a 35 nanémetros
de largura por 250 a 300 nandmetros de comprimento (Volkman et al., 1 995). Seu
genoma é constituido de uma molécula de DNA circular, fita dupla, cujo tamanho
varia de 90 a 1 60Kbp (Volkman et al.,, 1995). A caracteristica morfolégica mais
marcante desses virus é o corpo de oclusdo, um cristal protéico que envolve os virions,
protegendo-os no meio ambiente. Os baculovirus despertam grande interesse pelo
seu uso como agente de controle biolégico e pela sua aplicacdo como vetor de
expressao de proteinas heterdlogas.

A familia Baculoviridae abrange dois géneros, o Nucleopolyhedrovirus
(NPV ou Virus da Poliedrose Nuclear) e o Granulovirus (GV ou Virus da Granulose)
(Volkman et al., 1995). Os corpos de oclusdo dos NPVs se desenvolvem no nucleo da
célula infectada, medem entre 0.1 5 e 1 5 micrbmetros de diametro e contém varios
virions (Blissard & Rohrmann, 1990; Volkman et al.,, 1995). Os nucleocapsideos dos
NPVs podem ser envelopados individualmente ou em grupos de dois ou mais
nucleocapsideos por envelope. Os corpos de oclusao dos GVs sdo, geralmente, menores
que aqueles dos NPVs, medindo entre 0.3 e 0.5 micrOmetros e contém apenas um
virion (Blissard & Rohrmann, 1990; Volkman et al., 1 995). Os baculovirus levam o
nome da espécie da qual foram isolados, seguido do género ao qual o virus pertence.
Por exemplo, o NPV identificado em larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera;

Noctuidae) é denominado Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus (SfNPV).
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Baculovirus ja foram isolados de mais de 600 espécies de artropodes, sendo que a
maioria dessas espécies pertence a Ordem Lepidéptera (Volkman et al., 1 995).

O baculovirus mais intensamente investigado é Autographa californica
nucleopolyhedrovirus (AcNPV), a espécie-tipo dos baculovirus. O genoma deste virus
é constituido de uma molécula de DNA de aproximadamente 134Kbp, cuja sequéncia
de nucleotideos ja foi totalmente determinada (Ayres et al., 1 994). Estudos com
AcNPV demonstraram que a expressao dos genes virais ocorre em duas fases: a fase
precoce, que antecede a replicacdo viral, e a fase tardia, que se inicia com a replicagao
viral. A fase precoce é subdividida em fase precoce imediata (immediate early phase)
e fase precoce tardia (delayed early phase) (Blissard e Rohrmann, 1 990; O'Reilly et
al.,, 1994; Vialard et al., 1995). Na fase tardia, distinguem-se dois tipos de genes, os
genes tardios (late genes) e os genes tardios hiperexpressos (hyperexpressed late
genes). Os genes tardios hiperexpressos sado fortemente expressos na fase final da
infecgdo, quando ocorre o declinio na expressédo deles e inicia-se a producdo dos
corpos de oclusao (Blissard & Rohrmann, 1 990; O "Reilly et al.,, 1994). Nesta etapa
da infeccdo, ocorre a sintese das proteinas poliedrina e p10. A proteina pl10, de
aproximadamente 10KDa, esta associada a estruturas fibrosas encontradas no nucleo
e no citoplasma de células infectadas (Rohrmann, 1992). Estudos sugerem que esta
proteina esta envolvida no processo de lise nuclear que resulta na liberagéo dos poliedros
(Oers et al., 1993). A poliedrina é o principal componente do cristal protéico que
forma o corpo de oclusdo (Rohrmann, 1992). O gene da poliedrina ja foi identificado
e caracterizado em muitos baculovirus apresentando alto grau de conservacédo. O
grau de homologia observado entre as poliedrinas que ja foram caracterizadas tem
sido utilizado para se deduzir a possivel relagdo filogenética entre os baculovirus

(Zanotto et al., 1993).

Ciclo da infecdo in vivo

Uma caracteristica notavel dos baculovirus é exibir dois tipos de virions
durante seu ciclo infectivo. Embora esses dois tipos de virions tenham o genoma
idéntico, eles apresentam caracteristicas distintas e tém fungdes especificas durante

a infeccdo in vivo. O virion que estd envolvido pela matriz protéica que constitui o
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corpo de oclusao é chamado de virus ocluso (Ocluded Virus - OV) ou de virus derivado
do poliedro (Polyhedra Derived Virus - PDV). O outro fenétipo do virion é chamado
"budded virus" (BV), por ser formado pelo brotamento de nucleocapsideos através da
membrana plasmatica da célula hospedeira. BVs e PDVs diferem em varios aspectos,
tais como morfologia, estrutura, antigenicidade, infectividade e no mecanismo de
entrada em células (Blissard & Rohrmann, 1990; Volkman & Keddie, 1990). De grande
relevancia ao processo infectivo é a diferenca em infectividade apresentada pelos
dois tipos de virions. Estudos demonstraram que os PDVs sdo muito mais infectivos
que os BVs quando administrados a lagartas por via oral (Keddie & Volkman, 1 985).
Por outro lado, BVs sdo mais infectivos que PDVs quando injetados na hemocele de
lagartas e quando utilizados para infectar células em cultura (Volkman & Summers,
1977; Keddie & Volkman, 1985).

Na natureza, a infecgdo por baculovirus geralmente inicia-se quando
uma lagarta susceptivel ingere poliedros junto ao seu alimento. A condi¢éo alcalina
do intestino médio da lagarta causa a dissolugao dos poliedros e, consequentemente,
a liberagao das particulas virais do tipo PDV. Essas particulas atravessam a membrana
peritrofica e entram em contato com as células epiteliais que revestem o intestino da
lagarta. A entrada do virus nestas células ocorre pelo processo de fusao mediada por
receptor (Horton & Burand, 1993). Uma vez no citoplasma, os nucleocapsideos
desprovidos de membrana séo levados até o nicleo da célula onde se inicia a expressao
dos genes virais e onde ocorrera a replicagdo do seu genoma. Apods a replicagdo, as
novas copias do genoma viral sdo encapsuladas no nucleo, dando origem aos novos
nucleocapsideos. Estes migram para o citoplasma e deixam a célula por brotamento.
Neste processo, os nucleocapsideos sao envelopados ao adquirirem a membrana
plasmatica da célula hospedeira. Esta membrana esta revestida de uma glicoproteina
de origem viral denominada gp67 (Whitford et al., 1989). Os virions resultantes sao
do tipo BV e constituem o principal produto da primeira etapa do processo de infecgao
da lagarta, a infeccéo primaria. Os BVs sao levados até outros tecidos da larva pelo
sistema traqueal (Engelhard et al., 1994) penetram nas células por endocitose (Volkman
& Goldsmith, 1 985). Dessa forma inicia-se a infeccado secundéria durante a qual os

dois tipos de virions, BVs e PDVs, sao produzidos. Os nucleocapsideos que formam os
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PDVs sado envelopados de novo no nucleo e envolvidos pelo cristal protéico do corpo
de oclusédo. Os PDVs servirdo para promover uma nova infecgdo quando os poliedros
forem ingeridos por uma lagarta susceptivel.

O periodo de sobrevida e a quantidade de alimento ingerido apds a infecgéo
por baculovirus variam bastante e dependem de varios fatores, tais como a viruléncia
do virus, a quantidade de poliedros ingeridos e a fase de desenvolvimento da larva. Na
fase final da infecgéo, verificam-se mudancgas na coloracédo das larvas, que tornam-
se cor de creme, e na consisténcia do tegumento, que se torna fragil. A ruptura do
tegumento causa a liberagdo dos poliedros que, desta forma, estardo disponiveis para
infectarem outras larvas. Em geral, bilhdes de poliedros sao produzidos por lagarta

infectada.

Uso de baculovirus como bioinseticida

A capacidade dos baculovirus de controlar popula¢des de insetos propiciou
seu emprego como bioinseticida para pragas agricolas, florestais e de pastagens (Huber,
1986; Moscardi, 1989; Moscardi, 1 999). Devido a alta especificidade de hospedeiros
apresentada pelos baculovirus, esse método de controle de pragas oferece o beneficio
de ser seguro para o0 meio ambiente e para o trabalhador rural. Durante a década de
70, os primeiros bioinseticidas a base de baculovirus foram registrados (Huber, 1986),
dentre os quais destacou-se o Elcar'm, registrado em 1 975 nos Estados Unidos pela
empresa Sandoz. Esse produto foi utilizado no controle de varias pragas do género
Helicoverpa e Heliotis, que atacam soja, milho, tomate e outras culturas. Apesar dos
bons resultados alcancados entre 1975 e 1981, a introducéo de inseticidas a base de
piretréides provocou grande queda na demanda do Elcar'm, resultando na desativacédo
de sua produgéo em 1982. Atualmente, produtos a base de baculovirus continuam
sendo utilizados e desenvolvidos em varios paises do mundo (Cunningham, 1995;
Moscardi, 1999).

No Brasil, temos um dos mais importantes programas mundiais de controle
de pragas com baculovirus. Trata-se da utilizagdo do baculovirus Anticarsia gemmatalis
nucleopolyhedrovirus (AgNPV) no controle da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis

(Moscardi, 1989; Moscardi, 1999). Formulac¢des a base de AgNPV séo comercializadas
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por varias empresas e aplicadas em mais de 1,2 milhdes de hectares de soja (Moscardi,
1999). O virus da granulose de Erinnyis ello (ErGV) é utilizado no controle do mandarova
da mandioca em cerca de 8 mil hectares na regido Sul e em planta¢gbes comerciais de
mandioca no Nordeste (Schimitt, 1 985; Moscardi, 1999). O baculovirus que infecta
a lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, também apresenta potencial
de ser utilizado como método de controle desta importante praga agricola (Valicente
& Cruz, 1991). Varios outros insetos-praga existentes no Brasil sdo susceptiveis a
viroses causadas por baculovirus (Alves, 1986; Kitajima, | 989).

Uma importante limitagdo a maior aplicacdo dos baculovirus no controle
de pragas é seu modo de acéo lento. Larvas infectadas por baculovirus continuam
vivas e alimentando-se por pelo menos 2 a 4 dias ap0s a ingestdo dos poliedros
(Moscardi, 1999). Desta forma, danos acentuados podem ocorrer apés a aplicagao
do bioinseticida. Por essa razao, diversas estratégias estdo sendo investigadas a fim
de se aumentar a eficiéncia do baculovirus no controle de pragas. Entre essas, a
modificacdo do genoma viral pela técnica do DNA recombinante é uma possibilidade

que apresenta grande potencial.

A construcdo de baculovirus geneticamente modificados

Os avancgos nas técnicas de biotecnologia molecular e o maior
conhecimento a respeito dos baculovirus permitiu a modificag&o genética desses virus.
Inicialmente, as técnicas de engenharia genética foram aplicadas na construcao de
baculovirus recombinantes que atuassem como vetores de expressao de proteinas
heter6logas. Durante a ultima década, entretanto, alteragcdes genéticas foram
realizadas em baculovirus, visando a melhorar sua eficiéncia como bioinseticida, de
modo a permitir a redugcdo nos danos causados pela praga-alvo apés a ingestado do
virus.

Trabalhos de engenharia genética de baculovirus envolvem duas etapas:
a primeira é a construgcédo de um vetor de transferéncia, um plasmideo bacteriano que
contém sequéncias de DNA do baculovirus, flanqueando o gene que sera transferido
para o genoma viral. Este gene devera estar sob o controle transcricional de um

promotor que seja efetivo em células de insetos, e a regido de origem viral que flanqueia
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0 gene de interesse ndo pode ser essencial para o crescimento do virus em cultura de
células. O vetor de transferéncia é amplificado em células de bactérias e seu DNA é
extraido e purificado para a proxima etapa do trabalho; a segunda etapa consiste na
transferéncia do DNA do vetor e do DNA de origem viral para o interior de células de
inseto em cultura, um processo denominado cotransfec¢éo. Apos a introducéo deste
material nas células, o processo de recombinacao homadloga ocorre entre as seqiiéncias
de origem viral que flanqueiam o gene exégeno no vetor de transferéncia e a mesma
sequéncia presente no genoma do virus. Em consequéncia desta recombinacdo, uma
pequena proporcao das moléculas de DNA viral adquirem o gene exdgeno, que, nestas
moléculas, é inserido no locus das seqiéncias flanqueadoras. Desta forma, o local
onde o gene inserido estara localizado no genoma do baculovirus é previamente
determinado pela escolha das sequéncia do virus que serao utilizadas no vetor.

