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AVALIACAO DO POTENCIAL DE PATOGENICIDADE 
E TQXICIDADE DO FUNGO ENTOMOPATÓGENO 

COLLETO TRICHUM GL OEOSPORIO/DES ISOLADO 
DE ORTHEZiA EM DUAS ESPÉCIES DE CRUSTACEOS 

Claudia M. Jansson' 

Fred J. Genfhner2 

O rnicoinseticida CoJfetotriclum gloeosporio~des isolado de 

Orthezia tem recebido especial atenção devido ao seu sucesso no 

controle de Ortbezia prae/onga em citros. Uma suspensão de esporos 

(1 0' esporo~/rnI ) desse fungo, crescido em dois diferentes meios, foi 

avaliada quanto a sua capacidade de causar patogenicidade em embriões 

do camarão Pafaemonetes pugio, Testaram-se o filtrado de meio de 

cultura e o extrato organico seca do fungo com a finalidade de avaliar a 

toxfcidade aguda no rnicrocrust~ceo Artemia salina. Os resultados 

demonstraram a ausência de efeitos adversos associados A capacidade 

ds fungo em provocar infecção ou exercer efeitos t6xicos agudos. 

' FarmacButico Bioqulmico, M.Sc., Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69 Cep 13820-a30 
Jaguariúna, SP. 

Microbiologista. Ph.0.. U.S. Environmenta'l Protection Agency, Nationaf Health and Envitanmental 
Effects Reçearch Labaratory, Gulf Ecology Division. 1 Sabine Island Drive, Gulf Breere, FL3256 1, USA. 



The mycdnsecticide CoIIetptrfchrn g b 8 0 ~ r l o M t ~  isdated from 

i- sucoem in contiolling 0. pmdonga h chius. Spore wrpensionr (lb 
apms I ml ) of the fwqp, producgd on two different euiture meda, 

were evaluateá for puthogenicity tu embryos of the grasrr shrimp, 

/Mwmmetes p<cpk. CuIture filtmts and drieâ exmiotr of the furgru 

were dso evaluated far acute toxicity to the microcnistacmn, Aftmb 

d m .  No pathogenicity ar adversa effects wem obseweâ in shrimp 

filtram or dr id  extracts of C. g~~ toxic to A. -lina. 



Em vista do crescente interesse na aplicação dos agentes 

rnicrobianos de controle biológico, questões relacionadas a sua 

segurança devem ser examinadas. Apesar da esperada segurança do uso 

de biopesticidas no combate aos problemas fitossanitdnios, os posslveis 

efeitos adversos dessa alternativa nos compartimentos ambfentais dos 

ecossistemas não tem sido suficientemente estudados. 

Verifica-se, hoje, uma tendencia em se analisar com bastante 

rigor a segurança do uso dos biopesticidas, visto a capacidade de tais 

agentes em poder multiplicar-se, sobreviver e ser disseminados para 

outros ambientes com potencial de infectar organismos não-alvo. Assim, 

por exemplo, tem sids relatado sobre a infecção de Beauveria bassiana 

(um entomspatdgeno de potencial uso nos E.U.A.) sobre o crocodilo 

americano Afiigator mississipiensis [FROMTLING et al., 19793 e em 

insetos ben6ficos predadores, como Chrysoperia carnea (DONEGAN & 

LIGHTHART, 1 989). Por outro lado, trabalhos realizados em condiqães 

laboratoriais têm indicado a ausencia de efeitos adversos de 

biapesticidas em organismos não-alvo (H1CKS e t  al., 1981; FOURNIE et 

al., 1988; JONSSON et ar,, 1995). 

0 fungo CoJletotrichum gloeosporioides isolado de On'hezia tem 

sids empregado, com sucesso, como inseticida na forma de suspensões 

aquosas na controle de Orthezia sp. em culturas de citroç, 

especialmente na região de Limeira, SP. Aplica~ões de um litro de urna 

suspensão de 1,3 x 10' esporos J ml por arvore tem demostiado 



consider8vel efici9ncia no controle de Otthezia praeolonga (CESNIK et 

al., 1996). 

