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ste livro resulta do esforco de um grupo de pesquisadores

consciente da necessidade de divulgar amplamente o0s

conhecimentos e 0s resultados das pesquisas ligadas aos
fundamentos para regulacdo de semioquimicos, inimigos naturais e agentes
microbiologicos de controle de pragas, visando disseminar informagBes acerca
desses fundamentos e gerar subsidios técnicos que facilitem e aprimorem as
acOes para registro e utilizacdo de produtos bioldgicos gerados com tecnologia
nacional.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, por meio de duas
Unidades situadas em Brasilia (DF), a Embrapa Cerrados e a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, promoveu o Workshop realizado em setembro/outubro
de 2005 do qual originou este livro. O evento obteve grande sucesso gracas ao
envolvimento e & participacdo de palestrantes de reconhecida competéncia e de
renome nacional e internacional em suas respectivas especialidades e também
gracas ao valioso apoio de parceiros publicos e privados que contribuiram para
que o evento e o livro se tornassem realidade.

Desejamos que eventos como esse se repitam, de forma cada vez mais
aperfeicoada, para que todos nos consigamos contribuir para a permanente
pratica de uma agropecudria em que se utilizem menos agrotoxicos e se



produzam alimentos mais seguros, com maior sustentabilidade ambiental e
menor ocorréncia de problemas de salde nos trabalhadores rurais e suas
familias.

Entre o publico-alvo para esta publicacdo, além de pesquisadores,
professores e estudantes, encontram-se 0s técnicos que trabalham nos 6rgdos
registradores de produtos biolégicos (ANVISA, IBAMA, Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento) que precisam estar conscientes de que o Pais precisa
do trabalho deles para priorizar a andlise e a liberagdo desses produtos em escala
comercial, contribuindo, também, para que o Brasil tenha posicdo de destaque
entre os paises que efetivamente utilizam o controle biologico de pragas.

Roberto Teixeira Alves José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados Chefe-Geral da EmbrapaRecursos
Geneéticos e Biotecnologia



regulacdo de produtos de quaisquer naturezas ndo € matéria

simples cujos conhecimentos podem ser adquiridos na

universidade. Cada produto comercialmente disponivel tem uma
finalidade de uso e um respectivo publico-alvo, sendo especifico para
determinada atividade.

Os produtos chamados naturais ou biolégicos ndo sdo totalmente indcuos
OuU seguros, pois se sabe que diversas substancias quimicas naturais tém
consideravel toxicidade aguda, assim como Vvarios microrganismos presentes no
ambiente podem ser patogénicos ou apresentar toxinas perigosas.

Nesse contexto, percebe-se que a regulacdo de produtos bioldgicos seja
para fins terapéuticos ou mesmo para controle de pragas requer necessariamente
conhecimentos de toxicologia, biologia, quimica e areas afins, j& que ela tem
como objetivos principais a seguranga do ambiente e do respectivo usuério dos
produtos.

Entende-se também que, para o controle biologico de pragas, é de vital
importancia o conhecimento basico da disciplina controle biolégico de pragas ou
manejo integrado de pragas, pois como aplicar ou utilizar a toxicologia reguladora
sem uma fundamentacdo tedrica sobre o objeto de estudo? Esse desafio esta



sendo langado junto com as normas propostas para registro de semioquimicos,
inimigos naturais e agentes microbioldgicos de controle de pragas. No escopo
dessa avaliagdo, entende-se que S0 necessarios conhecimentos de regulacao
toxicoldgica classica e de técnicas de controle bioldgico, aliados ao bom senso
inerente do técnico regulador.

A formacgdo académica em engenharia agronémica é uma das poucas que
oferece a nocdo de manejo integrado e de controle hioldgico de pragas,
enquanto, no ambito das ciéncias da salde, como farmacia ou bioquimica a
toxicologia ja vem de longa data sendo oferecida como disciplina. De modo geral,
percebe-se que em cursos amplos como medicina, medicina-veterinaria, biologia
e quimica, entre outros, ndo ha nenhum dos dois topicos em suas grades
curriculares, ou seja, essas disciplinas poderdo ser vistas somente na pos-
graduacdo, dependendo da opcdo dos formandos. Esse fato mostra nitidamente a
dificuldade de se obter profissionais com capacitagdo técnica para integrar as
duas disciplinas em questdo, apresentando assim condi¢bes para questionar e
avaliar os riscos e os beneficios dos produtos naturais ou bioldgicos.

E claro que existem modelos utilizados internacionalmente para avaliagio
desse tipo de produto, contudo, é importante que o profissional tenha acima de
tudo critério préprio para, eventualmente, conseguir resolver situagoes
diversificadas que os modelos podem encaminhar a igualdade.