Os trabalhos iniciais de engenharia genética de baculovirus utilizaram o
gene da poliedrina para promover a recombinagdo homodloga, resultando na sua
inativacao (Smith et al., 1983ae 1983b; Summers & Smith, 1987). Quando seqiéncias
do gene da poliedrina flanqueiam o gene heterélogo no vetor de transferéncia, o virus
recombinante pode ser identificado em ensaios de placa pela auséncia do corpo de
oclusdo. Como os poliedros ndo sao necesséarios a replicagdo do virus em cultura de
células, a substituicdo do gene da poliedrina por seqiiéncias heter6logas néo interfere
na multiplicacdo do virus in vitro. Por outro lado, a oclusdo dos virus em poliedros é
fundamental no processo de infecgcdo in vivo. Por esse motivo, estratégias que
conservem o gene da poliedrina devem ser utilizadas na constru¢géo de BGMs para o
controle de pragas. A seguir, algumas estratégias utilizadas na construgcdo de BGMs

serao descritas.

Construcdo de baculovirus geneticamente modificados (BGM)
através da remocdo do gene egt

Os baculovirus possuem uma enzima, chamada ecdisteroide UDP-
glicosil transferase {egt), que catalisa a transferéncia de um residuo de glicose de
UDP-glicosil para o horménio ecdisbnio, inibindo a sua ac¢ao e fazendo com que a larva

ndo mude de estagio de desenvolvimento (O'Reilly & Miller, 1989; Park et al., 1 996).
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Como durante a muda o inseto para de se alimentar, a inativacdo do ecdis6nio faz
com que a larva infectada pelo baculovirus permaneca em fase de alimentacao e,
conseqguentemente, continue causando danos a planta hospedeira por um periodo
prolongado.

Como o gene egt prolonga a fase de alimentacédo da larva, a sua
remocdo do genoma viral pode resultar em um virus recombinante mais efetivo no
controle de pragas. De fato, este aumento de efetividade tem sido observado em
ensaios com o virus VEGTDEL, um AcNPV recombinante que teve o gene egt removido.
Ensaios com larvas de Spodoptera frugiperda mostraram que estas consomem 40%
mais alimento quando infectadas com virus selvagem do que quando infectadas com
VEGTDEL (O'Reilly & Miller, 1991). Da mesma forma, ensaios realizados com larvas
de Heliothis virescens demonstraram que a aplicacéo foliar de VEGTDEL promoveu
maior protecdo aos botdes de flor de algoddo que a aplicagéo de AcNPV (Treacy &
Ghidiu, 1997). Entretanto, nem sempre VEGTDEL tem se mostrado mais eficiente no
controle de pragas que o virus selvagem. No caso de Tricopiusia ni, por exemplo, néo
foram observadas diferencas nos danos causados por lagartas infectadas por AcNPV
ou por VEGTDEL (Treacy & Ghidiu, 1997).

No Brasil, estudos com VEGTDEL foram realizados visando a avaliar
o efeito da adicdo de adjuvantes, do periodo de armazenamento e outros fatores
sobre a atividade do virus (José, 1998). Entre os varios resultados obtidos pelo
pesquisador, foi demonstrado que a adigdo do adjuvante Coax (CCT Corporation), um
produto fagoestimulante que também atua como protetor solar, aumentou a efetividade
deste baculovirus no controle de Heliothis virescens (José, | 998).

Genes homodlogos ao egt de AcNPV foram identificados no genoma
de outros baculovirus do género Nucleopolyhedrovirus e do género Granulovirus (Barret
et al.,, 1 995; Faktor et al., 1995; Clarke et al., 1996; Hu et al., 1997). A remocgé&o do
egt de alguns desses virus esta sendo realizada em varios laboratérios de
baculovirologia. No Brasil, por exemplo, o gene egt de Anticarsia gemmatalis NPV foi
identificado e um recombinante no qual esse gene sera removido esta sendo construido

(Ribeiro, 1998).
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A remocdo do gene egt é um procedimento que causa poucas
preocupagdes quanto aos riscos ambientais. Além de ndo envolver a insergdo de
genes heter6logos, a inativagdo de um gene viral pode ocorrer na natureza como
resultado de mutagdes. Outro fator positivo em termos de segurancga resulta da
improbabilidade de que baculovirus com o gene egt removido apresentem mudancgas
na sua especificidade de hospedeiros. Finalmente, o fato de AcNPV selvagens
produzirem até 30% mais poliedros em lagartas infectadas que o VEGTDEL (O ' Reilly

& Miller, 1991) sugere que este ultimo seria menos competitivo no meio ambiente.

Expressado de toxinas de artrépodes

Genes de toxinas de artropodes, cuja acado € especifica para insetos,
tém sido utilizados na construcdo de BGMs com a finalidade de torn&-los mais eficazes
no controle de pragas. O primeiro utilizado para este fim foi o gene da toxina do
escorpiao Buthus eupeu (Bonning e Hammock, 1996). Entretanto, a expressao dessa
toxina nao contribuiu para o aumento da viruléncia do virus recombinante. Por outro
lado, resultados positivos foram obtidos com o gene da toxina AalT, uma toxina
isolada do escorpiao Norte Africano Androctus austraiis (Stewart et al., 1991; Bonning
& Hammock, 1996).

Varios baculovirus recombinantes ja foram construidos com o gene que
codifica AalT. O recombinante AcST-3, por exemplo, é um AcNPV modificado que
expressa AalT sob o controle transcricional do promotor do gene viral p10. Como
neste recombinante o gene da poliedrina ndo é removido, os poliedros sédo produzidos
nas lagartas infectadas ou em cultura de células. Ensaios biolégicos utilizando o virus
recombinante e o virus selvagem foram realizados com larvas de Tricoplusia ni (Stewart
et al.,, 1991). Os resultados deste estudo mostraram que larvas infectadas com o
virus AcST-3 consumiram até 50% menos alimento que larvas infectadas com o
virus selvagem (Stewart et al., 1 991).

Testes de campo foram realizados para se avaliar a efetividade do virus
selvagem e de AcST-3 em cultura de repolho infectadas com alta concentragdo de
larvas de Tricoplusia ni no terceiro instar (Cory et al., 1994). Nestes ensaios foi

observada uma reducéo de até 29% nos danos causados por larvas tratadas com
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AcST-3, comparado-se aos danos causados por larvas tratadas com o virus selvagem
(Cory et al., 1994). Esta reducdo em danos decorreu da paralisia e morte precoce
induzida pelo virus recombinante (Cory et al., 1 994). Outros trabalhos mostraram
que a expressao de AalT em AcNPV resulta em aumento da eficacia do baculovirus
no controle de lagartas de Heliothes virescens em soja e em algodao (McCutchen et
ai., 1996).

Varias outras modificagdes no genoma viral foram realizadas visando a
construcdo de BGMs que apresentem maior eficacia no controle de pragas. Dentre
elas, destacamos a expressao de componentes do sistema enddécrino do inseto (Maeda,
1989; Bonning et al., 1999), a expressao de proteinas de plantas (Korthie & Levings,
1993) e a expressado de genes no sentido anti-senso (Lee et al., 1 997). Um sumario
dos resultados de bioensaios realizados com BGMs foi apresentado recentemente por

Beek & Hughes (1 998).

Riscos ambientais

Estudos exaustivos realizados com o baculovirus selvagem demonstram
a auséncia de danos a espécies nao-alvo (ver revisao de Groner, 1986). Além disso,
0 uso prolongado de alguns baculovirus no controle de pragas sem a ocorréncia de
efeitos adversos ao ambiente ou a salde publica, atesta que este € um método seguro
de controle de pragas. Por outro lado, modificagbes genéticas, principalmente a
insercdo de genes exégenos, oferecem novos riscos que deverdo ser cuidadosamente
avaliados. Desta forma, além da eficacia no controle da praga, os possiveis efeitos
ambientais decorrentes da utilizacdo de BGMs sao fatores fundamentais que
determinaréo a aceitacdo desses produtos.

Duas importantes areas para a avaliagcdo do impacto ambiental dos BGMs
sdo a identificacdo de espécies e populacdes expostas direta ou indiretamente ao
BGM e a avaliacdo da susceptibilidade dessas populages (Richards et al., 1998). No
caso do recombinante AcST-3, estudos ja foram realizados pare se avaliar a
possibilidade de que este BGM cause danos a duas espécies benéficas, Chysoperla
carnea e Orius insidiosus (Heinz et al., 1 995). Neste trabalho, larvas de Chysoperla

carnea e Orius insidiosus, duas espécies predadoras, foram submetidas a trés
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tratamentos: 1) alimentadas com lagartas de Heliothis virescens nao infectadas com
baculovirus; 2) alimentadas com lagartas de H. virescens infectadas com o AcNPV
selvagem; 3) alimentadas com lagartas de H. virescens infectadas com AcST-3. Os
resultados desse estudo mostraram que o tempo de desenvolvimento das larvas de C.
carnea foi menor quando alimentadas com H. virescens infectada com o virus. Contudo,
o tempo de desenvolvimento observado nos dois tratamentos com virus, com o tipo
selvagem e com o virus recombinante, foi semelhante (Heinz et al., 1 995). Além
disso, a porcentagem de sobrevivéncia das larvas adultas néo foi diferente nos trés
tratamentos. Essas observacfes levaram os autores a concluir que o virus recombinante
ndo causou efeitos adversos nestas espécies (Heinz et al., 1995).

Em outro estudo, o efeito de um baculovirus recombinante foi avaliado
em Micropiitis croceipes, um endoparasitéide de Heliothis virescens (McCutchen et
al., 1996). Neste trabalho, foi observado que as larvas do parasitdide emergiram
precocemente e com menor tamanho em lagartas de H. virescens infectadas com o
virus recombinante. Os resultados sugerem que, neste caso, o BGM interferiu
negativamente no desenvolvimento do endoparasitéide. Um modelo para a avaliagao
do impacto ambiental dos BGMs foi recentemente apresentado por Richards et al.

(1998).

Marcadores moleculares de DNA

Finalizando o presente capitulo, embora nao se tratando de uma
manipulagcdo genética propriamente dita, € importante destacar o papel dos marcadores
moleculares, envolvendo o DNA, no controle biolégico. Possivelmente este seja um
dos mais importantes avangos ocorridos no século que ora se finda, para caracterizagao
de seres vivos, pois tal conjunto de técnicas moleculares permite essa caracterizagao
pela andlise direta do seu material genético. Este procedimento supera com vantagens
a utilizagdo de marcadores do tipo isozimas, cujos resultados sdo alterados pela idade,
condi¢gfes do ambiente ou tipo de estrutura do individuo do qual as isozimas foram
extraidas. Como mencionado, técnicas envolvendo marcadores moleculares nao
alteram o DNA, mas utilizam este DNA diretamente extraido de individuos, amostras,

linhagens, variedades ou espécies para caracteriza-lo e distingui-lo de outros. Prevé-
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se até que, na propria espécie humana, o sistema de impressdes digitais venha a ser
substituido por uma analise direta do DNA de tal forma que cada individuo tera sua
caracterizacéo do tipo "cdédigo de barras".

A revisao de Fungaro & Carneiro-Vieira (1998) sobre os fundamentos
e usos de marcadores moleculares em microrganismos pode ser consultada para
maiores detalhes sobre o assunto. Técnicas como as de RFLP (Restriction Fragments
Lenght Polymorphism) ou as baseadas em amplificagdo do DNA por DNA polimerases
termoresistentes ou PCR (Polymerase Chain Reaction), com variantes designadas por
siglas como RAPD, AFLP e outras, podem ser usadas no controle biolégico de
diferentes formas, como por exemplo:
A) Mapeamento genético de microrganismos utilizados em controle biolégico - Neste
caso, a técnica se presta bem para fornecer mapas genéticos que podem ser mais
rapidamente obtidos e mais completos que os mapas classicos baseados em mutagdes
do tipo auxotrofia, alteragcdes morfolégicas ou resisténcia a agentes inibidores;
B) Deteccao de regides cromossdmicas contendo agrupamentos de genes para
caracteristicas quantitativas - Sdo os chamados QTL (Quantitative Trait Loci), em
geral os mais importantes para o melhoramento genético;
C) Distingéo entre individuos, amostras, linhagens, espécies, géneros etc. - Neste
particular, as técnicas envolvendo marcadores moleculares sao extremamente
poderosas e permitem, dentro de uma populagao, avaliar a variabilidade genética
existente, ou entdo aquilatar diferencas entre racgas, variedades ou espécies;
D) Monitoramento de cruzamentos em programas de melhoramento genético - Uma
vez que essas técnicas permitem aquilatar o grau de diversidade entre linhagens de
uma mesma espécie, elas permitem também a escolha dos individuos mais ou menos
divergentes, conforme o caso, para cruzamentos dirigidos a determinadas finalidades.
Entdo, em lugar de cruzarem-se individuos de linhagens de fungos ou de bactérias
aleatoriamente, a técnica torna um programa de melhoramento muito mais racional
e, portanto, menos empirico;
E) Os marcadores moleculares podem ser utilizados para reconhecimento de linhagens
de microrganismos usados no controle bioldégico, quando aplicados no campo - Nesses

caso a distingao entre o que foi aplicado e as linhagens selvagens la existentes, pode
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ser feita. O processo é muito importante para a avaliacdo de novas linhagens
modificadas aplicadas em determinada area e verificacao de sua eficiéncia em controle
bioldgico, comparada com linhagens previamente existentes nesta area de aplicagao;
F) Em pendéncias de propriedade industrial ou questdes forenses, marcadores
moleculares bem estabelecidos podem permitir distingéo entre linhagens, o que auxilia
0 patenteamento e a verificacdo de fraudes em produtos utilizados no controle
bioldgico.