No presente trabalho, avaliou-se a capacidade de C. 

glumsporioides isolado de Onhezk, manifestar patagenicidade nos 

estsigios embrio-larvais do crustdceo marinho Palaemonetes pugio, 

%traves da capacidade desse biopesticida penetrar no organismo-teste, 

provocar infecção e causar efeitos deletérios. Esse cruaclceo, 

pertencente familia Palaemonidw, habita os estudrios e enseadas ao 

longo do Golfo do MBxico e da Costa Atl8ntica da Amdrica do None. No 

seu habitat, P. pugio prefere areas rasas com densa vegetação e 

salinidade de 1 a 15%,, porem pode tolerar salinidade de at6 30%0. 

Constitui importante fonte de alimento para peixes e aves predadores 

que habitam regi6es estuarinas (NLERSCHROEDER, 1979). Por essas 

razões, Pe/aemoneies pugio tem sido adotado como organismo-teste em 

estudos realizados pela U .S.E.P,A. (U .S. Environmental Protection 

Agency) com a objetivo de avaliar efeitos adversos de agentes qulmicos 

e biol6gicos na biota aquática (TYLER-SCHROEDER, 1979; FISHER.; 

FOSS, 1993; GENTHNER et al., 1994a). 

No presente estudo, avaliou-se, tambdm, a toxicidade aguda do 

filtrado de meio de cultura e do extrato orghico seco de C. 

gloeosporioldes, com o objetivo de detectar a possfvel presença de exo 

ou endotoxinas que exerçam efeitos adversos em invertebrados 

aqudticos, usando como organismo-teste o crust8ceo Artemia sa/ina. A 

recomendação de A. saIina pela U .S.E.P. A. em ensaios ecotoxicolbgicos 

tem se fundamentado na facilidade do seu cultivo laboratorial na 



representatividade no ecossistema marinha e na susceptibilidade A 

presença de xenobfóticos (MACRI et al., 1 988; WEBER, 1 991 r,  

ESTUDOS COM PAtREMONmES PUGIO. 

* Preparaçáo da matetiai-teste 

Mantivera rn-se cepas do fungo CoJletotrichum gloeuspor~oides, 

isolado de Orthezia, em culturas csrn meio solido Glicose Yeast Brath 

(GYB) onde foram repicadas, Após 4 a 7 dias de incubação a 25O C, 

verificou-se a formação de coldnias tipfcas do fungo, com intensa 

coloragãa alaranjada. 

Prepararam-se placas de Petri com meio sólido Potato Dextrose 

(PD) e m e i ~  s6lido Agar-lagarta {AL), este iiiltima contendo 10% de uma 

suspensgo (0,lgíml) de lagarta trjturada. O PD 8 o meio de cultura 

rotineiramente utilizado para o cultivo do fungo a aplicar em campo em 

grande escala. O AL, contendo tecido de inseto, proporcionaria um 

crescimento eficaz para C, g/oeospor.iuides já que este fungo tem 

propriedades inseticidas. 

Inocularam-se esporos crescidos em meio GVB em quantidade 

suficiente nas placas preparadas de modo a se obter alta produção de 

esporos em ambos os meios. 



Após sete dias de incubação, em tubas homageneizadores de 

vidro, prepararam-se suspensões-estoque de esporos do fungo 

crescido nos meios PD e AL, homogeneizando-se em 6gua destilada 

esterilizada uma massa de colbnias do fungo coletada por raspagem 

superficial com esp4tula esterilizada. 

A concentração das suspensões-estoque foi ajustada para 10' 

esporos / rnl apds a contagem do número de esporas em hemocitbmetro, 

sendo as suspensões guardadas sob refrigeração a 4OC. 