Alguns autores sugerem que a utilizacdo de microrganismos como
inseticidas representa um paradigma para a toxicologia, pois se trata de grande
desafio a questdo do entendimento dos mecanismos de seletividade ao alvo, sua
ocorréncia e mobilidade ambiental, assim como sua capacidade para competir
com espécies locais. Sabe-se que as evidéncias hoje disponiveis, ndo sugerem
que existam efeitos adversos a salde associados com agentes microbiolégicos
de controle, porém, a possibilidade de infeccdes e de respostas imunoldgicas
deve ser, necessariamente, considerada no contexto da exposicdo de seres
humanos.



A seguranca e o impacto ambiental de inseticidas microbiologicos devem
ser avaliados em fungdo do risco para organismos ndo-alvo e para a saude
humana, sempre em comparagcdo com outros tipos de intervencdo e com 0s
possiveis efeitos decorrentes da inexisténcia de qualquer tipo de tratamento. A
avaliacdo do risco/beneficio sempre deve ser levada em conta. A ocorréncia
natural de inimigos € fator de grande importancia no controle da populagdo de
insetos e isso € fundamental na questdo do manejo, uma vez que agrotoxicos
convencionais tendem a eliminar também os inimigos naturais. A inexisténcia de
seletividade de agrotoxicos convencionais € um dos fatores diferenciais que
devem ser levados em conta quando da comparacdo com um produto bioldgico.

Diferentemente da regulacdo dos agrotoxicos quimicos convencionais, 0s
agentes bioldgicos tém sido avaliados em vérios paises pelo sistema de fases.
Essa inovadora forma de avaliacdo reduz o nimero de estudos necessarios e
tende a resultar em um processo mais rapido para o registro, todavia, tal avaliacao
requer conhecimento e habilidade minima do regulador, na medida em que,
sobre os resultados obtidos, ele deve ser capaz de avaliar a necessidade ou néo
de outros estudos ou fases.

Dentre 0s principais objetivos dos 6rgdos reguladores, destaca-se o
incentivo & liberdade de concorréncia como a forma mais eficiente de prestacéo
de servicos publicos postos a disposicdo dos cidaddos por empresas privadas.
Essa regulacdo deve prever entre outras coisas a fiscalizagdo do cumprimento da
legislacdo, assim como a protecdo dos direitos dos usuérios dos produtos
regulados e a manutengéo da qualidade e a universalidade dos servicos.

Desse modo, espera-se que as informacdes disponibilizadas neste livro
possam oferecer facilidades aos organismos reguladores para avaliar e julgar o
mérito de produtos dessa natureza, pois, brevemente, este serd um dos grandes
mercados da economia nacional e mundial.

Eduardo Cyrino Oliveira-Filho
Rose Gomes Monnerat
Os editores
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Eduardo Cyrino Oliveira-Filho
Maria Luiza Marcico Publio de Castro

Por mais paradoxal que seja, os produtos bioldgicos, utilizados no controle
de pragas agricolas, sdo regulados, no Brasil, pela Lei n° 7.802, de 11 de julho de
1989 (BRASIL, 1989), — a Lei de Agrotoxicos e Afins —. Nessa lei, 0s agrotoxicos e
afins séo definidos como

os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecéo de florestas, nativas ou implantadas, e
de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigao
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acéo danosa de

seres vivos considerados nocivos.

Nesse contexto, como citado anteriormente, enquadram-se tanto os
agentes de controle bioldgico (entomopatégenos, parasitoides, predadores e
nematoides) quanto os agentes de controle comportamental (semioquimicos)
utilizados na agricultura com a finalidade de controlar outros organismos
considerados nocivos.

No



No

Por que Regular Produtos Biologicos?

Os produtos hiologicos devem ser orientados pelas regras estabelecidas
na regulamentacdo dessa lei, baixada pelo Decreto n° 4.074, de 8 de janeiro de
2002 (BRASIL, 2002), assim como pelos instrumentos juridicos normativos
especificos existentes para cada um desses agentes. Deve-se ressaltar que ndo €
a origem dos produtos que os classifica nesse contexto, mas sim a finalidade para
a qual eles se destinam, ou seja, controlar seres vivos considerados nocivos.

O Decreto 4.074/02 estabelece o registro como condi¢do para producéo,
manipulagdo, importacdo, exportacdo, comercializacdo e utilizacdo dos
agrotoxicos, seus componentes e afins em todo o territério nacional, ou seja, 0
registro € a maneira legal de um produto agrotdxico ser comercializado no Brasil
seja por intermédio de formulacdo/fabricacdo dos seus componentes, seja pela
importacdo deles. O objetivo do registro, entre outras coisas, € garantir a
seguranca da populagdo e do meio ambiente, além de assegurar padrbes de
qualidade e eficiéncia para os produtos a serem comercializados.

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento (MAPA),
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sdo os 6rgdos federais
responsaveis pela Avaliacdo e o Registro de Agrotoxicos e Afins.

