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A p resen tação

Em consonância com a missão institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde 
longa data vêm sendo desenvolvidas ações de pesquisa e desenvolvimento que 
têm gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto 
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento 
sustentado do espaço rural, tendo-se em vista as exigências de mercado, dos 
produtores e dos órgãos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da 
atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biológico se insere. Ao maximizar o uso de 
organismos naturais no manejo de pragas e doenças, esta tecnologia contribui 
decisivamente para que a produção se dê com reduzido impacto, em benefício 
da almejada sustentabilidade. Esta publicação é resultante de estudos de 
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além 
de essenciais parceiros, os quais, em parceria, têm contribuído para a melhoria 
do conhecimento sobre esta importante área.

Temos certeza que as informações aqui divulgadas servirão para o maior 
conhecimento e uso do controle biológico, bem como de estímulo e suporte 
para novas ações de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente 
limpas e tecnicamente viáveis.

Alexandre Hoffmann 
Chefe-Geral 

Embrapa Uva e Vinho
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Avaliação ecotoxicológica de 
microrganismos em organismos 
não-alvo, organismos aquáticos 
e m am íferos

Vera Lúcia de Castro' 
Cláudio Jonsson2

A avaliação de impacto decorrente do uso dos biopesticidas requer conhecimento 
do produto e seus metabólitos, sua interação com os alvos específicos e com 
o ambiente aonde ele será aplicado. Os possíveis efeitos adversos diretos e 
indiretos produzidos pela introdução de microrganismos no ambiente, podem 
ocorrer sobre organismos não-alvo da comunidade local, incluindo representantes 
de importância econômica, ecológica e ou social. Tais efeitos envolvem a 
possibilidade de sobrevivência, multiplicação, persistência, disseminação, 
patogenicidade e toxicidade. Assim, a análise desses agentes envolve estudos 
em laboratório anteriores à sua liberação (CASTRO et al., 2001).

A avaliação de possíveis riscos a organismos não-alvo é geralmente realizada 
em u m  sistema de fases subseqüentes (CASTRO; JONSSON, 2000):

Na Fase I da avaliação ecotoxicológica, o conceito de risco máximo baseia-se na 
pior situação de exposição, em termos de dose - a dose desafio, considerada 
de risco máximo (100 a 1.000 vezes a dose utilizada a campo). Supõe-se que 
a alta concentração de unidades do agente microbiano utilizada nesta Fase 
seja suficiente em ocasionar efeito adverso em organismo não-alvo caso o 
agente possua potencial de causar infecção ou se ocorrer a presença de toxina 
(JONSSON; MAIA, 1999).

Já os testes usados para a avaliação destes agentes em relação à saúde 
humana, para avaliar a toxicidade, patogenicidade e infectividade do produto; 
são baseados na extrapolação de resultados interespécies entre a espécie 
escolhida, geralmente um roedor, e o homem. Para tanto, testa-se em animais de 
laboratório a administração de uma dose desafio ao redor de 1 x 108 unidades 
infectantes do produto (CASTRO et al., 1999).

1 Médica Veterinária, Doutora, Embrapa Meio Ambiente. Laboratório de Ecotoxicológica e Biossegurança, 
Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariúna, SP. E-mail: castro@cnpma.embrapa.br
2 Farmacêutico, Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariúna, SP.
E-mail: jonsson@cnpma.embrapa.br

mailto:castro@cnpma.embrapa.br
mailto:jonsson@cnpma.embrapa.br
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Caso sejam observadas quaisquer evidências de patogenicidade e/ou toxicidade, 
procede-se aos testes da fase seguinte até um máximo de três fases para 
testes referentes à saúde humana em roedores e quatro fases para organismos 
aquáticos.

Protocolo  

1. O rganism os aquáticos

A metodologia proposta para a avaliação de risco de biopesticidas no sistema 
aquático segue o esquema de Fases (PESTICIDE 1989; JONSSON; MAIA, 1999). 
Neste sistema, os organismos-teste são submetidos inicialmente a uma dose 
máxima do agente microbiano de controle (Fase I).