O niSrnero de esporos viáveis foi assim determinado por 

contagem em placa de Petri. Nestas determinações, aliquotas (200 ul) de 

suspensões com concentração de 103 esporos Iml, obtidas a partir de 

sucessivas diluições em 0,03% de Triton X -100 (Union Carbide 

Chemicals & Plastics, Inc) foram transferidas para a superfície de placas 

de Petri contendo meio s6lido GYB e espalhadas homogenearnente com 

alça de vidro na superflcie do meio de cultura. Ap6s 2-4 dias de 

incubação a 25OC, procedeu-se à contagem do ndmero de colbnias 

formadas a partir dos esporos aplicados, verificando-se que o número 

de esporos viáveis era superior a 50% da quantidade aplicada. Essas 

determinações foram efetuadas para o preparo das suspensões-teste 

contendo 106 esporoslml. A escolha dessa concentração fundamentou- 

se nas recomendações da U.S.E.P.A.(1989), que considera, pela sua alta 

concentração de unidades infectantes, como uma dose de risco mhxima 

de exposição. 



Coletaram-se individuos adultos de P. pugio na bala de Santa 

Rosa, nas proximidades do €PAI Gulf Ecology Divbion. No Ia boratbrio, 

foram mentidos em aqudrios de vidro cerca de 80 litros de capacidade, 

sob sistema de fluxo contfnuo em dgua com salinidade aproximada de 

20%0,,. O fotoperiodo de manutenção foi de 14 h luz : 10 h escuro com 

intensidade luminosa em torno de 1.500 lux. 

FQmees grdvidas contendo ovos com 2 a 4 dias de idade foram 

separadas, sacrificadas em banho de gelo, e sua cavidade abdominal 

dissecada com auxlio de pinça, estilete e estereomicroscbpio, para 

retirar os ovos. Estes foram transferidos para uma placa de Petri 

contendo dgua de mar com salinidade de 20%0.,. Como estavam 

agregados por uma pelicula gelatinosa, foram separados um por um, 

com pinça e estilete, e colocados em uma placa de Petri para uso 

posterior no teste de avaliaçgo do potencial patogenicidade. 

Teste de avaliação do potencial de patogenicidade 

O ensaio foi realizado em placas-teste de poliestireno (Cell 

Wells 25820, Corning Glass Works) contendo varias cavidades 

colocando-se em cada uma destas, um individua. Dois mililitros de dgua 

de mar passando por filtro Millipore (0,22 um) foram adicionados em 

cada cavidade da placa-teste correspondente ao controle. O mesmo 

procedimento com suspensões contendo 106 esporos/ml foi efetuado 

para preparar as placas-teste referentes aos tratamentos com C. 



gloeosporioides. Adicionalmente, prepararam-se placas-teste nas quais 

ovos foram expostos a esporas previamente inativados pela 

esterilização em autoclave a 121 O C  por 20 minutos (controle negativo). 

Dessa maneira , o esquema experimental do ensaio gerou cinco 

tratamentos: um controle, na qual não houve exposição dos organismos 

ao agente biol6gic0, dois tratamentos de exposição referentes ao 

fungo crescida nas meios PD e AL e dois referentes aos controles 

negativos dos tratamentos de exposiçãa. A cada tratamento, 

corresponderam r8plicas de 23 embriões. As placas-teste foram 

incubadas no escura à temperatura de 2 5 O  - + l aC,  em cilmara com 

temperatura controlada durante 13 dias. Cada embrião desenvalvido a 

paflir do ovo foi examinado diariamente, através de um microscdipio 

invertido, quanto ao seu estágio de desenvolvimento, viabilidade e 

ocorr&ncia de infecção. A partir da oitava dia de exposição, e durante 

um perfodo subsequente de cinco dias, o número de embriões e larvas 

sobreviventes foi registrado e a porcentagem de mortalidade, calculada. 

ESTUQOS COM ARTEMIA SALINA. 

Preparação do material teste: 

Em frascos erlenrneyers de 2.800 mil, adicionaram-se 5013 ml de 

meio Ifquido Potato Qextrose 4PD) e inocularam-se esporos de C. 

gloeosporioides isolado de Orthezja com idade inferior a 7 dias, 

crescidos em meio s6lido GYB . 