Segundo o Decreto N° 4.074/02, aqueles que solicitam o registro devem
submeter a cada um dos orgdos citados informagdes e dados especificos para
que sejam propriamente avaliados. Excepcionalmente, os produtos a serem
utilizados no ambiente domiciliar (domissanitarios) e em campanhas de saude
publica, sdo regidos pela Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976 (BRASIL, 1976)
e por esse motivo sdo avaliados e tem seu registro concedido Unica e
exclusivamente pela Geréncia Geral de Saneantes da ANVISA. De modo geral, as
principais  preocupagfes dos Orgdos reguladores estdo relacionadas a
similaridade no modo de agdo existente entre os produtos biolégicos e os
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produtos quimicos convencionais, ou seja, 0S possiveis impactos da utilizacao
desses produtos sobre o meio ambiente e sobre a saude da populagdo exposta.
As exigéncias fazem sentido, pois, mesmo se tratando de um produto natural, o
principal questionamento €: Quais conseqiiéncias poderiam ser advindas da
utilizacdo desses produtos em quantidades ndo naturais? A partir desse
ponto surge a relevancia de informacfes tais como: a toxicidade de potenciais
toxinas, dados de irritabilidade, alergenicidade e patogenicidade Assim sendo,
justificam-se a avaliagdo prévia e os testes de seguranca requeridos de forma a
se obter dados de identificacdo do perigo oferecido pelo agente no contexto de
um processo de avaliagdo de risco que ird nortear o gerenciamento das
preocupagdes existentes.

Mundialmente, o interesse pela utilizacdo de produtos considerados
eficazes e menos poluentes (naturais) vem crescendo e, nesse ponto, 0 aumento
da comercializagdo de produtos a base de microrganismos entomopatogénicos
(microbiolégicos) e de ferombnios (semioquimicos) de insetos deve-se,
sobretudo, ao incremento das pesquisas nesse setor.

Todavia, até bem pouco tempo, todo o processo de avaliacdo e registro de
produtos era voltado exclusivamente para a avaliacdo de substancias quimicas
(agrotoxicos convencionais), € os produtos bioldgicos, totalmente distintos, vinham
sendo enquadrados nesses protocolos.

Com o0 aumento da demanda por alimentos “mais limpos” e por produtos
considerados pela legislagdo vigente como de “baixa toxicidade e
periculosidade”, torna-se premente que o0s o¢rgdos reguladores brasileiros se
adaptem a esse novo tipo de “agrotéxico” e, nesse contexto, promovam avaliacao
diferenciada para esse tipo de produto, o que sera fator imperativo, entre
outras coisas, para a Vviabilizacdo e o desenvolvimento da pesquisa em
biotecnologia no Pais.

NS
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A partir do momento em que a agricultura se torna uma atividade humana
viabilizadora da sobrevivéncia do homem, surgem, também, os problemas de
ocorréncia de organismos, entre eles insetos e &caros, concorrendo com a
exploracdo dos cultivos. A introducdo, em grandes areas, de uma Unica espécie
vegetal de interesse econdmico resulta em um ambiente ecologicamente
simplificado, favorecendo as altas taxas de reproducdo e sobrevivéncia de
algumas espécies que se tornam pragas na agricultura (RISCH, 1981).

Até a década de 1940, as praticas utilizadas no controle de pragas
baseavam-se no emprego de organismos para controle de pragas, denominado
controle biolégico. Um método de controle densidade-dependente, no qual uma
espécie de inimigo natural atua na diminuicdo populacional de outra espécie,
considerada praga, pelos mecanismos de predacdo, parasitismo, patogenicidade
ou competicdo. Outra forma de controle de pragas, o denominado controle
quimico, era feito pela utilizacdo das propriedades tdxicas de muitas plantas, a
partir de seus extratos e outras substancias quimicas. Essas substancias, quando
pulverizadas sobre os cultivos ou armazenadas junto aos produtos agricolas,
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apesar da eficiéncia bastante varidvel, contribuiam para a eliminagéo de pragas.
No Brasil, a partir da Lei 7.802/89, a denominacdo estabelecida para essas
substancias quimicas é agrotoxico.

A pratica do controle biolégico foi desenvolvida ha séculos a partir da
observagdo de produtores da acdo de controle, principalmente, de predadores em
insetos-praga, de facil visualizagdo e compreensdo de seus ciclos de vida e de
suas interacbes. A acdo de agentes de controle bioldgico, ocorrendo de forma
natural nos cultivos, € denominada controle biologico natural. Como exemplo,
tem-se 0 uso de coldnias de formigas na China e Yemen para controle de pragas
em Citrus e Phoenix. Na Europa, o primeiro registro de uso de insetos predadores
data de 1752, no qual se afirmava que “todo inseto tem seu predador que o caga e
o destroi”. No inicio do século 19, era sugerido que predadores, como moscas da
familia Syrphidae e besouros da familia Coccinelidae fossem usados para o
controle de pulgbes em casa de vegetacdo e cultivos de campo. No caso de
insetos parasitoides, a observacdo de emergéncia de vespas da familia
Ichneumonidae em largartas de mariposas, como resultado da postura de ovos
desse parasitoide no interior do corpo do hospedeiro, representa um dos primeiros
registros de parasitismo, sendo um evento de maior dificuldade de observacdo e
de entendimento da relagdo entre parasitoide e hospedeiro (COLSON, 1992).