Essas sdo apenas umas poucas indicacdes de uso de marcadores
moleculares. A area esti bastante ativa e é de se esperar que avangos venham a
ocorrer seguidamente. Finalmente, resta mencionar aqui outra técnica extremamente
importante na Biotecnologia em geral e no controle biolégico em particular. Trata-se
da eletroforese em campo pulsado, que permite a separagdo de cromossomos,
principalmente fungos filamentosos e leveduras. Essa técnica, muito bem descrita na
revisdo de Pizzirani-Kleiner & Muhlen (1998) pode ser utilizada para distingdo de
espécies, variedades ou linhagens por meio de seu nimero e tamanho dos cromossomos.
Por exemplo, no fungo entomopatogénico M. anisopliae foi verificado que ha distin¢cbes
bastante acentuadas em relagdo aos cromossomos de diferentes linhagens classificadas
como de mesma espécie e largamente usada no controle biolégico. Possivelmente
essa analise poderia ser a base de uma classificagdo taxondmica mais apropriada
dentro da espécie. Como no caso dos marcadores moleculares, a técnica também

permite os mesmos procedimentos indicados de A até F, acima citados.

Consideracdes finais

Estamos apenas no inicio da era dos seres transgénicos. Em plantas
cultivadas, o impacto ja se faz sentir e milhdes de hectares ja sao plantados em todo
o0 mundo com transgénicos. Em microrganismos utilizados no controle biolégico, ha
ainda um enorme caminho a ser percorrido. Aspectos como melhoria do sistema de
producao em laboratdrio, resisténcia a determinados inibidores, adicdo de marcadores
apropriados e outros sdo simples, quando comparados a aplicacdo efetiva de um
microrganismo geneticamente modificado aplicado em grandes areas e convivendo

com outros fatores bidticos e abidticos. Estes problemas deverdo aos poucos ser
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solucionados e no proximo milénio é de se esperar que produtos derivados da moderna
biotecnologia de uso no controle microbiolégico venham a se tornar mais frequentes,
contribuindo para a reducéo da utilizagdo de agroquimicos e, consequentemente,

para o bem estar da humanidade.
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ANALISE DE RISCO E IMPACTO AMBIENTAL DO
USO DE AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO

Deise M. F. Capalbo
Elizabeth A. B. De Nardo

INTRODUCAO

Os agentes microbianos para o controle de pragas sao organismos que
estdo presentes no ambiente e que, geralmente, sdo muito mais seletivos que os
pesticidas quimicos. Entretanto, apesar da seguranca esperada, eles também
apresentam propriedades que podem causar danos ambientais e a salde humana. Por
serem organismos vivos, apresentam o potencial de persistir, multiplicar e disseminar
no ambiente e de infectar e causar doengas em outros organismos. Esta habilidade do
agente microbiano de controle (AMC) de infectar outros hospedeiros além da praga-
alvo é o assunto mais importante relacionado a seguranga de uso de microrganismos
como agentes de controle biolégico.

A adocéo de um AMC implica a possibilidade de sua ampla distribuicdo
ambiental e, conseqiientemente, a exposi¢cdo de outros organismos néo-alvo, além da
propria praga que se deseja controlar. Mesmo que o AMC seja de ocorréncia natural
na regido de utilizacdo do produto, ele possivelmente estara disponivel durante a
aplicacao de forma numérica, espacial e temporal diferente da usual, surgindo dai a
necessidade de uma avaliagdo do risco do uso desses agentes. A analise dos riscos
envolvidos no uso de AMC é também necessaria nos casos de organismos

geneticamente modificados (OGMs) para uso em campo.
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Para se estimar o risco da liberagcdo de qualquer AMC no ambiente, é
importante conhecer a forma como ele interage com o meio ao seu redor, incluindo
outros organismos presentes (Meadows, 1993). Ja se conhecem muitas das
caracteristicas de seguranca de grande parte dos agentes microbianos de controle
(AMCs), no que se refere as suas possiveis interferéncias na saude humana. Existem,
entretanto, poucas informacgdes sobre suas interferéncias com outros componentes
do ambiente.

A avaliagdo de risco do uso de AMCs é um assunto novo para o Brasil,
uma vez que sO recentemente a primeira regulamentacéo especifica para o registro
desses produtos foi aprovada no pais (Brasil 1997), havendo caréncia de pesquisas e
necessidade de capacitagcdo de recursos humanos nessa area. Aos 6rgdos de
regulamentacédo cabe avaliar o risco do AMC, anteriormente ao seu uso comercial,
como também regulamentar critérios e testes necessarios para a avaliagdo desses
organismos (Nardo et al., 1998)

Esse capitulo discute o processo de avaliacdo e andlise de risco ambiental,
os testes ecotoxicolégicos, o sistema de avaliagdo em fases e, finalmente, apresenta

algumas consideracdes sobre organismos indicadores.

AGENTES MICROBIANOS E O AMBIENTE

A evolucgdo dos estudos de controle biolégico no Brasil tem permitido o
uso de varios agentes de controle (parasitéides, predadores, patdbgenos e antagonistas)
em laboratério e na propriedade agricola, conforme apresentado em Nardo & Capalbo
(1998). A necessidade de realizar a adequada avaliagdo de possiveis efeitos colaterais
decorrentes do uso desses agentes tem sido discutida em féruns nacionais e
internacionais (Entwistle, 1993; Houghton, 1 994; Lisansky, 1994; Capalbo et al.,
1994, 1995; Capalbo & Moraes, 1996; Nardo et al., 1995, 1999). Em nivel mundial,
existem vérias indica¢gdes de que introdu¢des de organismos em novos ecossistemas,
feitas sem se considerar os possiveis efeitos negativos, podem conduzir a problemas
significativos para a agricultura e para o meio ambiente (Meadows, 1993).

Especialistas de controle biolégico classico ocasionalmente avaliaram a

eficiéncia de agentes de controle candidatos a serem introduzidos em um novo
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ambiente, utilizando diferentes técnicas em laboratério ou campo. Entretanto, pouca
ou nenhuma atencédo tem sido dada a outros organismos que podem também ser
afetados pelos agentes de controle liberados. Muitos dos AMCs podem sobreviver as
custas de mais de um hospedeiro ou presa, podendo estar, entre estes, espécies
consideradas benéficas. Seus efeitos podem, também, passar despercebidos quando
aumentam de intensidade lentamente ou quando mais de um organismo, atuando
diferentemente, é introduzido no mesmo ambiente ao mesmo tempo. Em todo o mundo,
as avaliagcbes de impactos ambientais positivos e negativos decorrentes do uso de
AMCs séo escassas (Fuxa, 1 992; Meadows, 1993; Nascimento et al., 1 998; Sa et
al., 1998; Sosa-Gomez et al., 1998).

A literatura internacional registra casos de resisténcia de pragas a
patogenos (Cooley, 1993; Sosa-Gomez & Moscardi, 1994) ndo devendo ser descartada
a possibilidade de haver mutagbes de microrganismos e mesmo mudanca de
hospedeiros. Fuxa (1992) resumiu as trés maiores preocupacodes relacionadas a
liberacdo de microrganismos geneticamente manipulados ou ndo. Séo elas: a) um
organismo bem caracterizado no laboratério pode ter propriedades ndo esperadas no
campo, tanto danosas quanto benéficas; b) existe a possibilidade de distdrbio do balango
de um ecossistema pela liberacao intencional de um organismo, em particular pela
mudanca de seu "status" de organismo benéfico para "praga"; c) existe a possibilidade
da transferéncia néo intencional de informagdes genéticas entre organismos, de forma
que aqueles originalmente nao-patogénicos poderiam se tornar patogénicos, ou
organismos ja patogénicos poderiam ter sua amplitude de hospedeiros aumentada.
Algumas destas preocupacdes podem ser também aplicadas a qualquer introducéo
de espécies em ambientes novos ou em ambientes onde estas ja ocorrem em niveis

reduzidos (Meadows, 1 993).

Fatores ambientais

Os fatores ambientais tém sido considerados, desde longo tempo, no
planejamento do uso da terra. A evolugcdo dos conhecimentos cientificos e a integragéo
destes, na forma multidisciplinar, veio permitir a analise das consequiéncias sobre o

ambiente, principalmente em grandes obras publicas. Assim, a Avaliacdo de Impacto
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Ambiental (AlA), na sua forma moderna, é uma criagéo do final dos anos 60.

A AIA é um exame sistematico das consequéncias de projetos, politicas
ou planos, com o principal objetivo de fornecer a quem decide a soma de implicacdes
de acdes alternativas, antes que a decisédo se faga (Foloni, 1 995). A AIA abrange
quatro analises bastante definidas: uma avaliagdo econdmica, uma social, uma sobre
a saude publica e uma ecoldgica ou ambiental propriamente dita; a juncdo destas
quatro avaliagdes fornece as implicagdes que posteriormente serdo avaliadas pelos
elementos de decisdo. Para projetos industriais (barragens, hidroelétricas, fabricas,
etc.), a AlA ja esta bem estabelecida.

De alguma forma, o uso de produtos fitossanitarios também é um assunto
de interesse publico, que nao difere de outros projetos industriais. Entretanto, para
realizar a AIA do uso de AMCs na agricultura ainda nao existe uma forma
perfeitamente definida. Isso provavelmente se deve a variedade de principios ativos,
formas de aplicagdo, épocas de uso, tipos de formulagdo, quantidade e nimero de
aplicagdes, variedade de culturas e diferentes condi¢gdes edafoclimaticas.

Neste particular, ha que se explorar a complexa relagdo entre a ciéncia
e as acgdes regulamentadoras (politica), em um campo sujeito a muitos debates: a
avaliacdo de risco & saude publica e ao meio ambiente, resultante do uso de

agroquimicos.

Seguranca

Comparados com o0s inseticidas quimicos, os AMCs apresentam
caracteristicas interessantes, como uma ag¢do mais especifica, agdo de controle
prolongada pelo estabelecimento da populagdo microbiana no hospedeiro e
biodegradagdo. Uma variedade de bactérias, fungos, protozoérios e virus constituem
um pequeno, porém crescente, grupo de produtos em uso no Brasil e no mundo.

Ha mais de trés décadas, iniciou-se o desenvolvimento de produtos a
base de AMCs, especialmente a bactéria Bacillus thuringiensis. A seguranca destes
produtos era anunciada como provavel, baseada na auséncia de danos em ensaios de
laboratério. Os estudos sobre a seguranca destes produtos para a salde humana e

ambiental se expandiram quando se chamou a atengéo para possiveis efeitos adversos
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a industria de sericicultura no Japao (Aizawa, 1989) e com a observagédo de alguns
eventos adversos em vertebrados revistos por Drobniewski(1 994), destacando-se
assim a necessidade de requisitos para sua comercializagéo (Laird et al., 1989).

Devem ser avaliados, também, os riscos a alguns invertebrados (Siegel
& Shadduck, 1989; Saik et al., 1 989; Goettel et al., 1990). Destaquem-se as abelhas
(Apis melifera} e o bicho da seda (Bombix mori) pela cadeia produtiva a que estado
atrelados, bem como o efeito sobre predadores e parasitéides, devido a importancia
destes ultimos no controle de pragas (Laird et al., 1 989).

De qualquer forma, o consenso geral é que, uma vez que possa haver

risco inerente, eles devem ser regulamentados.

Impactos

O impacto ambiental dos AMCs depende de dois fatores: o destino do
patégeno apods sua aplicacdo e o efeito do patdégeno sobre os varios componentes do
ambiente. Trés fatores afetam o primeiro: persisténcia, crescimento populacional e
dispersao (Fuxa, 1992).