Os impactos ambientais causados são estimados através de testes que utilizam 

a dose desafio.

Se os testes iniciais não indicarem danos significativos, então nenhum outro 
teste é geralmente necessário. Entretanto, se forem encontrados resultados 
significativos na Fase I, então são exigidos os testes da Fase II, e assim 
sucessivamente.

0 agente é testado quanto a seu potencial em manifestar efeitos adversos 
em organismos pertencentes a três níveis tróficos da cadeia alimentar (algas, 
microcrustaceos e peixes). Para tanto, são realizados estudos com o objetivo 
de se avaliar o risco de patogenicidade/toxicidade do microrganismo para 
um produtor primário (Selenastrum capricornutum). um consumidor primário 
(Daphnia similis) e um vertebrado aquático (Hyphessobrycon scholzei).

1.1. A valiação de risco de dose m áxim a da exposição em  
organism os zooplanctôn icos

No experimento com o invertebrado aquático Daphnia similis, a água de diluição 
é preparada conforme os procedimentos de Hosokawa et al. (1991) e Elendt e 
Bias (1990).

0 número inicial de organismos em cada unidade experimental é de 12 
neonatos/500 mL.
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Os tratamentos, que consistem em réplicas de cinco unidades experimentais 
(beckers), são os seguintes: sem microrganismo (controle), com microrganismo 
inativado (106 esporos/mL autoclavados), e com microrganismo ativo (10® 
esporos/mL).

A  concentração de unidades infectantes por volume de suspensão deve ser 
equivalente à concentração obtida pela aplicação de uma vez ou até 100 vezes 
a dose agronômica de unidades infectantes utilizada em campo, estimando-se 
uma lamina de água de 15 cm de profundidade. Em caso desta dose não estar 
ainda definida, a concentração mínima a ser utilizada deve ser de 10® unidades/ 
mL (JONSSON; MAIA, 1999).

O período de exposição dos organismos é de 21 dias em sistema semi-estático, 
ou seja, com renovação do meio a cada 48, 96 e 168 horas em cada semana.

A  temperatura de exposição e a luminosidade são de 20 ± 2°C e 900-1100 lux, 
respectivamente.

A amostragem para se avaliar o número de neonatos/fêmea/dia e a taxa de 
mortalidade é realizada antes de cada renovação do meio.

1.2. A valiação de risco de dose m áxim a da exposição em  
organism os fitop lânctôn icos

No experimento com a alga cloroficea Selenastrum capricornutum, o meio de 
cultura é preparado conforme procedimento da OECD (1981).

Os organismos são expostos a três tipos de tratamento sendo que o número 
inicial de celulas/mL em cada unidade experimental é de 105.

Os tratamentos, que consistem em réplicas de, no mínimo, quatro unidades 
experimentais (erlenmeyers) são: controle, ativo e inativo.

Os organismos são expostos durante 96 horas à temperatura de 20 ± 2fiC e 
luminosidade de 3.000-4.000 lux.

A amostragem em cada recipiente é realizada a cada 24 horas com o objetivo 
de se avaliar a taxa de reprodução em função do tempo.
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1.3. A valiação de risco de dose m áx im a de exposição  em  
vertebrad os aquáticos

Os estudos com vertebrados aquáticos são realizados com organismos 
característicos do ecossistema em estudo. Podem, por exemplo, serem usados 
peixes da família Characidae (Hyphessobrycon scholzei).

Os peixes (grupos de 20 peixes) são expostos a três tratamentos conforme 
descrito anteriormente (controle, ativo e inativo) sendo que o meio é composto 
de água de poço artesiano ou reconstituída. Cada grupo é dividido e m  dois 
subgrupos de 10 organismos de modo que cada tratamento consiste e m  dois 
aquários.

Os ensaios são conduzidos em aquários de vidro e e m  volumes de 8 litros de 
água, contendo ou não, o agente biológico em estudo.

A mortalidade e alterações do padrão normal de comportamento são avaliadas 
durante 30 dias de exposição.

Após esse período, os organismos são homogenizados e m  solução NaCI 0,9%.