No século 19, houve grande aumento de pesquisas abrangendo aspectos
de taxonomia, hiologia e ecologia de insetos parasitéides e predadores (DEBACH;
ROSEN, 1991). Nesse cenario, ocorreram as acfes de importacdo de
parasitéides e outros grupos de inimigos naturais de varias regies do mundo,
sendo que uma das primeiras introducbes foi realizada em 1855, com a
importacdo de um parasitéide da Europa para os EUA. Esse tipo de controle
biol6gico, a partir da importacdo de agentes de controle, € denominado controle
biologico classico, no qual sdo feitas introducdes inoculativas, com posterior
aumento da densidade populacional e estabelecimento na area.
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Com 0 avanco de pesquisas que permitiram a manipulagdo dos inimigos
naturais, alcancou-se a terceira dimensdo do controle biolégico (VAN DEN
BOSCH; MESSENGER; GUTIERREZ, 1982). Esses avangos possibilitaram a
criacdo massal desses agentes de controle hiologico, com base em técnicas de
criagdo em hospedeiros naturais ou no uso de dietas artificiais, além do
entendimento das suas bases ecoldgicas de forma a otimizar sua utilizagdo. O
conhecimento de requisitos nutricionais de predadores e parasitdides, bem como
aspectos relacionados a manipulagdo de colénias em laboratério, permitiu sua
utilizacdo a partir de liberagcbes periodicas em campo, com o denominado
controle hioldgico aplicado.

No caso dos entomopatdgenos (fungos, bactérias, virus, nematdides) o
desenvolvimento do conhecimento desses agentes foi impulsionado pelos danos
causados por fungos em criagbes do bicho-da-seda Bombyx mori, comprovado,
cientificamente, em 1835, tratar-se de infec¢do de Beauveria bassiana. No ano
seguinte, houve a primeira proposta de utilizacdo de liquidos de cadaveres de
lagartas misturados em &gua para pulverizacdo em plantas, como forma de
controle de pragas. Entretanto, testes em campo s6 foram realizados na Russia,
em 1884, quando foi desenvolvida a produgdo em massa de esporos do fungo
Metarhizium anisopliae para controle de larvas de Cleonus punctiventris
(COLSON, 1992).

Dentro do controle bioldgico, existe ainda a possibilidade de utilizacdo de
artropodes para controle de plantas daninhas e de agentes para controle de
patdgenos. No caso do uso de artropodes para controle de plantas daninhas, o
exemplo classico é o da utilizacdo da cochonilha Dactylopius no controle do
cictus do género Opuntia, em meados do século 19 (GOEDEN, 1983). O
emprego de agentes de controle biolégico para controle de patogenos foi
primeiramente constatado, com base nas evidéncias de competicdo entre fungos
saprdfitas e fungos patogénicos (SANFORD, 1926).

(&%)
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O marco do descobrimento de novas moléculas inseticidas e sua utilizacao
em grande escala data da década de 1940, entretanto, muitos registros de
controle de pragas com o emprego de substancias quimicas, os agrotoxicos, em
especial, para controle de insetos, sdo anteriores a essa época. Registro de cerca
de 2500 a.C. indica 0 uso de substancias quimicas pelos sumerianos. Da mesma
forma, egipcios e chineses utilizavam ervas e 6leos principalmente para protecéo
de sementes. Em 1101, os chineses descobriram as propriedades inseticidas do
sabdo, sendo que, no final do século 15, a utilizagdo de infusdes de fumo e de
outras ervas, além da utilizacdo de arsénico, tornou-se comum para controle de
pragas agricolas. No final do século 19 e inicio do século 20, surgiram 0s
equipamentos de aplicacdo de inseticidas, ocorrendo as primeiras aplicacfes
aéreas, para o combate ao bicudo do algodoeiro dentro de um programa nacional
de controle, ocorrido nos EUA em 1922. No periodo compreendido entre as
décadas de 1920 e 1930, os agrotoxicos apresentavam baixa eficiéncia, elevado
custo e causavam efeitos fitotdxicos as plantas cultivadas, além do destaque de
uso do controle hiolégico no combate as pragas agricolas.

A partir da década de 1940, durante a Segunda Guerra Mundial, ocorreu a
descoberta das propriedades inseticidas do DDT. Inicialmente utilizado no
combate ao mosquito Anopheles spp., transmissor da maléria e de Rickettsia
prowazekii, transmissor do tifo, essa molécula ganhou destaque, posteriormente,
no combate a pragas agricolas. Desde entdo, iniciaram-se as pesquisas para
busca de novas moléculas com propriedades inseticidas a base de,
principalmente, derivados do petréleo, com grande participacdo das companhias
desse setor. Diante desse cendrio, com a promessa oferecida de controle
eficiente de pragas por meio dos agrotoxicos, as pesquisas foram priorizadas para
essa utilizagdo e, mesmo o controle bioldgico, passou a ter papel secundério e,
em alguns casos, foi considerado desnecessario (CROCOMO, 1990).