Muito pouco é conhecido a respeito do efeito de AMCs sobre outros
organismos nao-alvo em campo. Este efeito pode ser observado diretamente sobre os
organismos passiveis de serem infectados pelo AMC, através de modificagdes em
outros agentes patogénicos ou de competi¢cdes com outros agentes de controle (Fuxa,
1989).

Resisténcia de insetos a AMCs tem sido observada em laboratério e
condi¢cdes de campo (Fuxa et al., 1993). Tem sido também demonstrado em laboratério
que a ingestdo de um baculovirus pode ativar uma infec¢éo latente de outro em um
inseto (Fuxa, 1992). Liberag¢bes periddicas de virus entomopatogénicos podem
indiretamente causar danos em organismos nao-alvo, parasitas e predadores, por
deslocamento de competicdo ou por redugdo do recurso comum, que é a populacédo
do inseto hospedeiro (Shiga et al., 1973; Fuxa, 1992; Moscardi & Corso, 1981;
Moscardi et al.,, 1981; Richter & Fuxa, 1 984; Teakle et al.,, 1985). Uma revisdo
sobre o0 assunto bastante atual e voltada ao uso de AMCs para controle de pragas é

apresentada em Sosa-Gomez et al. (1998).
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DEFINICOES

Avaliacdo de risco

Risco é definido como a magnitude e probabilidade de um efeito adverso
ocorrer (Levin & Strauss, 1993). Ele é uma funcdo de dano (expresso em termos de
efeito adverso sobre algum organismo nao-alvo, por exemplo morte ou patogenicidade)
e de exposicao direta ou indireta (i.e., que populagdo estard exposta ao agente, a que
concentracdo e a duragdo da exposi¢cado). Para produtos de uso na agricultura, as
preocupacdes ambientais sdo de priméria consideragdo, embora a seguranca para a
saude humana também seja considerada.

Muitas vezes, separadamente, nem o dano nem a exposicao causariam
preocupacado com respeito a saide humana ou ao ambiente. O problema potencial,
entretanto, surge quando um organismo suscetivel é exposto ao AMC (Betz et
al.,1989).

Do ponto de vista cientifico, a parte mais importante do processo de
deciséo sobre 0 uso de um produto é o processo de avaliagdo de risco, cujo objetivo é
analisar a resultante dos dados sobre magnitude e probabilidade de um efeito adverso
decorrente do uso daquele produto.

Assim, a avaliagdo do dano ir4 requerer informag¢des que demonstrem
se 0 AMC apresenta patogenicidade, toxicidade ou outro efeito indesejavel em
mamiferos ou outra espécie ndo-alvo de importancia no ambiente, para o qual se
aplicara o AMC. A quantidade de dados exigidos depende do conhecimento prévio da
relagéo entre o AMC e o hospedeiro, bem como o parentesco do AMC com patdgenos
indesejaveis (Betz et al., 1989).

As informacgdes requeridas para avaliagdo do potencial de exposi¢cao
incluem dados de sobrevivéncia, crescimento, reproducédo e dispersdo do AMC no
ambiente. Neste item, um fator limitante é a disponibilidade de técnicas que permitam
detectar e quantificar o AMC no ambiente. Esta limitag&o reforca a necessidade de
se dispor da identificacdo bastante detalhada do AMC (Betz et al., 1 989).

A avaliacao de risco foi originalmente realizada para prote¢cédo da saude

humana e teve por objetivo proteger o individuo na sociedade e, conseqliientemente,
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esta como um todo. No caso da avaliagdo de risco ambiental do AMC, ou seja, de
riscos ecoldgicos sobre organismos benéficos néo-alvo, a avaliacéo é feita levando
em consideracao a populagao do organismo nao-alvo ou a comunidade das populacdes
e nao o individuo "per se". Dessa maneira, alguns organismos do ambiente podem ser
afetados por um pesticida, por exemplo, desde que a sua populagcdo como um todo

sobreviva, ou que a sua fungdo na comunidade seja preservada (Solomon, 1 996).

Andlise de risco

A analise de risco pode ser definida como a avaliagao cientifica sistemética
dos dados sobre o dano e a exposicao, seguida da formulagdo de conclusdes sobre o
potencial de risco do uso do pesticida (quimico ou biolégico) sobre a satde humana ou
ambiental.

Ela é o processo final quando se faz um balango entre os riscos e
beneficios e é realizada pelos 6rgdos oficiais de registro ou aprovagdo de uso. Devem
ser considerados os riscos de outros produtos alternativos e de outros métodos de
controle disponiveis e até mesmo o de nédo se utilizar nenhum tipo de controle para a
praga em questao. Os beneficios e riscos devem também ser analisados em termos
de valores econdémicos, sociais e ecoldgicos (Solomon, 1996).

Ha que se considerar, ainda, a possibilidade de falsa percepcgao de risco,
pois muitas vezes a falta de conhecimento cria preocupacdes infundadas sobre ele. O
fato de alguns riscos ambientais serem aceitos se deve ao custo muito alto, necessario
para eliminar os associados a atividades humanas, incluindo o de ndo proteger a
cultura contra as pragas (Solomon, 1996).

Um esquema simplificado do processo total da analise de risco para
AMC, com todos os seus componentes, é ilustrado na Figura 1. Inicialmente, testes
sao conduzidos onde o organismo nao-alvo é exposto ao AMC a ser avaliado, observando
se efeitos adversos significativos sdo produzidos. Paralelamente, testes com o proprio
AMC, isoladamente, sdo desenvolvidos para se conhecer seu potencial de persistir e
multiplicar-se no ambiente e, consequentemente, saber se ocorrera exposicao do
organismo néo-alvo ao AMC. Como resultado desses testes, é feita uma avaliacéo de

risco do uso do AMC, na qual o dano, a exposi¢ao e o organismo afetado sdo conhecidos.
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A andlise feita em seguida leva em consideragao os riscos detectados e os beneficios
do uso daquele AMC e de outros métodos de controle. Medidas mitigadoras séo
propostas, no sentido de gerenciar e reduzir os riscos.

Agente Organismo
microbiano nao-alvo

Avaliacdo de efeitos
ETAPAS

Balanco
Risco x Beneficio
(ecolégico, social e econdmico)

Gerenciamento
Mitigagcédo

FIGURA 1. Processo de avaliacdo de risco e andlise de risco/beneficio do uso de um AMC.

Mitigagdo do risco

Se o resultado da avaliacado indicar um risco inaceitavel, os 6rgdos de
regulamentagdo podem propor alguma medida mitigadora do risco, envolvendo
procedimentos técnicos ou legislativos para restringir o uso do produto, de maneira
que a exposicao seja reduzida.

No caso de procedimentos técnicos, existem vérias opgdes que podem
incluir modificagdo da forma de aplicagdo ou da formulagcéo, época de aplicagéo, uso
de protetores individuais, entre outros. Os procedimentos regulatérios podem incluir
desde a restricdo de uso e de aplicagdo do produto até a proibi¢do total de seu uso e
producgdo, também considerado um procedimento de mitigagdo. Dessa maneira, 0
risco de se utilizar um AMC com algum dano conhecido pode ser reduzido, limitando-

Sse sua exposicao.
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Infelizmente, os danos associados aos AMCs frequentemente nao sao
adequadamente identificados ou avaliados e o resultado da analise risco/beneficio

nem sempre é preciso (Maddox, 1992).

AVALIA(;AO AMBIENTAL

O objetivo desta avaliacéo é identificar os efeitos adversos potenciais
do AMC sobre organismos-teste que representem o0s principais grupos de organismos
ndo-alvo do ambiente aquatico e terrestre, com potencial de estarem expostos ao
AMC.

Quatro riscos ou danos sao associados ao uso dos AMCs:

(1) patogenicidade;

(2) toxicidade;

(3) alergenicidade;

(4) deslocamento competitivo.

Com excec¢édo da alergenicidade, todos 0s outros riscos sdo atributos
que também contribuem para a eficiéncia do microrganismo em controlar a praga-
alvo (Cook et al., 1996).

A probabilidade da ocorréncia de um efeito adverso pode variar dependendo
de:

(a) origem geografica do AMC - se nativo ou exoético;

(b) seu tipo - se é selvagem (natural) ou se foi modificado por técnicas de

melhoramento genético classico ou DNA recombinante;

(c) area de aplicagado - se é em pequena ou grande escala;

(d) estratégia de uso - se é inoculativa, inundativa ou conservativa.

Mesmo com estas variaveis possiveis, 0s tipos de riscos associados

continuam sendo os mesmos (Cook et al., 1 996; Goettel et al., 1990).

Modelos de avaliacédo
Embora existam modelos de avaliagéo de risco de AMC sendo utilizados em
varios paises (OECD 1995), o modelo adotado inicialmente pelos Estados Unidos,

através da Agéncia de Protecdo Ambiental (Pesticide, 1 989), denominado "Sistema



360 CONTROLE BIOLOGICO

de Fases" (Tier System) (Betz et al., 1 989; Pesticide, 1 989), é o que sera discutido
nesse capitulo. A escolha justifica-se porque esse modelo foi aprovado para utilizag&o
no Brasil e nos demais paises da regido do Cone Sul, incluindo Argentina, Chile,
Paraguai e Uruguai (Comité, 1 997; Nardo & Capalbo, 1997).

Nesse modelo, o processo de avaliagdo de riscos ecologicos é feito em
fases hierarquicas (de | a IV), visando a reduzir o niumero de testes e evitar demora e
custos desnecessarios no processo de registro. No geral, patogenicidade e toxicidade
sao os aspectos avaliados prioritariamente nos testes propostos. A Figura 2 ilustra os

testes exigidos e o modelo de Fases.

Testes da Fase I: Patogenicidade/Toxicidade
Aves: oral e inalacdo

Peixes de agua doce: dieta

Invertebrados de agua doce: dieta

Animais de estuarios e marinhos

Plantas ndo-alvo

Artropodes nédo-alvo (predadores/parasitoides)
Abelhas

Testes da Fase Il: Sobrevivéncia e Multiplicagdo*
Comportamento do AMC no ambiente terrestre
Comportamento do AMC em agua doce ou de estuario/mar

Testes da Fase lll: Efeito dose-resposta e Crénico
Somente exigidos se forem detectados efeitos adversos
importantes na Fase anterior

Testes da Fase IV: Especificos *
Condigdes reais ou simuladas de campo

‘ testes estabelecidos caso-a-caso

FIGURA 2. Modelo de fases hierarquicas, mostrando os principais testes toxicopatoldgicos

sobre organismos benéficos nao-alvo e de comportamento do AMC.

Na Fase |, o organismo nao-alvo é exposto a maxima chance de ocorréncia
de danos. A duracgéo dos testes deve ser suficiente para permitir a observacao de
manifestacdo patogénica retardada. A auséncia de danos aos organismos indicadores

nessa Fase implica um alto grau de confianga de que nenhum efeito adverso ocorrera
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pelo uso do AMC. Se efeitos adversos significativos forem observados, os testes da
Fase Il deverdo ser realizados.

Na Fase Il, é estimada a exposicao potencial dos organismos néo-alvo ao
AMC. Os testes contemplam estudos de sobrevivéncia, persisténcia, multiplicacao e
dispersdo do agente de controle em diferentes ambientes, avaliando dinamicas de
populacédo para quantificar os resultados dos estudos realizados.

Se os testes da Fase Il mostrarem que pode haver exposicao significativa
dos organismos nao-alvo ao AMC, a Fase lll torna-se necessaria. Nela, os testes irao
determinar efeitos dose-resposta e alguns efeitos crénicos. Estes testes da Fase llI
devem ainda determinar a existéncia de uma dose minima para efeitos adversos
identificados na Fase |.

Testes da Fase IV, se ainda necessarios, consideraréo tanto a exposi¢cao
quanto o risco, em condi¢des reais ou simuladas de campo. Eles avaliam qualquer
problema especifico que ndo possa ser resolvido nas Fases anteriores. Os detalhes
sdo definidos caso-a-caso, em concordancia com os 6rgaos de regulamentacao.

De uma maneira geral, a maioria dos AMCs que estdo no mercado,
registrados como biopesticidas, nos Estados Unidos, foi analisada pelo modelo de
Fases e ndo exigiu testes além da Fase | (EPA, comunicacgao pessoal).

Entre as medidas essenciais na analise de risco estdo as estimativas da
intensidade, frequéncia e duracéo da exposi¢cdo ambiental ou humana aos agentes de
risco que sdo produzidos por uma fonte de risco. O destino ambiental do organismo
liberado, incluindo o transporte fora do alvo ou do sitio de liberag&o, € um dos elementos
que mais interesse apresenta do ponto de vista ambiental (Alexander, 1986; Dauvis,
1987; Fuxa, 1989).