Os recipientes foram incubados a 25 - + 1°C em eslrnara com 



temperatura controlada, sob agitação a I70 rpm. Ap6s 8 dias, obteve-se 

uma massa de rnfc8lios, sendo o conteúdo dos recipientes filtrada em 

papel Whetrnan no 1. Tal massa boi guardada em geladeira e o filtrado 

obtido, passado atravds de um sistema de filtragem com porosidade de 

0,45 um tcorning Filter System) e dialisado durante 24 horas a 4 O C  em 

membrana de celulose (Spectra ROR R, Spectrum Medical Industries, 

MWCO 6-8000), permanecendo em rim recipiente contenda dgua de mar 

sintética com salfnidade de 20%0.,. O material-teste, pronto para ser 

usado nos ensaios, foi guardado em geladeira. 

A massa de mic6lias, pesando cerca de 53 g, foi harnageneizada 

em 100 m1 de clareta de rnetila (Optfma Fischer Scientific) com um 

harnogeneizador de tecido (Kinematica Gm Bh -Brinkman Instruments-) 

atd a obtenção de urna suspensão homog43nea. Esta foi transferida para 

um funil de separação de 2,000 rnl na qual se colocou um volume 

adicional aproximado de 400 mI de cloreto de metilia. Movimentos leves 

foram realizados com o prop6sito de extrair possFveJs cornposltas 

intramiceliais, que apresentem toxicidade ao organismo-teste. Ap6s a 

separação das fases RO funil, a fase inferior foi recuperada em balão de 

fundo redondo de 500 mf. 

Os extratos foram evaporados em rotaevaporador temperatura 

de 25OC ate um volume em torno de 10 mli. O concentrado foi 

transferido, mediante pi peta Pasteur, para tubos de ensaio com 

capacidade de 40 rnl previamente tarados. O cloreto de metila foi 

completamente evaporado em corrente de nitrogenio em "N-evaporator" 



(The Meyer model 11 2) e os tubos pesadas em balanpa analltica, 

obtendo-se um reslduo (extrato organica seco) de 6,082 g. 

O extrato org8nico seco foi ressuspenso no mesmo tubo em 8,2 

ml de cloreto de metila, obtendo-se uma soluqão de 10 mglml. Um 

mililitro desta foi adicioiada em bal5o de 100 ml e evaporada sob 

corrente de nitrog8ni0, e como agente adjuvante de solubilidade, 

acrescentaram-se 15 ul de trietilenoglicol (TEG). O volume foi 

completada com dgua de mar sinthtica (Instant Ocean Aquarium 

Systems) com salfnidade equivalente a 2 0 % ~  Obteve-se, assim, uma 

solução correspondente ao extrato org8nico seco de C. gloeosporr'oides 

isolado de OrtXlerja com concentração de 0,1 mglml. Na Figura 1, B 

apresentado um esquema com as etapas experimentais sobre o 

procedimento acima descrito. 



espoms - MOml de meio incubaçao a 25 - + t4C 
1 ~ 7  dias) 1170 mrnl 

fase liquida + biamassa 

fase Illquida biarnassa 

- Wtrads nHo (funil de separação) 
dialisado 

diálise 
fase liquida resíduo 

I 

FILTRADO DIALISADO EXTRATO O R G ~ C O  SECO 

Figura 1 : Etapas para a obten650 da filtrado de meio de cultura e do extrato 
org$nfco seco. 



Organismo-Teste 

Utilizaram-se, como organismo-teste, individuos jovens do 

crustáceo Artemia salina entre o 2 O  e 3 O  instar. Cerca de 48 horas antes 

do inicio do teste, colocaram-se 300 ml de 6gua de mar sint6tica em um 

funil de separaçgo de 500 ml. Neste, adicionaram-se em torno de 50 rng 

de cistos de AHemia (Aquarium Products, Glen Burnie, Maryland). A 

suspensão de cistos foi rnantida sob intensa aeraçáo por meio de uma 

pedra porosa temperatura de 25 + T°C. Passadas 24 horas, as larvas 

eclodidas ( T o  instar) foram transferidas para outro recipiente contendo 

água de mar sintdtica, mediante urna mieropipeta, e incubadas no 

escura h temperatura de 25 2 1 O Ç  por mais 24 horas, Ap6s esse 

perlodo, as larvas estavam entre o 2 O  e 3 O  Instar e prontas paira serem 

usadas nos ensaios. 