Fundamentos para regulac&o ...

A ilusdo do aspecto infalivel dos agrotoxicos para o controle de pragas,
contudo, foi gradualmente eliminada quando os efeitos deletérios ao meio
ambiente e a salde humana comecaram a ser constatados poucos anos depois.
Um marco dessa constatacdo foi a publicacdo do livro de Raquel Carson,
Primavera Silenciosa, em 1962, no qual foram feitas acusacbes contra 0 uso de
inseticidas e seu impacto no meio ambiente. Essas acusagbes foram baseadas
em estudos sobre a reducdo da populacdo de aves no periodo da primavera.
Pesquisas cientificos detectaram que os inseticidas do grupo Clorado, entre eles o
DDT, comprometiam a deposi¢do de calcio na casca do ovo, 0 que gerava 0v0S
de casca com resisténcia reduzida, com grande ocorréncia de ovos quebrados no
momento da postura, que era inviabilizada. Esse livro causou a reagdo de varios
segmentos da sociedade americana, culminando com a elaboracdo de um
relatério recomendando a adocdo de préticas no controle de pragas que
favorecessem a qualidade ambiental.

Os estudos e 0 entendimento do impacto dos agrotdxicos avancaram e
foram além, quando demonstraram que o uso inadequado do controle quimico

gera problemas ao meio ambiente, a salde humana e pode comprometer a
sustentabilidade da exploragdo agricola.

A presenca de agrotoxicos no meio ambiente ocorre a partir das suas
formas de aplicacdo que podem ser direta ou indireta. A aplicagéo intencional ou
direta ocorre quando direcionada, principalmente, para plantas cultivadas,
animais, solos, mananciais (para controle de ervas aquéticas e larvas de moscas),
além do uso domissanitario. Outra forma de introdugdo de agrotoxicos é a
contaminagdo ndo intencional ou indireta, pelo lixo industrial de fabricas de
agrotoxicos, com descargas em cursos de aguas ou lencdis fredticos, alem de
deriva, chuva, limpeza de tanques de pulverizadores, entre outras formas.
Movimentos de correntes de ar sdo uma fonte potencial de contaminagdo de

agrotoxicos, mas que ainda ndo estd bem compreendida. A erosdo causada por

(&%)
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movimentagcdo de A&guas superficiais pode contribuir para o transporte de
agrotoxicos de uma area tratada para areas nao tratadas como lagoas, represas e
cursos de agua superficiais ou de subsuperficie. No entanto, considerando as
varias formas que podem ocorrer a contaminacdo e a ocorréncia de residuos de
agrotoxicos na atmosfera e nos ecossistemas aquaticos e terrestres, a maior
concentracdo desses residuos é verificada nos ecossistemas aquéticos, sendo
que quase toda a introducdo de agrotoxicos no meio ambiente € feita pela
aplicacdo direta nas lavouras (BAPTISTA, 1996).

O impacto dos agrotéxicos na salde humana ocorre, sobretudo, pela
exposi¢do do homem, no momento do preparo da calda, na aplicacdo da cultura
e durante a colheita. Outra forma de impacto na salde humana € via consumo de
produtos agricolas, principalmente in natura, quando as quantidades de residuos
de agrotoxicos excedem o limite maximo toleravel. Essa contaminagdo varia em
fungdo do grupo quimico, dosagem, respeito ao periodo de caréncia e registro do
agrotoxico para a cultura. A questdo de residuos de agrotoxicos nos alimentos tem
recebido cada vez mais atencdo por parte do mercado interno brasileiro, com
consumidores mais informados e exigentes. Exigéncia esta j& presente no
mercado internacional, no qual os produtos com selo de qualidade, definidores de
menor impacto a salde humana podem ter maior aceitacdo comercial
(BEZERRA; NOGUEIRA; PAULA, 1999) ou mesmo serem rechacados com base
nas normas dos acordos internacionais que estabelecem monitoramento dos
niveis toleraveis de residuos.

O impacto que os agrotdxicos pode gerar na exploracdo agricola,
comprometendo sua sustentabilidade, esta relacionado a problemas de sele¢éo
de populagdo resistente, ressurgéncia, aparecimento de novas pragas, erupgao
de pragas até entdo de ocorréncia esporadica na cultura, denominadas pragas
secundérias, e morte de insetos benéficos, como os polinizadores e 0s inimigos
naturais além da elevagdo dos custos de producao.

A resisténcia de organismos-praga aos agrotoxicos representa grave
problema que pode ser desencadeado pelo uso inadequado de agrotdxicos. Na
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populagdo de pragas, ja existem individuos com caracteristicas genéticas que
conferem resisténcia a determinada molécula de agrotdxico ou mesmo grupo
quimico, e a exposicdo continuada a determinado agrotoxico leva a sele¢do de
populacdo resistente ja que, ao longo das geracBes da praga, essa pressdo de
selecdo tende a reduzir ou mesmo eliminar individuos suscetiveis ao agrotoxico,
restando apenas individuos resistentes. A ressurgéncia de pragas, 0 aparecimento
de novas pragas e a erupcdo de pragas secundarias ocorrem em funcdo do
favorecimento de determinada praga pela aplicagdo de agrotoxicos, princi-
palmente, pela eliminacdo de seus inimigos naturais (GALLO et al., 2002).