Entre os exemplos de estudos sobre destino ambiental, que podem ser
encontrados na literatura, sugerimos alguns para leitura: Fuxa (1 989), que mostra
que a populagéo viral geralmente diminui vagarosamente em ecossistemas agricolas
e aumenta apos a liberacdo em ecossistemas florestais, talvez devido a grande
estabilidade destes ultimos; Jaques (1975, 1976), que mostram que a persisténcia
de muitos virus por longo tempo se da principalmente no solo e secundariamente em

hospedeiros alternativos; e Ritcher & Fuxa (1984), que estudaram taxas de dispersao
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em campo.

Para se ter uma idéia da complexidade que os trabalhos para avaliacédo
ambiental podem enfrentar, pode ser lembrado o estudo de transporte de virus a
curtas distancias por meios biéticos ou abidticos. O transporte por agentes abidticos
€ pouco documentado, podendo ocorrer por correntes de ar em particulas de p6 ou
nos proprios hospedeiros infectados carregados por correntes de ar, ou por aguas
naturais, chuvas ou irrigagdo. Como o0s virus permanecem aderidos a particulas na
superficie do solo, ndo se espera que eles contaminem aguas subterraneas (Jaques,
1 975). Os agentes bidticos conhecidos no transporte de virus entomopatogénicos
incluem: insetos hospedeiros, artropodos predadores ou parasitos (Fuxa, 1992),
saprofitas e mamiferos (Entwistle et al., 1978, 1 983; Fuxa, 1992).

Ja a disperséao dos fungos pode se dar, ainda, através de mecanismos de
autodisperséo pela presenga de estruturas que permitem o movimento ativo em agua
ou ejecdo forgada de conideos, tanto nos agentes abidticos como nos bidticos. Entre
os fatores bidticos, os insetos hospedeiros podem transportar fungos de duas formas:
1) quando o inseto morre sobre a planta hospedeira, disseminando os esporos em
correntes de ar; 2) quando o inseto hospedeiro transporta os fungos horizontalmente.
Além destas, o transporte ainda pode se dar através do homem, devido as operacdes
de cultivo, mas poucas sao as informacdes a respeito desse transporte.

Para o caso de bactérias entomopatogénicas, 0s esporos permanecem
viaveis no solo até mais de dois anos sem reciclar, isto é , causar doenga e reproduzir
outra geracao de bactérias. A persisténcia na agua é variavel. A quantidade de luz
solar, poluicdo, dose e presenc¢a ou auséncia de uma populagdo de hospedeiro podem
influenciar, se esta bactéria persistir por menos de trés horas ou mais de sessenta

dias (Dulmage & Aizawa, 1982; Fuxa, 1989).

A escolha de organismos indicadores

Os organismos utilizados como indicadores de efeitos adversos para
AMCs sao geralmente os mesmos utilizados para os testes com pesticidas quimicos.
Quando possivel, devem ser espécies representativas da regido geografica ou

ecossistema em que o AMC sera aplicado, principalmente espécies que mais



ANALISE DE RISCO E IMPACTO AMBIENTAL DO USO DE AGENTES 363

provavelmente irdo estar expostas ou se alimentar dos organismos-alvo quando estes
estiverem infectados ou mortos (Nardo & Capalbo, 1997).

Para fins praticos, entretanto, a escolha de indicadores biolégicos é
baseada principalmente na facilidade de criagédo, reproducéo artificial, manutencéo e
manipulacdo, devendo incluir representantes do ambiente terrestre (artropodos

benéficos, plantas e aves) e do ambiente aquatico (peixes, invertebrados e algas).

Ambiente terrestre

A necessidade de realizar testes com os diferentes organismos pode
variar com o tipo de AMC em estudo, forma de uso e modo de agdo. Geralmente, a
definicdo sobre os testes necessarios ¢é feita caso-a-caso pelos 6rgados de registro

(Nardo et al., 1999).

Aves

A codorna japonesa (Coturnix coturnexjaponica) tem sido utilizada como
espécie-teste em protocolos internacionais, demonstrando sensibilidade a efeitos
produzidos por produtos quimicos, além de ser uma boa espécie para laboratério, com
a qual ja se tem reunido um grande nimero de dados basicos (Lynch, 1995). Também
a galinha doméstica (Gal/us gal/us domesticus) tem sido utilizada, apresentando as
mesmas propriedades descritas para a codorna. Pintos jovens tém apresentado
sensibilidade aos efeitos produzidos por produtos quimicos e AMCs, demonstrando
serem boas espécies de laboratério, das quais grande quantidade de dados para
protocolos tem sido obtida.

Toda ave usada nos testes devera ser considerada, seguindo alguns
critérios de padronizacao sugeridos em protocolos especificos, como os apresentados
para produtos quimicos (Manual, 1992), ou os sugeridos especificamente para produtos
biolégicos (Pesticide, 1 989; Nardo et al., 1999)

Como exemplo das caracteristicas de padronizagdo exigidas, podemos
citar a aclimatacao das aves em gaiolas, alimentagdo abundante por, no minimo, 15
dias antes do inicio dos testes, a identificacdo das aves por anilha colorida colocada

no tarso, idade entre 14 e 24 dias no inicio dos testes, niUmero minimo de aves a ser
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considerado por grupo-teste, de forma a garantir a representatividade dos resultados
obtidos (Nardo et al., 1999).

Como os testes sao realizados com AMCs, alguns cuidados com relagcao
aos grupos de estudo devem ser considerados. Por exemplo, ha um grupo-testemunha
que se alimenta (no caso de testes por ingestao) apenas com a ragao, sem o AMC -
chamado geralmente de "testemunha negativa". H4 um segundo grupo-testemunha
que se alimenta com a racao contendo o AMC inativado, ou seja, € mantida a
integridade das células do AMC, porém ele ndo esta ativo (é o caso da autoclavagem
de algumas bactérias e fungos) - chamado geralmente de "testemunha inativada". E,
finalmente, um terceiro tipo de testemunha em que o animal-teste se alimenta da
racdo contendo o filtrado esterilizado obtido da cultura do AMC, com a intengdo de
verificar se esta presente no filtrado algum metabdlito microbiano capaz de causar
danos a organismos nao-alvo. Esses grupos de testemunha aqui indicados sao validos
também para os demais testes realizados em outros ambientes e sob as diferentes

formas de administracdo do AMC aos organismos-teste.

Artrépodos

No geral, devem ser testadas trés espécies de artropodos benéficos,
representando pelo menos dois dos seguintes grupos: dipteros parasitas, hemipteros
predadores, coledpteros predadores, acaros predadores da familia Phytoseidae,
neurodpteros predadores e himendpteros parasitas. Também deverao ser conduzidos
testes com abelhas (Apis mel/ifera) e, se possivel, com as nativas do pais (Nardo et
al., 1999).

Quando o AMC for virus e bactéria, os testes devem ser conduzidos em
trés espécies de insetos representativas dos parasitéides e predadores conhecidos ou
suspeitos de atacarem o organismo visado, ou que ocupem o0 mesmo habitat ecolégico.
Se 0 AMC for um protozoario, pelo menos uma das espécies de artropodos nao-alvo
deve ser um parasito importante do organismo-alvo. Muitos protozoarios tém uma
ampla gama de hospedeiros; por esta razdao, recomenda-se que mais de trés espécies
de organismos nao-alvo sejam testadas. Se o AMC for fungo, entao é sugerido que as

espécies de artropodos a serem testadas sejam importantes agentes de controle no
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ecossistema em que o AMC sera utilizado. Além disto, os testes podem incluir
parasitoides e/ou predadores do organismo-alvo.

A escolha de predadores e parasitos é feita, geralmente, pelo laboratério
que estuda o AMC, mantidas algumas premissas gerais de sugestao. Entre estas,
podemos citar a que estabelece que as espécies selecionadas devem representar os
grupos que estardo expostos sob as condigdes de uso propostas e que apresentam
algum importante relacionamento ao organismo a ser controlado. A razdo da escolha
das espécies deve estar justificada no relato dos resultados dos testes (Pesticide,
1989).

A principal razdo dos testes da Fase | € determinar a presenca de efeitos
toéxicos ou patogénicos sobre representantes de poucas ordens de insetos benéficos.
Como indicado acima, as espécies selecionadas, além das abelhas, devem ter alguma
importancia no ecossistema em que o AMC sera utilizado. Os dados obtidos na Fase
| serdo utilizados em conjunto com informacgdes disponiveis sobre o padrao de uso,
especificidade, destino do produto e outros.

Como citado para aves, 0s grupos-testemunha e varios itens de
padronizacdo dos ensaios de laboratério deverdo ser considerados para que os
resultados obtidos sejam representativos dos efeitos reais e possam ser utilizados

para a avaliagdo ambiental.

Plantas

No caso de plantas nao-alvo, a realizacdo dos testes dependera
principalmente da relagdo que o AMC tenha com fitopatdgenos. Aqueles que sao
semelhantes ou tém relacdo com patégenos de plantas com uma gama de hospedeiros
restritos deverado ser testados apenas com plantas desse mesmo grupo de hospedeiras.
No caso do AMC ter uma ampla gama de hospedeiros, pode haver necessidade de
testes com um ndmero maior de plantas. Outros fatores que contribuem na escolha
das plantas testadas sdo: forma de acdo do AMC, disseminagao e persisténcia no
ambiente. No caso de AMCs para uso como herbicidas, os testes exigidos envolvem
um grande numero de espécies de plantas de importancia econdmica, ecoldgica e

social (Nardo et al., 1995, 1 999).
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Uma descricdo taxondmica completa do AMC deve possibilitar a
determinagado de sua semelhanca com os patégenos de plantas conhecidos. Também
o conhecimento da sua forma de agcdo pode ajudar na determinacéo da diversidade de
testes a serem conduzidos. Finalmente, AMCs que ndo tém qualquer semelhanca
com patégenos de plantas podem requerer poucos ou nenhum teste nelas.

Para os AMCs que nao tém qualquer semelhangca taxondmica com
fitopatdbgenos, o agente deve ser testado para a(s) cultura(s) em que ele for utilizado,
para aquelas que normalmente sao cultivadas em rotacdo ou em areas adjacentes e
para plantas de importancia ecoldgica ou social, que se encontram na area de atuagao
e nos ambientes em que é possivel a presenga, sobrevivéncia e reproducdo do AMC.

Pelo exposto, pode-se concluir que a relagao de plantas a serem incluidas
nos testes dependera de algumas particularidades relacionadas ao AMC, em termos
de fitopatogenicidade, disseminagdo e persisténcia no ambiente. No entanto, na
elaboracéo da relacdo, algumas peculiaridades relacionadas as plantas-teste deverédo
ser consideradas, como a inclusdo preferencial de espécies normalmente muito
suscetiveis a agentes fitopatogénicos e a clones de elevado valor econdmico.

Nos protocolos propostos por Nardo et al. (1 999), apresenta-se ainda
que, no caso de AMCs utilizados para controle de animais (incluindo insetos), as
plantas a serem testadas devem incluir seis espécies de dicotiledéneas de, pelo menos,
quatro familias, e quatro espécies de monocotileddneas de, pelo menos, duas familias.
Estas espécies serao selecionadas dentre as plantas de maior valor comercial, social
ou ecoldgico.

Para os AMCs com a finalidade de uso aquatico ou que muito
provavelmente irdo se disseminar ou sobreviver em ecossistemas aquaticos, espécies
adicionais de plantas aquaticas e algas devem ser testadas, incluindo Lemna sp. (lentilha
d'agua), Selenastrum capricornutum (algas verdes cloroficias), Anabaena sp. (alga
azul esverdeada), Scenedesmussp., algumas diatomaceas de agua doce como Navicola
sp., Symbela sp. e Diatoma sp. Para agua salgada, recomenda-se a diatomacea
Skeletonema costatum.

Para os estudos com plantas devem ser respeitados alguns cuidados

adicionais. As testemunhas negativas devem estar ao maximo possivel livres de ataque
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de pragas. Além disto, no caso de AMCs que sao prontamente disseminados pode ser
necessario conduzir testes em que controles negativos e plantas tratadas sejam
mantidos em locais diferentes ou em casas-de-vegetacdo separadas, sob condi¢cbes
ambientais idénticas, para que nao haja infeccdo cruzada. Alternativamente, os
controles negativos podem ser tratados com um pesticida quimico néo fitotdxico que
propicie o controle eficiente do pesticida microbiano. Como as vezes é dificil
detectarem-se efeitos adversos, como maturagdo atrasada ou perda de vigor,
crescimento, qualidade, produgéo ou estande, é importante analisar controles néo
tratados, usando um método analitico sensivel e especifico para determinar se a
infeccdo pelo AMC realmente ocorreu.