* Ensaios de toxicidade aguda com o filtrado e com o 

extrato arghico seco 

Realizaram-se testes em placas-teste com as mesmas 

caracterlsticas citadas, prepararam-se soluções-teste do filtrado e do 

extrata org6nico seco com cancentra~ões de 0,1; í ,O; 10,0 e 1 00% e 

mg / L respectivamente, Estas soluções foram preparadas com o 

prop6sito de obter resultados preliminares para encontrar a faixa de 

concentração de trabalho, caso se realizassem testes de avaliação de 

concentração letal media (CL 50). Segundo U.S.E P.A. (19891, esse 

parametro toxicol6gico deve ser determinada se a presença de alguma 



toxina estiver associada a efeitos adversos do agente bloldgico sobre o 

organismo-teste. 

Por maio de rnicropipeta e estereornicrosc6pi0, 24 larvas foram 

transferidas para cada placa e 1 ml de soluç8o-teste (correspondente ao 

filtrado ou ao extrato organico seco) adicionado em cada cavidade, 

correspondendo para cada concentração, uma placa - teste com 24 

indivfduos. 

Prepararam-se, tambdm, placas-teste que serviram como 

controla, consistindo um deles em uma solução da TEG com 

concentração de 0,T 5 ug / ml . 
As placas foram cobertas para prevenir evaporação e colocadas 

em cámara de incubaç80 com temperatura controlada a 25 - + T°C, no 

escuro, durante 48 horas. Ap&s este período, o niSmero de organismos 

m6veis foi registrado, sendo a porcentagem de imobilidade calculada 

tanto para as 24 horas como para as 48 horas de exposiç5o. 



11 RESULTADOS E DISCUSSÃO 11 

Em alguns estudos cujos efeitos adversos de agentes quimicos 

e biolbgicos sobre a organismo teste P. pugh foram avaliados , assim 

como no presente trabalho, o desenvolvimento dos est6gios embrio- 

larvais foram acompanhados, j6 que são essas as fases de 
1 

desenvalvlmento em que o organismo-teste B mais vulnerAvel a sofrer os 

efeitos daqueles agentes (FISHER & FOSS, 1993; GENTHNER' et al., 

Os resultados referentes 4 exposiçãa de embriões de P. puglo a 

esporas de C. glaeosporioides isolada de OHhezia cultivados nas dois 

diferentes meios de cultura encontram-se na Tabela 1. 

Durante as observaçõles no perbdo do teste, de modo geral, a 

taxa de mortalidade nas tratamentos em que P. pugio foi exposta aos 

esporos ativas foi semelhante ou menor que a dos controles, não sendo 

evidenciada nenhuma anormalidade dos organismos expastos com 

relação aos não expostos (controle e controle negativa). Não se 

constatou infecção decorrente do crescimento do agente biológico em 

estudo sobre as estruturas embrion4tias ou larvais. 

Com relação ao tratamento em que o fungo creceu em meio PD 

(Cgo-PD (exposição) 1, observou-se no último dia de exposição, uma taxa 

de rnortalidade ligeiramente superior à do seu controle negativa, porem 

bem inferior h da controle em que os organismos foram expostos 

somente em ggua de mar filtrada. 



Tabela 1 : Patogenicidade de Colletotrichum gloeosporioides isolado de Or~hezja no desenvolvimento embrio-larva1 

de Palaemmetes pugio exposto a uma suspensão de 10' esporos I ml. 