Além dos controles quimico e hioldgico existem outras formas de controle
que sdo usadas desde os tempos mais remotos, valendo ressaltar que nem todo
controle que ndo é quimico é biologico. O mais comum deles era é o controle
cultural que, por meio de praticas como eliminacdo dos restos culturais, bom
preparo do solo, eliminacdo de plantas daninhas, estabelecimento de época de
plantio ou época de colheita representa, até os dias atuais, medidas que podem
exercer controle de pragas. Da mesma forma que o controle mecénico, por
exemplo, realizado mediante destruicho manual de lagartas desfolhadoras e o
controle fisico, pelo uso do fogo, armadilhas luminosas, entre outras medidas
(GALLO et al., 2002).

A resisténcia de plantas, em menor nimero de casos, também apresenta
registro de sua utilizacdo. Exemplo é o do final do século 19, da importagdo de
plantas de uva dos EUA para a Europa para serem empregadas como
porta-enxertos e dessa forma desfavorecer o ataque da praga filoxera as raizes
das plantas. O emprego dessas plantas resistentes evitou que a indUstria de vinho
na Franca fosse inviabilizada pela falta de matéria-prima (LARA, 1991).

Ao longo do tempo, outros avancos foram obtidos pela pesquisa que
disponibilizou novas formas de controle de pragas. O controle comportamental
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surge do entendimento do aproveitamento de odores para comunicagdo entre 0s
insetos, 0s semioquimicos. Com os avangos na identificacdo desses compostos a
partir da década de 1950, o interesse por esse tipo de comunicagdo olfativa
intensificou-se e atualmente o emprego do controle comportamental de pragas,
utilizando-se principalmente de feroménios, tem-se apresentado como promissora
(VILELA: DELLA LUCIA, 1987). Os feroménios podem ser usados para a deteccéo
da chegada da praga na cultura, para 0 monitoramento da populacao de pragas e
também para reducdo dessa populagdo, por meio de armadilhas utilizadas tanto
para a coleta massal como para a interrup¢do da comunicacdo entre machos e
fémeas da espécie, por meio do confundimento, causando nas duas situacoes, a
diminuicio da populacdo da praga.

Os avancos tecnoldgicos na area de cultura de tecidos e biologia
molecular tornaram possivel a transferéncia de genes exdgenos para plantas
cultivadas, com base em novas técnicas de engenharia genética, sendo essa
tecnologia a Ultima geracdo de medidas no controle de pragas. No caso de
resisténcia de plantas a insetos, 0 emprego de genes que expressam proteinas da
bactéria Bacillus thurigiensis (Bt) sdo as mais utilizadas até 0 momento e causam
a morte do inseto pela inativagdo das células do intestino, sendo usadas em
muitos paises para controle de pragas da Ordem Lepidoptera (mariposas e
borboletas) e Ordem Coleoptera (besouros) (GALLO et al., 2002).

Vérias sdo as correntes que sistematizam o controle de insetos e acaros ao
longo da histéria. Pedigo (1999) divide o uso de métodos para controle de pragas
em trés momentos distintos. A era pré-inseticida, a era inseticida e a era do
surgimento do conceito de manejo de pragas. J& Salgado e Conceicdo (1999)
caracterizam o uso de agrotoxicos em trés fases: (1) conceito estético comercial
que envolve a concepcdo de qualidade dos produtos agricolas relacionados
apenas com a aparéncia do produto, desconsiderando a presenca de residuos;
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(2) conceito ecoldgico que propde a reducdo do controle quimico como forma de
favorecer o controle bioldgico e; (3) conceito ecotoxicoldgico, com énfase na
busca de maior nimero de recursos viaveis e necessarios para reduzir o controle
quimico, sendo a praga caracterizada pela presenca de uma populacéo.

Atualmente, no Brasil, um pais com exploracdo econdémica de culturas que
varia desde grandes éareas com producdo de comodities agricolas até a
exploracdo de &reas menores, como € 0 segmento da agricultura familiar, podem-
se definir trés filosofias distintas de controle de pragas que ocorrem
concomitantemente e estdo presentes nos diferentes segmentos do setor
produtivo agricola: (1) filosofia tradicional de controle de pragas; (2) filosofia do
sistema organico de produgdo e; (3) filosofia do manejo integrado de pragas.

Conforme apresentado anteriormente, a partir do histérico do uso de
métodos de controle de pragas, o desenvolvimento e a disponibilizacdo de
moléculas de agrotoxicos, essa filosofia baseia-se na prevaléncia do controle
quimico diante da presenca ou da suspeita de individuos de espécie-praga na
cultura. Sua utilizacdo pode ser justificada, em um primeiro momento, pela falta
de informacdo para alguns cultivos, pela ocorréncia efetiva de inimigos naturais
pelo real impacto na producdo causado pelas espécies de herbivoros. Entretanto,
ndo se podem desprezar o risco envolvido no investimento agricola e a
simplicidade de adocéo do controle quimico, considerada ndo s6 por parte dos
produtores, como também de técnicos (NORTON, 1993).