De um volume total de 10 mL do homogenizado são feitas diluições 10'1 e 10‘2.

0 plaqueamento é realizado aplicando-se 0,1 m L  destas diluições e m  placas de 
Petri contendo meio malte-agar.

É determinado o número de UFC (unidades formadoras de colônias)/mg de 
tecido.

2. Avaliação to x icopato lóg ica  em  an im a is  de labora tó rio  
decorren te  da exposição a m icro organ ism os -  m am íferos

Os procedimentos para a avaliação toxicopatológica e m  animais de laboratório 
seguem o esquema de Fases (PESTICIDE 1989, CASTRO et al., 1999). 0 
protocolo estabelece diretrizes para a condução de testes com mamíferos, 
com a finalidade de se avaliar o potencial de efeitos indesejáveis causados 
por agentes microbianos de controle. Esses testes são conduzidos em uma 
seqüência de três fases, considerando os seguintes aspectos: infectividade, 
toxicidade e patogenicidade do microrganismo, de contaminantes microbianos 

e sub-produtos de fabricação.
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2 .1 . A n im ais

São utilizados ratos Wistar, machos e fêmeas, com aproximadamente 230 g de 
peso corporal, mantidos e m  condições padronizadas de luz (ciclo claro/escuro 
12 h) e temperatura (22 ± 2fiC) em gaiolas de polipropileno.

2 .2 . Doses e tra ta m e n to s

A  linhagem avaliada é administrada a ratos, em suspensões de 109 esporos/ 
m L  ou a máxima concentração possível. U m  igual número de machos e 
fêmeas recebe os tratamentos, perfazendo três animais em cada período de 
observação.

As suspensões com o microrganismo são administradas por diversas vias 
de exposição. Os volumes administrados por animal teste dependem da via 
utilizada e não são superiores a 1,0 mL/100 g de peso para a via oral. Para a via 
oral utiliza-se uma cânula metálica adequada e a água e a ração são retiradas 
24 h antes da administração da suspensão teste.

São utilizados três tratamentos para cada via: microrganismo ativo (AT), 
microrganismo inativado (IN) e o veículo de administração do microrganismo, 
como controle (CT).

Os animais são observados diariamente com relação ao aparecimento de 
alterações clínicas.

2 .3 . O bservação  dos anim ais

2 .3 .1 . S inais e s in to m as

São observados diariamente, após a exposição, os seguintes itens: pele e 
pelo; olhos e mucosas; sistemas respiratório e circulatório; sistema nervoso 
periférico e central (tremor, diarréias, convulsão, letargia e salivação); padrão 
comportamental e tempo de morte.

2 .3 .2 . Pato logias e presença do m icrorganism o
Todos os animais são sacrificados ao final dos testes em uma cuba de vidro 
com algodão embebido e m  éter etílico ou com gás carbônico e submetidos à 
necropsia com observação macroscópica dos órgãos.
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Os animais são sacrificados no dia da administração (dia 0) após 1, 3 e 6 horas 
após a exposição, com a retirada dos rins, fígado, pulmão e mesentério para 
verificar a presença do fungo nestes tecidos em uma câmara de fluxo laminar. 
Eles são pesados e homogeneizados com solução salina (NaCI 0,9%). A cada 
nova amostra, a haste do homogeneizador de tecidos e o material cirúrgico 
utilizados são limpos com solução salina, seguida de solução de hipoclorito a 
2% e solução salina , esterilizada, em frascos distintos.

O material sob análise, devidamente homogeneizado, é submetido à diluições 
seriadas (101, 102, 103) em solução salina esterilizada e plaqueado e m  meio de 
cultura apropriado, em triplicatas para cada diluição.

As amostras plaqueadas são incubadas por tempo e temperaturas adequadas 
para o crescimento do microrganismo.

O número de colônias obtidas por placa é anotado e o resultado expresso 
como média de repetições, transformando segundo cálculo de diluições, pesos 
e volumes, apresentado como unidades formadoras de colônias (UFC/mL da 
suspensão).
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