PORCENTAGEM DE MORTALIDADE " 



A mortalidade na maioria das placas-teste aumentou 

cansideravelrnente a partir do l Z O  dia, perfado em que ocorre a 

liberação das larvas . A rat5a de tal mortalidade pode ser natural, pois 

segundo BUIKEMA et ai. (1 980), menos da 50% dos individuos jovens 

de P. pugfo sobrevivem ate a fase de adultos. 

Para os organismos-teste expostos ao fungo ativo, a mortalidade 

s6 começou a ocorrer a partir do 1 2 O  e 1 3 O  dia, sendo que, para os 

controles negativos as taxas de mortalidade já vinham aumentando. 

Os dados obtidos indicam, portanto, a sciseneia de potencial de 

patogenfcidade do fungo entomopatdgeno C. gJoeospor;oides isolado 

de Urthezia nas condições testadas para as fases iniciais de 

desenvolvimento de P.pugh, mesmo quando cultivado em diferentes 

meios. 

Resultados de estudos preliminares tem sugerido que a 

qualidade do meio em que o fungo 6 cultivado pode influenciar a sua 

capacidade de infectlvidade, em vista da produçao diferenciada de 

enzimas que atuam no processo de infecção. Considerando o 

fornecimento de nutrientes presentes no meio AL para C. 

gioeosporioides, o qual possui propriedades inseticidas, o fungo poderia 

estar sintetizando enzimas fundamentais para que o processo de 

infecção ocorra. Essas enrimas poderiam diferir qualitativa ou 

quantitativamente das formadas quando C. gloeospon'oides cresceu em 

meio PP. 

A falta de efeitos adversos como resultado da exposicão de 

ernbrfóes de PaSaemnetes pugio e do peixe Menidia BeryIIina a 

suspensões de outra Iinhagen de Colietotrichum foi discutida por 

GENTMMER et al. (1996 ) quando submeteram os organismos a urna 



suspensão de uma linhagem micaherbicida p6s-emergente desse fungo 

(C. gloeosporioides f . sp. aesch ynomene), comercialitada nas E. U.A 

sob o nome de Collego R. Este produto tem sido largamente aplicado 

naquele pais, em culturas de arroz e soja, para controlar a erva daninha 

Aeschynomene virginica. No entanto, injeção de esporos de C. 

gloeosporioides f. sp. aeschynornene em indivFduos adultos daquelas 

duas espt5cies produziu 100% de mortalidade, que foi atribufda h 

germinação dos conidioesporos e A subseqüente infecção sistgrnica. 

Nas tabelas 2 e 3 encontram-se, os dados correspondentes, 

respectivamente, aos ensaios de avaliaçãio da toxicidade do filtrado e do 

extrato orgsnico seco no organismo-teste A. safina. 

Na teste com o filtrado, a natureza dos dados, sem mortes 

parciais, não permitiu 6 ajuste de curvas dose-resposta. NSo foi 

evidenciado nenhum efeito sobre a mobilidade de A. salina mesmo para 

a tratamento com 100% de filtrado. Isso sugere a ausência de efeitos 

deleterios a curto prazo de exposição, para o organismo-teste, 

ocasionados pela presença de alguma toxina no meio de cultura liberada 

por C. gloeosporioides isolado de Orthezia durante seu cultivo. 

NSo foi evidenciada uma correlação concentração-reposta no 

ensaio com o extrato orgCrnico seco, sendo mobilidade de 100% nas 

concentrações de 1 ,O; 10,O e 100,O rngJI. Comparando as porcentagens 

de imobilidade entre tratamentos, pelo teste exato de Fisher, verifica-se 

que elas não diferem entre si (p =1,00). Tais resultados sugerem a 

atlshncia de endotoxi na s em C. gloeosporioides isolado de Orthezia, 

passíveis de serem extraídas por um solvente org6nico como o cloreto 

de metila e que afetem, a curto prazo de exposiçGo, a mobilidade de A 



salina nas condições testadas. 