A avaliacdo em grupos de testemunhas positivas é requerida para AMCs
semelhantes a patdgenos de plantas, para se assegurar de que as condi¢bes ambientais
sdo propicias para a penetragdo, infeccdo e desenvolvimento da doenca em um
hospedeiro suscetivel. O controle ou testemunha positiva deve ser selecionada de
forma a representar adequadamente o AMC em termos de taxonomia e as condi¢cdes
para infeccdo e desenvolvimento da doenca devem ser 6timas, caso isso seja conhecido.
No caso de um AMC gue nao se destina ao uso como herbicida, a testemunha positiva
deve consistir em um patégeno de planta conhecido, com caracteristicas taxondmicas
semelhantes ao AMC e seu hospedeiro suscetivel. No caso de herbicidas microbianos,
entretanto, a testemunha positiva deve consistir na espécie de planta a ser controlada

e no herbicida microbiano.

Ambiente aquatico

Para AMCs de uso terrestre, para 0s quais a exposi¢ao aquatica direta
nao é prevista, uma espécie de peixe e uma de invertebrado, ambas de agua doce,
devem ser testadas para avaliar a toxicidade e a patogenicidade. Para aqueles produtos
aplicados diretamente em agua doce, marinha ou de estuario, uma espécie adicional
de peixe e outra de invertebrado devem ser testadas na Fase | (Jonsson & Maia,
1999).

No Brasil, os 6rgdos de regulamentacao tém recomendado, para avaliagao

toxicoldgica de produtos quimicos, as espécies de peixes autdéctones pertencentes a
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familia Characidae. Opcionalmente, podem ser utilizadas Pimephales promelas ou
Brachydanio perio (familia Cyprimidae) e Poecilia reticulata (familia Poecilidae).

No caso de invertebrados aquaticos, deve-se selecionar para teste um
organismo que seja filogeneticamente mais relacionado a praga-alvo. Portanto, quando
se avaliar um AMC cuja praga-alvo seja um inseto, sera mais apropriada a escolha de
um inseto aquatico como invertebrado aquatico a ser testado.O uso de Daphnia, um
Cladocera, tem como vantagem o grande volume de informacao ja disponivel,
facilitando a analise dos resultados.

Os testes com plantas aquaticas foram discutidos resumidamente no
subitem "Plantas" para o ambiente terrestre, pois sao aplicaveis aos dois tipos de

ambiente.

Condic¢Oes gerais para a realizacdo dos testes

Informacdes sobre a especificidade e circulo de hospedeiros do AMC
s@o basicas para se estimar a segurangca do mesmo. O maior problema na avaliacdo é
diferenciar entre hospedeiros de laboratério (circulo de hospedeiros fisiolégicos) e

hospedeiros de campo (hospedeiros ecolégicos).

Determinacdo da especificidade do agente de controle

Circulo de hospedeiros de laboratério

A determinacdo do circulo de hospedeiros comeca com testes de
laboratério. Os organismos nao-alvo sdo expostos ao AMC de uma maneira que
normalmente produza infec¢gdes generalizadas no organismo suscetivel. Estes testes
ndo sdo tdo simples porque diferentes grupos de microrganismos exigem diferentes
métodos de exposi¢cdo. A maioria dos fungos penetra diretamente pela cuticula,
enquanto virus, bactérias e microsporideos sdo transmitidos oralmente. Também ¢
essencial que a forma do AMC usada nos testes de laboratdrio seja aquela responsavel
pela transmisséo de um hospedeiro infectado para um organismo sadio. A determinag&o
da especificidade de um AMC exige conhecimentos de seu ciclo de vida e das exigéncias

para transmissao horizontal (Congress, 1995).
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Métodos ndo convencionais de exposi¢cdo do hospedeiro ao AMC podem
também aumentar o circulo de hospedeiros. Por exemplo, Undeen & Maddox (1973)
foram capazes de infectar somente um organismo nao-alvo fora da ordem do hospedeiro
natural do microsporideo Nosema algera, quando os organismos nao-alvo se
alimentaram de esporos. Entretanto, quando os mesmos esporos foram injetados
diretamente na hemolinfa, todos os organismos nao-alvo tornaram-se infectados.

Dentro do contexto de regulamentacéo, no qual o circulo de hospedeiros
analisado é absolutamente de laboratério, os resultados apresentados como o exposto
acima poderiam eliminar alguns microrganismos como agentes de controle biolégico
(Maddox, 1992).

A dose do AMC e a idade do hospedeiro, quando se da a exposicéao,
também podem mudar radicalmente a suscetibilidade do hospedeiro. Organismos nao-
alvo podem ser infectados somente quando recebem doses muito mais altas do que
as exigidas para produzir 100% de infeccdo no hospedeiro natural, ou quando sao
expostos no estagio de larvas ou ninfas.

Controles adequados de cada tratamento devem ser incluidos, para
garantir que o hospedeiro nado foi infectado com o microrganismo antes do bioensaio
e que o AMC testado esteja viavel. Estes dois tipos de erro sdo bastante possiveis nos
testes de laboratério. O conhecimento da biologia do AMC é importante para garantir-
se contra sérios erros experimentais (Maddox, 1992; Congress, | 995).

Testes de especificidade de hospedeiros e de circulo de hospedeiros nao
sdo garantia de seguranca ambiental. Outros efeitos indiretos de interagdes entre os
AMCs e o0s organismos nao-alvo podem ocorrer no ambiente, porém nao sao faceis

de serem monitorados ou detectados.

Circulo de hospedeiros de campo

O circulo de hospedeiros ecolégicos de um AMC ¢é usualmente
considerado como aquele observado sob condi¢Bes normais de campo, quando tanto
o0 hospedeiro-alvo como o ndo- alvo ocorrem na mesma localidade. Geralmente, o
circulo de hospedeiros ecoldgicos é proposto no caso de introdugdo de AMCs exdéticos

para controle biolégico classico. Na maioria dos casos, quando um AMC esta sendo
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considerado para uso como agente de controle, a principal questdo deve ser: "pode o
AMC estabelecer-se na populacdo do hospedeiro ndo-alvo e causar epizootias naquela
populacédo?". Infec¢gbes casuais em hospedeiros ndo-alvo, que ndo se disseminam
horizontalmente dentro da populagdo, podem ter pouca importancia ecoldgica
(Maddox, 1992).

E muito dificil prever o circulo de hospedeiros ecoldgicos de um AMC
antes de sua introdugao no ambiente. A dindmica espacial e temporal do AMC e os
hospedeiros infectados e sadios influenciam a transmissao e a sobrevivéncia de
patégenos dentro de um hospedeiro especifico. Estudos no local de origem do AMC,
onde o hospedeiro natural e o hospedeiro nao-alvo ocorrem na mesma localidade, sao
de grande utilidade, mas raramente sao conduzidos. Espécies ndo-alvo deveriam ser
coletadas nestas localidades e examinadas quanto a infecg¢ao, tanto durante epizootias

como enzootias.

Potencial de risco

A andlise do impacto ambiental do uso de pesticidas quimicos, ou AMCs,
se soma aos conceitos de risco ou ainda do balanco entre risco e beneficio. Para se
decidir se um risco é aceitavel, é de fundamental importancia considerar os beneficios
advindos do uso do produto em questao, e ndo somente dos aspectos toxico-ambientais.
Deve-se também decidir, no ambiente especifico de cada pais ou processo, qual
aspecto pode ser afetado, pesando-os a luz das necessidades préprias da circunstancia
agricola e socioeconémica em foco. Risco ecolégico de um composto deve ser
comparado com 0s riscos provenientes de outros produtos alternativos para aquele
problema (Foloni, 1995).

Os estudos de potencial de risco, em qualquer nivel que ele seja analisado,
sempre estdo relacionados a regulamentacdes, protocolos ou normas, ou mesmo uma
combinacéo entre eles, dependendo das estratégias, dos mecanismos reguladores e
do consenso das comunidades cientificas e regulamentadoras do pais .

Alguma preocupacdo com os AMCs e seus impactos ambientais,
conforme ja apresentado anteriormente neste capitulo, advém do fato de que uma

vez que o agente se estabeleca no ambiente, € normalmente impossivel elimina-lo.
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Isto justifica o fato de os programas de controle biolégico serem avaliados por 6rgaos
governamentais, por serem de interesse publico (Harris, 1990).

A Figura 3, baseada em dados de Congress (1 995), apresenta alguns
exemplos de riscos potenciais dos AMCs.

O exemplo de requisitos para registro de agentes fingicos é interessante
para ilustrar a importancia dos estudos de impacto ambiental, especialmente a tomada
de decisao dos 6rgaos regulamentadores. Em geral, sao requeridos testes de laboratério
quanto a infectividade em organismos nao-alvo, incluindo mamiferos (Aizawa, 1989;
Betz et al., 1989; Kandybin & Smirnov, 1989; Quinlan, 1989) e avaliacdo da exposicao
direta de animais superiores (que por extrapolagéo indicard a exposicdo de seres
humanos) a elevadas doses do in6culo. Os danos a serem avaliados neste Ultimo caso
incluem toxicidade, alergenicidade e infeccao e estdo geralmente associados com
manuseio improprio e aplicagdo do produto. Esses problemas (manuseio e aplicacao
inadequados), entretanto, ndo sao problemas novos, uma vez que os mesmos danos
estao presentes e dizem respeito ao uso de produtos quimicos (Harris, 1990). Ha aqui
uma situacado delicada de andlise: se ambos apresentarem um potencial de risco
semelhante, e levando em consideracédo a necessidade de se agir de alguma forma
contra a praga-alvo, a decisdo de uso ou aprovagao deve ser pelo produto com a

menor alteracdo ecolbgica possivel.
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Produtos microbianos Impactos potenciais Impactos potenciais
contendo no ambiente na saude humana
Bactérias 1. alguns impactos adversos sobre minimos riscos a
lepidépteros ndo-alvo e suas aves populagdo em geral;
predadoras; alguns dados sugerem
2. declinio de curta duragdo de certos possiveis infecgbes de
insetos nao-alvo; individuos
3. resisténcia ao Bacillus imunodeprimidos.

thuringiensis documentado no campo

em populagdes de pragas.

algumas alergias a
seres humanos
estabelecidas e alguns
metabdlitos toxicos

Fungos 1. possiveis efeitos sobre organismos
nao-alvo;
2. algumas evidéncias de resisténcia

Virus 1. minimos efeitos a organismos nao-
alvo; .
o A nenhum risco
2. possibilidade de persisténcia no .
. conhecido #1.
campo no futuro, se o uso expandir.
Ari Lo . . ~ nenhum risco
Protozoarios possiveis efeitos sobre espécies ndo- .
conhecido # 1.
alvo.
Nematoides possiveis efeitos sobre organismos nenhum risco
nao-alvo, particularmente os de solo. conhecido # 1.

#1- nenhum risco - indica que os riscos ndo foram documentados até 1995. Em alguns casos, a
falta de efeitos documentados pode ser devido a falta de monitoramento ou observacéo.

FIGURA 3. Exemplos de riscos potenciais dos agentes microbianos de controle de pragas
(adaptado de Congress, 1995)
Critérios ambientais

Quando se aplica um produto no campo, ele atingira um determinado
alvo, mas também chegara ao solo e outros compartimentos por deriva ou dispersao.
Interessa-nos, entdo, conhecer quanto tempo ele irA permanecer nesses
compartimentos até sua total degradacéo.

Ha trés consequéncias provaveis, se o controle biolégico exceder o
controle necessario (ultrapassar o nivel de controle desejado ou esperado):

(1) o nicho ocupado anteriormente pela peste permanecera parcialmente

vazio;
(2) a praga pode ser substituida por uma outra espécie;
(3) a praga sera substituida por uma mistura de outras espécies (Harris,

1990).
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Se a praga nao tiver competidores na area sendo controlada pelo AMC,
ocorrera o primeiro caso (p.ex., o controle da lagarta da maga resultard em macas
sem lagarta). Este fato seria visto por muitos como ecologicamente incorreto, porém
economicamente ele é bastante interessante. A situagdo mais comum, entretanto,
para o caso do AMC é quando a praga é substituida por outra(s) espécie(s). Fletcher
& Bateman (1 983, citado por Harris, 1990) observaram que um dos problemas para
o controle seletivo da mosca de frutas Dacus tryoni Froggatt (Diptera : Tephritidae) é
a sua substituicdo por praga secundéaria. Um controle biolégico, neste caso, deve
envolver um agente oligéfago ou um nimero grande de agentes especialistas. No
primeiro caso, sua acdo seria indesejavel, visto que afetaria espécies nativas
economicamente in6cuas; a segunda opgao seria cara e com muitas chances de
insucesso, devido ao grande numero de agentes e espécies-alvo a serem monitorados.