Basicamente, nessa filosofia de controle, o conceito de praga diz respeito a
insetos que praticam herbivoria em uma cultura e que devem ser eliminados
como forma de ndo representar risco & exploragdo econdmica. As expressdes
“inseto bom € inseto morto” e “método calendario” caracterizam a forma como €
feita a tomada de decis&o para o controle de pragas.

(@®)
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Diante das constatacBes do impacto do controle quimico de pragas no
ambiente e na salde humana e, mais recentemente, da demanda crescente de
alguns nichos de mercado por produtos livres de substancias quimicas, surgiram
diversas correntes que adotam a filosofia de controle de pragas dentro do sistema
organico, baseada no emprego de métodos culturais, biolégicos e mecanicos em
contraposicdo ao uso de material sintético, como sdo os agrotoxicos. De acordo
com a Lei 10.831/2003, considera-se sistema organico de produgdo agropecuaria
no Brasil todo aquele sistema no qual se adotam técnicas especificas, com
destaque para a proposta de minimizagdo da dependéncia de energia nao
renovavel, além da otimizacdo do uso dos recursos naturais e sustentabilidade
econdmica e ecoldgica. O conceito de sistema de produgdo orgénico abrange
todas as correntes propostas atualmente no Brasil, tais como sistema ecoldgico,
natural, regenerativo, permacultura, biolégico, entre outros. Nesse sistema, €
estabelecida a eliminacdo de organismos geneticamente modificados e das
radiacBes ionizantes, bem como a diversificagdo, 0 consdrcio e a rotacdo de
culturas, o uso de caldas tradicionais como bordalesa, vicosa e sulfocélcica, o
emprego de métodos mecénicos e fisicos, a utilizacdo de germoplasmas
adequados a cada regido e a cada realidade ecoldgica. Segundo Darolt (2002),
os Estados de Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Espirito Santo concentram
cerca de 70% da produgdo nacional de alimentos organicos, sendo que o Brasil
ocupa o trigésimo quarto lugar entre 0s paises exportadores de produtos
organicos.

A origem do conceito de Manejo Integrado de Pragas (MIP) surge
inicialmente dentro das bases tetricas do controle hiolégico de pragas, quando se
tentou resgatar uma alternativa ao controle quimico, devido ao impacto causado,
principalmente, pelos inseticidas do grupo dos clorados (DENT, 1993). Entretanto,
considerando a demanda de controle de determinadas pragas que o controle
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biolégico ndo atinge, bem como a eficiéncia nos pardmetros estabelecidos dentro
da exploracdo agricola comercial, foi proposto o conceito de controle integrado,
enfatizando o uso de seletividade dos agrotéxicos como forma de favorecer a agao
dos inimigos naturais e minimizar a demanda de aplicacbes de agrotoxicos
(STERN et al., 1959; SMITH; VAN DEN BOSH, 1967). O termo manejo integrado
de pragas e sua sigla MIP surgiram com a evolucdo e proposta de reunir ou
mesmo integrar outras praticas de controle e envolvem o0s principios de nao
erradicar insetos e sim reduzir o status da praga, em niveis toleraveis, de forma a
favorecer a manutencdo da qualidade ambiental do cultivo, dos ecossistemas
naturais e da saude humana (PEDIGO, 1999).

A filosofia do manejo integrado de pragas envolve primeiramente a proposta
de estabelecimento de metas que visam eliminar ou minimizar os danos
causados pelas pragas denominadas estratégicas. Ja as medidas empregadas
para a adocdo de estratégias estabelecidas no manejo integrado de pragas s&o
definidas como taticas (CHANT, 1964) e sdo os métodos de controle disponiveis e
vidveis de serem empregados no controle das pragas de forma que as metas
estratégicas sejam atingidas.

Primeiramente, abordou-se a definicdo de praga agricola tendo como base
sua densidade populacional e injdria causada no tecido vegetal. Organismos
presentes na cultura, praticando herbivoria, véo ser classificados como pragas de
acordo com o impacto que podem gerar na exploracdo agricola a partir da injdria
que venha a se repercutir em dano econémico, considerando aqui ndo s6 o
parametro de presenca da espécie do organismo, mas a sua populagdo. Excecdo
a essa classificacdo sdo os insetos transmissores de doengas oS quais, na
chegada a cultura e na picada de prova, ja estdo disseminando, por exemplo,
viroses, desencadeando dano econdmico, mesmo se tratando de baixa
densidade populacional.
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Toda espécie apresenta um ponto de equilibrio que é sua densidade
populacional média, ao longo do tempo. Espécies que, ao se alimentarem da
cultura, ndo desencadeiam dano econdmico, ou seja, perdas econbémicas na
producdo, sdo definidas como organismos ndo-praga. Entretanto, quando perdas
econdmicas ocorrem na produgdo, atingindo o que é definido como nivel de
dano, causado pelo ataque de uma espécie de herbivoro em determinada
densidade populacional, tem-se ai a definicdo de praga agricola conforme a
flosofia do MIP (ROSSET, 1991). A densidade populacional que pode
desencadear dano econdmico, atingindo o nivel de dano, varia em funcdo da
praga e da injuria que é causada no tecido vegetal, existindo pragas que atacam a
parte da planta de interesse comercial, as pragas diretas, e aquelas que ocorrem
em outras partes da planta, as pragas indiretas.