Assim sendo, a aus&ncia de efeitos do filtrado de meia de cultura e 

do extrato organico seco nas concentrações de 100% e 100 mgtl, 

respectivamente, confere ao material testado urna CL50 superior a 900 

% ou 100 mglt. Desse modo, segundo a classificação da U.S.E,P.A. 

(1985) quanto B toxicidade aguda em organismos equ6tfcas, o material 

testado seria classificado como "praticamente não t6xico" . 
Os resultados aqui apresentados concordam, de certa forma, com 

os relatados por GENTHNER et al. (1994b), em que um extrato 

organico seco de rnicelios do micoherbicida C, glseosporiaides k, sp. 

seschynomene não afetou a sobreviv&vcia de indivldtras jovens da 

microcrustaceo Mysidupsis bahia na maior concentração testada de 

70,4 mg / I. Estes organfsrnos, posem, furam profundamente afetados 

pelo extrato organico seco do fungo bioinseticida Beauveri'a bassiane, 

que contdrn a rnicotoxina beuverecina; esta apresentou valor de CL50- 

96h equivalente a 0,56 mgJI, 



Tabela 2 : Avaliação da toxicidade aguda em Artemia sa/ina do filtrado 
de cultura de CofletotrJchum gloeosporioides Fsolad o de Orthezh. 

Tabela 3 : Avaliaçao da toxicidade aguda em Artemia s a h  do extrato 
orgânico seco de ÇolIetotJichum gloeospariuides isolado de Orfhezia. 

I 

concentraç80 do extrato Porcentagem de imobilidede 

tmp I I )  

24 horas 48 horas 

0,O (controle) O O 

0,O (controle TEG ' 3 O O 

Ofl o 4,1 

1fO o O 

10,o O O 

100,o O O 

1 ) R = 24 organismos por tratamento. 

2) concentração de TEG = 0,15 ug I ml 

Porcentagem de fittrado Porcentagem de imobilidade ' 

24 horas 48 horas 

controle O 8,3 

o* 1 O O 

1 ,O O O 

a o,o O O 

1 00,o O O 

1) n = 24 organismos por tratamento. 



Os resultados do presente trabalho servem para justificar o 

potencial de USO do Colletútrichum gfoeosporioides isolado de OrthezrB 

como bioinseticida, em vista da falta de efeitos relacionados ao 

comprornetimento na desenvolvimento e sobrevivência, demonstrados 

nos ensaios com os dois organismos-teste. Deve-se observar, porem, 

que experimentos adicionais com outros invelrtebradoç de água doce 

elou marinhos, assim como com vertebrados, deveriam ser conduzidos 

de forma a obter maiores svbsfdfos para fazer considerações mais 

precisas a respeito do emprego desse agente de controle biol6gico e de 

seu impacto no compartimento aquático. 

BUIKEMA JR, A.L.; NIEDERLEHNER, B.R.; CAIRNS JR., J. Use of grass 

shrimp in toxicity tests. In: BUIKEMA JR., A.L. ; CAIRNS JR., S. ed. 

Aquatic invertebrate bioassays. Philadelphia : American Society for 

Testing and Materiais, 1980. p.155-3 73. (ASTM Special fechnical 

Publication, 7 1 5) 

CESNIK, R. ; FERRAZ, J.M.G.; OLIVEIRA, R.C.A.L., ARELLANQ, F.; MATA, 

A.H.N, Controle de Orthezia praelonga com a fungo Colletotrichum 

gloeosporioides isolado de Orthezia, na região de Limeira, SP, In: 

S I M P ~ S I O  DE CONTROLE BIOLÓGICO - SINCOBIOL, 5.. 1996, Foz 

de Tguaçu. Anais: Sessão de Pbsteres. Curitiba: EMBRAPA- 

CNPSO:COBRAFI, T 996. p.363 



DONEGAU, K.; LIGHTHART, B. Effect of severa1 stress factors on the 

suscepti bility of pathogen Beauveria bassiana. Joumal lnuertebrate 

Pathology, v.54, p.79-84, 1 989. 