Muitas vezes um microrganismo natural de uma regiao, quando
reintroduzido na mesma ou em outra regiao, ou mesmo em um habitat totalmente
diferente, podera se estabelecer e afetar os organismos nao-alvo. Porém esquece-se
que o simples ato de monocultivar ou mesmo fazer a rotagdo de culturas também
afeta os inimigos naturais e nao-alvo. O potencial de afetar os inimigos naturais e
organismos ndo-alvo ndo deve ser esquecido nem relegado a segundo plano. Entretanto,
baseado na literatura cientifica, a possibilidade de tais efeitos acontecerem é remota
ou insignificante (Cook, 1992).

De qualquer forma, observa-se que alguma alteracdo ambientai ocorrera
pelo fato de utilizar-se algum controle (seja ele quimico ou biolégico), o que leva a
conclusao de que os critérios ambientais devem ser cuidadosamente analisados caso-
a-caso, para que o desequilibrio causado seja 0 menor possivel, uma vez que o "nao-

uso" de controle trara conseqiéncias econdmicas indesejaveis.

Registro comercial

A possibilidade de amplo uso comercial e exposi¢cdo ambiental de um
AMC implica a sua avaliacdo ambiental e, conseqientemente, exige seu registro.
Desta forma, as autoridades que regulamentam o registro devem considerar os

impactos potenciais que a exposi¢cdo ao AMC pode acarretar & salde humana e ao
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ambiente. A exposicdo dos seres humanos pode ser direta (mistura, aplicagao,
manipulacéo) ou indireta (através do consumo de produtos tratados com o AMC). Os
organismos nao-alvo coexistem no ambiente e devem ser alvo de analise, pois
apresentam distribuicdo numérica, espacial e temporal diferenciada (Betz et al., 1989).

O conhecimento cientifico disponivel sobre determinado assunto afeta
diretamente o estabelecimento e a implementacéo de qualquer regulamentagdo sobre
registro para uso comercial de um AMC; e a sua flexibilidade é dependente do tipo de

generalizacdo que os dados disponiveis podem permitir (Moraes et al., 1997).

Protocolos e registros

Os 6rgaos registrantes em todo o mundo analisaram por muitos anos os
AMCs, segundo parametros criados para os pesticidas sintéticos. Entretanto, mais
recentemente observou-se a necessidade de avalid-los com base em suas
caracteristicas bioldgicas, bastante distintas em muitos aspectos, conforme ja discutido
anteriormente neste capitulo, daquelas apresentadas pelos produtos quimicos (Betz
et al.,, 1989; Nardo et al., 1 995).

No Brasil, a avaliagdo de risco ou do impacto ambiental para produtos
fitossanitarios foi estudada pela antiga SEMA (Secretaria do Meio Ambiente), mas s6
foi oficialmente formalizada pela Lei 7802, sancionada em julho de 1979 (Brasil,
1995), conhecida como a "Lei dos Agrotoxicos". Entretanto, esta lei trata de forma
igual os produtos biolégicos e quimicos, sem considerar a natureza biolégica dos
primeiros. Tal distor¢céo foi corrigida pela Portaria IBAMA 131 (Brasil, 1997), na qual
as avaliagdes ambientais consideram as caracteristicas inerentes aos AMCs no seu
processo de registro para uso experimental e comercial.

Muitas das normas para registro e analise de AMCs ditadas pela Portaria
131 do IBAMA se basearam nas normas da agéncia americana de prote¢cdo ambiental
-EPA, nas quais o conceito de avaliagdo em fases foi utilizado (Figura 1). Quaisquer
que sejam, as normas propostas (internacionais ou nacionais) visam a assegurar ao
publico que o produto é seguro, mas os processos de registro atuais tém sido vistos
como indicativos do que nao é seguro.

Segundo Cook (1992), as regulamentacdes devem estar na proporgao
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dos riscos, facilitar a transferéncia de tecnologia e rever itens menores, porém muito
comuns e carentes de solugéo.

Nardo et al. (1 995) sugeriram que quaisquer gque sejam as normas ou
protocolos para o um AMC eles devem ser dindmicos, sujeitos a alteragdes, em resposta
ao crescente conhecimento ou mudancas de condi¢gbes. O maior desafio, certamente,
sera reconhecer os riscos envolvidos na introdu¢cdo de um novo agente e prontamente
desenvolver medidas racionais para seu aproveitamento rapido, sem retengdo ou
avaliagdes desnecessérias.

Referendando todas as observagdes de seguranga, ndo ha evidéncias,
para os AMCs até hoje registrados, de que a premissa de que eles sejam inerentemente

mais seguros do que os sintéticos possa nao ser valida (Lisansky, 1994).

Analise toxico-patoldgica

Como ja visto, é de competéncia do Governo Federal aprovar, registrar
ou banir a comercializagdo e o uso de defensivos agricolas (quimicos ou biolégicos) no
Brasil. O registro, segundo a "Lei dos Agrotoxicos" pode ser dado pelo Ministério da
Agricultura, Ministério do Meio Ambiente (através do IBAMA) ou Ministério da Saude,
dependendo da finalidade a que se destina, requerendo, todos eles, uma analise
toxicoldgica. Essa avaliagao se destina a fornecer informacdes sobre a forma correta
do emprego do produto e também sobre medidas preventivas e curativas para casos
de uso indevido. Os dados toxicolégicos informam sobre as caracteristicas toxicas de
uma substancia ou composto, obtidas através de experimentacdo em animais de
laboratério.

A toxicidade deve ser entendida como caracteristica do componente
quimico que se manifesta em determinadas condi¢des. Devido & grande variagdo nas
respostas dos sistemas biolégicos, esses efeitos raramente sdo uniformes e usualmente
ndo ha uma funcéo definida entre dose e presenca ou auséncia de efeito toéxico (Foloni,
1995).

A filosofia dos testes de avaliagdo de dano (toxicoldgico), conhecida
como "desafio maximo", se baseia no uso de condi¢cdes extremas para os testes -

como intra-ocular e intracerebral - de forma a obter efeitos biolégicos passiveis de
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deteccdo. Também o conceito de dose letal média (DLS0 ) é aplicado, porém a rota de
exposicao para AMCs normalmente é diferente e os valores de DL50 perdem sua
importancia, uma vez que quantidades absurdamente altas poderao ser necessarias,
0 que acarretaria asfixia ou sufocamento do animal, segundo os testes convencionais
para quimicos.

Segundo Siegel & Shadduck (1989), os inseticidas quimicos e microbianos
apresentam preocupacdes em comum com respeito a toxicidade, irritabilidade e
caracteristicas alergénicas, porém apenas para os AMCs devem-se considerar aspectos
que nao sdo considerados para os produtos quimicos, como infectividade e
multiplicacdo nos tecidos.

Desta forma, para os AMCs, a "dose desafio"” é a maior possivel
(dependente da natureza fisica do produto), administrada pela rota que mais
severamente compromete as defesas naturais do animal. Nesta escolha, dois
parametros sao importantes: (*) em primeiro lugar, uma busca na literatura detecta
em quais 6rgaos ou circunstancias foram isolados os agentes em seres humanos ou
animais, ou onde foram produzidas lesbes em animais ou outros organismos
relacionados; os testes sdo entdo estabelecidos de forma a favorecer uma infecdo
similar a ja observada; (*) em segundo lugar, deve-se lembrar que o cérebro e os
olhos sao os 6rgaos considerados mais vulneraveis a infe¢cdes, devido ao grande efeito
que surge mesmo em lesdes moderadas.

A maior dificuldade destes testes esta em interpretar os resultados de

mortalidade e estendé-los aos seres humanos (Waage, 1 995).

Avaliacdo sobre predadores e parasitoides

O possivel efeito que os AMCs podem exercer sobre a comunidade de
insetos benéficos é complexo e tem recebido aten¢cdo moderada. Os AMCs néo apenas
causam uma reducéo do hospedeiro e, portanto, reduzem a disponibilidade de presas
para os predadores, como também podem afetar diretamente insetos benéficos,
resultando na sua morte. Além disso, a doenga provocada pode reduzir o vigor do
hospedeiro-alvo e também do nao-alvo. Alguns parasitéides e predadores podem ainda

disseminar mecanicamente o AMC entre sua populagdo de hospedeiros ou presas, ou
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rmesmo transmiti-los transovarianamente. Desta forma, eles exercem importante papel
die disseminadores de AMCs a populacdes espacial e temporalmente distantes.

Os primeiros estudos dos riscos dos AMCs sobre os insetos benéficos
fcoram realizados em pesquisas de producéo massal de insetos benéficos para uso em
ciontrole biolégico (Vinson 1989). Ainda hoje, os estudos desses efeitos tém sido
rrealizados com Hymenoptera, provavelmente devido & sua facil produgcdo em
laaboratério, para controle biol6égico e também a sua suscetibilidade.

Do ponto de vista do AMC, a interacdo deste com 0s organismos
boenéficos (ndo-alvo) costuma ser benéfica. Ela ndo apenas leva a um aumento no
nnumero de hospedeiros, como também aumenta a suscetibilidade do hospedeiro, a
diisseminacédo do AMC e, portanto, aumenta suas chances de sucesso. Do ponto de
vi ista do hospedeiro (alvo), a interacdo apresenta-se totalmente negativa. O alvo morre
etrn conseqiiéncia do AMC ou do predador ou parasitéide. Do ponto de vista do
p«arasitéide/predador o efeito € muito mais complexo:

. ele pode ser deletério para o predador/parasitoide;

. pode ser indiretamente prejudicial se afetar seu vigor, reproducdo, capacidade
de parasitismo, etc.;

. pode ainda ser benéfico quando nao afeta o predador/parasitéide, mas favorece
a disponibilidade da presa;

. ou pode ainda nao alterar em nada a sua atuacéo (Vinson, 1989).

Apesar dos resultados de laboratdrio com relagéo a invertebrados néao-
alfvo serem de extenséo duvidosa para estabelecer a seguranga no campo, muitos
reequisitos para registro ou mesmo experimentos limitados em campo requerem testes
dee laboratério sobre alguns invertebrados ndo-alvo. Esses testes, conforme discutido
amteriormente, costumam incluir também organismos-teste representativos dos insetos

soiciais (Vandemberg, 1990).

Awaliacdo sobre organismos aquéaticos
O ambiente aquatico (rios, lagos, estuarios) apresenta sitios potenciais
paara acumulacao, e as vezes concentragcdo, de muitos subprodutos das atividades

hujmanas. Exemplos comuns de estudos e constatacdes deste tipo sdo o acumulo de
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fertilizantes em lagos, devido ao arraste desses quimicos que ocorre nos solos que o
rodeiam; o acumulo de detritos industriais em rios; e o acumulo de pesticidas usados
diretamente nas aguas para o controle de vetores, cujos estagios iniciais de
desenvolvimento se encontram em ambientes aquaticos (Dejoux & Elouard, 1 989;
Couch & Foss, 1989).

Como por muito tempo os AMCs foram aplicados apenas em areas
agricolas ou em reflorestamento, pouca atencéo foi dada aos efeitos téxicos que
poderiam ocorrer nas aguas ou na sua fauna. Com a preocupagao com respeito aos
riscos de transporte ou arraste dos pesticidas para as aguas (tanto por arraste no solo
como pela deriva durante aplicagdes), e observando as aplicacdes diretas em aguas,
uma melhor compreensdo dos impactos nos ambientes aquaticos se faz necessaria.

A natureza particular dos testes para avaliar a seguranca de uso
dependera da maneira como o AMC sera utilizado na pratica. A avaliagdo de um
AMC a ser usado no controle de mosca doméstica (ambiente essencialmente
domeéstico) sera muito diferente daquela em que se estuda o efeito de um AMC para
controle de culicidios ou simulideos, na qual o microrganismo sera aplicado diretamente
na agua.