FISHER, W.S.; FOSS, S.S. A simple test for toxicity af Number 2 fuel 

oi1 and oil dispersants to embryos of grass shrirmp, P8faemonete.s 

pugio. Marina Pollution Bultetin, ~ 2 6 ,  n.7, p.385-39 1, 1 993. 

FOURNIE, J,W.; FOSS, S.S.: CO'CICH, J.A. A multispecies system for 

evâluation of infectivity and pathogenicity of microbial pest control 

agents in nontarget aquatic species. Diseases of Aquatic Organisms, 

v.5, p.63-70, 1988. 

Fatal Beauveria bassiana infection in a captative Amenican alligator, 

Joumal Arneiican Veterinary Medical Asaociation v. 1 75, p.934 -936, 

1979. 

GENTHNER, F.J.; FOSS, S.S. ; FISHER, W.S. Testing of the insect pest 

contra1 fungus the predatory insect Chrysoperla carnea (Neuroptera. 

Crysopidae), to the funga1 Beauveria bassiana in grass shrirnp, 

Palaemonetes pugio . Qiseases of Aquatic Organisms, v.20, p .49-57, 

1994a. 

GENTHNER, F.J.; CRIPE, G.M. ; ÇROSBY, D.J. Effect of Beauveria 

bassianaanditstoxinson Mysidopsisbahia (Mysidacea). Aichives 



of Environrnental Contarnination and Toxicofogy, v-26, p. 90-94, 

1994b. 

GENTHNER, F.J.: MIDDAUGH, D. P.; FOSS, S.S. Validation of embryo 

test for determining effscts of funga! pest cantrof agents an 

nontarget aquatic animals, Archivea of Environmental Contamination 

& Toxicotogy, v.29, p.540-544, 1995. 

HICKS, B.D.; GERACI, J.R.; CUNNINGHAM, J.C. ; ARIF, B.M. Edfeetç 

of red-heãded pine sawfly, Neodiprun lecontei, nuclear polyhedrosis 

virus on rainbow trout, Salmo gairdneri, and Daphnia pulex. Sournal 

of Envlconrnental Science and Heaith, v.B16(4), p.493-509, 1 981 . 

JONSSON, C.M.; MAIA, A.H.N.; FERRREIRA, C.J.A. : COSTA, F.P. 

Inflcience of Baculuvirus ant ic~rs i~  on the growth rate and survival of 

some nontarget aquatic organisms, In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM 

0N MICRQBtAL EÇOLOGY, 7., 1995, Santos. Abstracts. São Paulo: 

Brazilian Society for Microbiolsgy, 1995. p.205 

MACRI, A.; STAZI, A.V.; DOJMI D1 DELWPIS, G. Aeute taxicity of 

furazolidone on ArSemia saline, Dsphnit) magna and Cufex pipens 

rnolestus larvae. Ecotoxicalogy and Environmental Safety, v. t 6, 

p.90-94, 1988. 

TYLER-SCHROEDER, D.B. Use of the grass shrimp (Palaemonetes pwgio) 

in a life - cycle toxicify test. IR: MARKING, L, L,; KIMERLE, R.A. , ed, 

Aquatic toxicology. Philadelphia: American Society for Testing and 



Materiais, 1 979, p. 1 59-1 70. (ASTM Special Technical Publication, 

667) 

U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Microbial and pest 

control agents: subdivision M of the pesticide testing guidelines. 

Washinghton, DC, 1989. 

U .S ENVIRONMENTAL PROTECTION AG ENCY. Hazard evaluation 

division. Standard evaluation procedure. Acute toxicity test for 

estuarine and marine organisms. Washington, D. C,, 1 985. IEPA- 

540 / 9-85-009). 

WEBER, C.I. , ed. Methods for rneasuring the acute toxkity of effluents 

and receiving waters to freshwater and marine organisms. 4.ed. 

Cincinnati: EPA - Environmental Monitoring Systems Laboratory, 

1991. 2 9 3 ~ .  (EPA-000/4-90-027) 