A proposta apresentada por Jonsson & Maia (1999), para implementacéo
da avaliacao de risco de AMCs sobre organismos aquaticos nao-alvo, sugere estudos
com organismos representativos de ecossistemas brasileiros pertencentes a diferentes
niveis troficos da cadeia alimentar, tais como organismos fitoplanctbnicos,
zooplanctonicos, macrdfitas aquaticas e vertebrados aquaticos. A escolha das
espécies, ja discutida neste capitulo, considera a ampla distribuicdo no territério
nacional, a facilidade de criagdo e manipulagcdo em condi¢des laboratoriais ou em
outra forma de cativeiro. E recomendavel, na medida do possivel, a utilizacdo de
espécies que sendo predadoras ou nao do organismo-alvo, se alimentem deste no seu
habitat natural. Um outro critério é a escolha do organismo-teste de espécies que no
seu habitat natural sejam hospedeiras de microrganismos patogénicos que estejam

filogeneticamente relacionados ao AMC em estudo.
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(Controle de qualidade

Em muitos paises da Comunidade Européia dados ou informacgdes
<complementares sao exigidos além dos padrdes das analises ecotoxicopatoldgicas ja
(descritos, de forma a demonstrar a pureza dos lotes gerados na produgdo do AMC. A
i natureza precisa desses testes ndo costuma ser preestabelecida, porém uma proposta
raprovada pela IUPAC (International Union of Physics and Chemistry) para inseticidas
Ibacterianos apresenta um padrdo microbioldgico de contaminacdo aceitavel,

ssemelhante ao estabelecido para ragdo animal (Quinlan, 1989):

Mesdfilos viaveis <1 x 105/g
Leveduras e bolores viaveis < 100/g
Coliformes < 10/g
Staphylococcus aureus < 1l/g
Salmonella < 1/1 Og
Estreptococo Lancefield grupo D <1 x 104 ¢

Devido as limitagcbes do conhecimento atual sobre especificidade e
rrelagcBes bidticas e abidticas dos AMCs com o ambiente, a melhor forma de garantir
ssegurancga a longo prazo para os nao-alvo é efetivar o monitoramento durante e apos
aaplicagdo, uma vez concluidos os testes preliminares de laboratdrio.

Na avaliacao do potencial de risco e de todas as analises ai consideradas,
dsleve-se ter em mente a realidade do dia-a-dia, e ndo se estabelecer parametros mais
ri igidos do que aqueles que norteiam a segurancga da salude humana. Por exemplo,
eaxistem fungos naturalmente presentes no ar que respiramos e que sao notoriamente
csausadores de alergias em algumas pessoas. O mesmo tipo de problema deve ser
essperado com AMCs a base de esporos fungicos, como por exemplo, Penicillium
bDilajai, aplicados no tratamento de sementes para aumentar o aproveitamento do

fcosforo pelo trigo (Cook, 1992).

Irnterpretagcdo de dados
Para tomada de decisbes, ap6s ter em maos os dados discutidos
annteriormente, é necessario interpretar os resultados dos testes fundamentados em

daados cientificos. Entretanto, conflitos de interesse que digam respeito ao uso do
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controle biolégico precisam ser resolvidos politicamente, uma vez que nao se pode
aceitar que cientistas, individualmente, tomem este tipo de decisdo pela sociedade
como um todo. A legislacdo em vigéncia na Austrdlia (Biological Control Act, 1984)
pode servir de exemplo. Ela prevé um periodo de debate, seguido de decisédo politica
sobre o interesse ou nao de se utilizar o controle biolégico (Harris, 1990).

Analises qualitativas e quantitativas da forma como o AMC se apresenta
no ambiente, antes e depois da aplicagdo, sdo essenciais para a avaliacdo dos resultados
obtidos e muito mais importantes ainda, pois estardo diretamente ligadas a
implementacado e sucesso de novos projetos. Métodos diferentes podem ser usados
para monitorar a densidade populacional do hospedeiro e do agente de controle.
Atualmente, podem-se aliar a estas avalia¢des tabelas de vida, modelos de simulacéo
matemaética e analises fotograficas que permitirdo uma avaliagdo mais apurada dos

resultados obtidos.

Harmonizacéo

Apesar de parecer légico que paises que dividem fronteiras devam
participar na decisdo sobre introduc¢des e uso de AMCs, especialmente porque esses
agentes poderdo atravessar suas fronteiras, a implementacdo desta proposta deve
ser cautelosamente discutida (Moraes et al., 1997). Acredita-se que paises no mesmo
ecossistema devem avaliar, conjuntamente, os padrées minimos necessarios a serem
adotados por cada um deles, em termos de introdug¢fes, controle de qualidade,
qualificagdo de pessoal e procedimentos operacionais exigidos. Os estudos de casos
de introducgdes e usos de AMCs pelo mundo, devem sempre estar em mente nestas
compatibilizacdes.

A harmonizacao é o objetivo dos 6rgaos fiscalizadores de muitos paises.
A aplicagdo de principios e métodos cientificos deve dar suporte a padrdes
harmonizados e universais de registro e legislacdo de AMCs (Grandy & Richards,
1994; Lisansky, 1994). A relagdo entre mercados mundiais pela globalizacdo da
economia enfatiza sua necessidade e atualidade. Segundo Houghton (1994), a
harmonizacao pode ocorrer de trés formas:

por cooperacao cientifica;
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e por equivaléncia;
e  por unificagao.

A primeira pode ser exemplificada pelos grupos cientificos que déo suporte
a FAO e OECD, nas quais os pontos de vista de especialistas reunidos em comités séo
discutidos e ponderados. Normalmente, os trabalhos sao limitados a metodologia
cientifica para pesquisa e de suporte para registro (FAO, 1996; OECD, | 995).

A equivaléncia é o conceito subentendido no recente tratado NAFTA,
no qual um pais reconhece medidas dos outros membros do Tratado, mesmo que elas
difiram das suas proprias, desde que elas atinjam um minimo de seguranca ou outro
parametro que esteja sendo alvo do comércio. Na unificagdo, todos 0s processos e
medidas existentes sdo substituidos por uma Unica valida para todos os participantes
do tratado.

Também na regiao Cone Sul, frente ao tratado do Mercosul, os paises
tém se reunido para harmonizar suas legisla¢des, de forma que as mesmas garantam
um minimo de segurancga para os paises membros, baseadas em discussfes de grupos

com capacidade cientifica reconhecida.

Anélise econdmica e de mercado

A atividade agricola busca a produgao de alimentos de qualidade em
quantidade e, preferencialmente, a baixo custo. Esta producao tende a acompanhar a
evolucdo da populacado e, consequientemente, faz-se necessaria a incorporagao de
novas areas ou o aumento da produtividade das areas tradicionais.

O aumento da produtividade se vé ameacgado pela presenca de pragas,
doencgas e plantas invasoras, que provocam cerca de 35% de reducao na producao.
Essas perdas se devem muito provavelmente a quebra do ecossistema natural, porém
ninguém quer se privar de alimento. Tal fato, em fun¢do do modelo de desenvolvimento
escolhido, obriga a pratica de monocultura, provocando ainda maior desequilibrio.
Objetivando diminuir as perdas, o agricultor langa mé&o do uso dos pesticidas quimicos
(Foloni, 1995).

Para evitar surpresas, que sdo sempre indesejaveis, um projeto de

controle bioldgico (seja ele sobre produgcdo ou comercializagdo do produto, ou um
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programa extenso, englobando o manejo de pragas) deve ser examhiiinado quanto aos
custos e beneficios esperados, tanto em base monetaria como em teeermos ecolégicos.
Geralmente, o controle biolégico é mais interessante quando os cciustos ecoldgicos
sdo menores do que os de outros métodos alternativos, incluindo ooo custo de nao se
fazer nada; entretanto, sempre ha algum custo envolvido (Harris, 111990).

Devido ao crescente nimero de produtores e ao relativazamente pequeno
mercado para biopesticidas, uma grande e crescente competicdo veeem se mostrando
nos ultimos anos, resultando num decréscimo do pre¢o dos produuutos no mercado.
Entretanto, o apoio técnico dado costuma ser incluido no pre¢co dddo produto e este
custo vem sendo mais dificil de se justificar, uma vez que os pre¢cgos dos produtos
cairam e as margens de lucro também. E o efeito desta pressao podcde desequilibrar o
sucesso do controle biolégico, uma vez que o apoio técnico no campppo é indispensavel
para o seu sucesso (Ravensberg, 1994).

Em 1994, os produtores de Bacillus thuringiensis (Bt) eianram os principais
participantes no setor de pesticidas, como se pode observar na Figggura 4.

Entre as décadas de 60 e 70, o mercado de biopestiticicidas se baseou
exclusivamente em Bt para controle de insetos da ordem Lepidopteraaa. Como o produto
parecia ser simples e barato de obter, muitas indUstrias viram neeesse mercado um
lucro facil. Entretanto, a poténcia das linhagens determinadas enrtm laboratério nao
reflete diretamente sua acdo em condi¢gbes de campo.

Ao redor dos anos 80, muitas variedades de Bt forannm descobertas e
determinou-se sua atividade contra Diptera (mosquitos e moscas) e i t Coleoptera. Além
da ampliacdo do espectro de atuagdo do Bt, investiu-se em abbbertura de novos
mercados, tecnologia de producéo, inovagdo dos produtos (novas forrrrmulagdes) e precos

competitivos.
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Apo6s mais de 25 anos de aplicacdo comercial dos agentes de biocontrole,
mais e mais autoridades tém sentido a necessidade de regulamentar o uso desses
agentes de forma semelhante aos outros agentes de controle. Isso tem resultados
positivos e negativos sobre o controle bioldégico. A grande variacdo entre as normas
nos diferentes paises exige que se tenha um numero muito grande de dados e
informagdes, encarecendo o processo e limitando o mercado de certa forma as grandes

inddstrias, como retratado na figura 4 (Ravensberg, 1994).

FIGURA 4. Divisao do mercado por industrias (adaptado de Lisansky & Coombs, 1994)

O declinio no uso de agroquimicos gerara um ndmero crescente de nichos
de mercado para os quais os AMCs se mostram apropriados. Os fatores de mercado
que favorecem os biopesticidas incluem: preferéncia crescente do consumidor por
produtos sem agrotéxicos; aumento de mercado para os produtos de cultivo organico;
desenvolvimento de um sistema agricola mais sustentavel, usando programas de manejo
integrado; estabilizagcdo e harmonizacdo de regulamentagdo governamental para
registro de AMCs contendo microrganismos de ocorréncia natural ou engenheirados;

presenca de muitas companhias de grande porte no mercado de biopesticidas.

Consideracdes finais

Poderiamos concluir que com a evolugado das ciéncias agrondémicas, os
ganhos recentes da biotecnologia e da engenharia genética, a utilizagdo dos conceitos
do manejo de pragas utilizado, mais a implementagdo do conceito de agricultura

sustentavel, a tendéncia futura é a de reduzir cada vez mais a dependéncia exagerada
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de produtos fitossanitarios prejudiciais ao meio ambiente, no qual o homem ¢é
considerado.

Entretanto, a complexidade das rela¢des entre os diferentes componentes
ambientais nos indica claramente que ainda estamos longe da concretizagdo da
agricultura "perfeita”. Um exemplo interessante, no qual a complexidade dos resultados
que poderia levar ao impedimento de uso de um AMC mostrou que ele é mantido
"naturalmente" dentro dos limites aceitaveis, é o do uso de um acaro. O acaro predador
Pyemotes tritici Lagreze-Fossat & Montane (Acarina) se tornou numeroso em British
Columbia, onde ele se alimenta em Urophora affinis Frauenfeld, U. quadrifasciata
(Meigen) (Diptera: Tephritidae) e Metzneria paucipucntella Zeller (Lepidopetera:
Gelechiidae). Esta ultima adquiriu alguns parasitoides e, além disso, passou a ser
atacada por passaros durante o inverno. Os gamos se alimentam das plantas daninhas,
ingerindo os agentes de controle bioldgico que se instalaram ai. Este fato foi suficiente
para fazer o controle biolégico menos efetivo (Harris, 1990).

Assim, qualquer sucesso em controle biolégico apresentara algum impacto
ecolégico. Para melhorar ou promover a imagem do controle bioldgico, é interessante
que se conhegam os "porqués" da sua acéo e esses sejam bem explicados. A grande
preocupacgado geralmente esta centrada na possibilidade do aumento populacional do
AMC. Entretanto, quando isso acontece, a populacdo hospedeira entra em colapso
muito mais rapidamente do que o desenvolvimento do AMC, o que faz com que o
problema nao persista.

As analises de risco ambiental regulamentadas para o uso de AMCs sao
necessarias e imprescindiveis. Legisladores e cientistas devem trabalhar em conjunto
com o objetivo de desenvolver testes que consigam avaliar o risco e garantir a
seguranca ambiental de um AMC. A relativa especificidade dos agentes microbianos
exige que eles sejam estudados caso-a-caso e que cada situacao reflita um conjunto
Unico de interagdes entre o AMC, o organismo-alvo e 0s organismos n&o-alvo
potenciais. Nenhum conjunto padrdo de espécies ndo-alvo é aplicavel para todos os
AMCs. Também, quando o dano ao ecossistema é avaliado, nao existe um ponto final
para ser analisado e esse é um fator que limita o desenvolvimento de protocolos

gerais.
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Aos orgaos de regulamentacao, cabe a tarefa de facilitar o
desenvolvimento e registro de AMCs, ao mesmo tempo em gque minimizam o risco de

danos ao ambiente e a saude publica.
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