Dentro do grupo das pragas agricolas, existem as pragas-chave e as
pragas secundéarias. As pragas-chave podem ser separadas em pragas-chave
severas, nas quais o ponto de equilibrio de densidade populacional estd sempre
acima do nivel de dano e em pragas-chave freqiientes em que constantemente
ocorre aumento da densidade populacional acima do nivel de dano. As pragas
secundarias, conforme apresentado anteriormente, sdo aquelas que, devido a
acdo dos agentes de controle natural, entre eles os agentes de controle bioldgico,
apresentam surtos mais esporadicos e atingem com menor freqii€ncia o nivel de
dano.

A tomada de decisdo para adogdo dessas medidas de controle baseia-se
no nivel de controle. Esse nivel é estabelecido conforme a densidade
populacional da praga; medidas de controle devem ser adotadas de forma a evitar
que essa densidade populacional atinja o0 nivel de dano e desencadeie perdas
econdmicas na cultura (ROSSET, 1991; PAULA, 1997). Na Figura 1, pode-se
observar uma representacdo gréfica dos conceitos de organismo nao-praga,
praga secundaria e praga-chave em fungdo da flutuacdo da densidade popula-
cional de espécies de pragas hipotéticas e nivel de dano e a tomada de deciséo
para ado¢do de medidas de controle, tendo como base o nivel de controle.
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Figura 1. Organismo ndo-praga, praga secundaria e praga-chave de acordo com as densidades
populacionais de espécies hipotéticas.
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Na execucdo de um Programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP),
devem-se levar em consideracdo componentes que podem ser adotados como
forma de contemplar os pressupostos estabelecidos pela filosofia do MIP. Sendo
eles a avaliagdo do agroecossistema, a tomada de decisdo e a escolha dos
métodos de controle.

A avaliagdo do agroecossistema envolve, a partr de técnicas de
amostragem e monitoramento, 0 acompanhamento de Varios pardmetros da
cultura. A verificacdo da densidade populacional de pragas e de inimigos naturais,
conforme discutido anteriormente, permite conhecer os valores de densidade
populacional da praga em que é necessaria a tomada de deciséo para adogédo de
medidas de controle de pragas. A avaliagdo da densidade populacional de
inimigos naturais, particularmente para espécies que exercem controle biologico
efetivo de pragas no agroecossistema, é uma informagdo também usada na
tomada de decisdo, ja que a acdo desses agentes de controle natural pode
funcionar como forga reguladora que mantém a densidade populacional das
pragas abaixo do nivel de controle. A avaliagdo do estadio fenoldgico da cultura
fornece subsidios para se estimar resposta da planta diante da injuria no tecido
vegetal, causado pela praga, sendo que o estadio de desenvolvimento da planta
pode influenciar o grau de susceptibilidade e dano econdmico causado pela
praga e, finalmente, a avaliacdo das condi¢fes climéticas, j& que os fatores de
clima influenciam a densidade populacional de pragas, de inimigos naturais e o
grau de suscetibilidade das culturas. Essa influéncia ocorre, ainda, na utilizagdo e
na eficiéncia de métodos de controle a serem adotados para controle de pragas, o
que, em (ltima analise, determina a relevancia do acompanhamento na cultura
dos dados de temperatura, umidade, precipitacdo, entre outros.

A tomada de decisdo para adogdo de medidas de controle de pragas,
quando necessério, envolve a andlise de todas as informacdes obtidas da
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avaliagdo do agroecossistema e a escolha dos metodos de controle viaveis de
serem utilizados. Essa tomada de decisdo deve ser norteada pela estratégia
estabelecida dentro de um Programa de Manejo Integrado de Pragas, proposto
anteriormente ao estabelecimento da cultura.

Em um Programa de MIP, varios tipos de estratégias de controle de pragas
podem ser propostas e podem variar da estratégia de ndo-adogdo de nenhuma
medida de controle até a combinacdo de adocdo de mais de uma estratégia
(PEDIGO, 1999). Nos casos em que as densidades populacionais de pragas
estdo abaixo do nivel dano econbmico, a estratégia da ndo-ado¢do de medidas
de controle significa que mesmo ndo se lancando mdo de medidas para
supressdo dessa popula¢do, um cuidadoso acompanhamento da cultura deve ser
realizado por meio do monitoramento da praga.

A reducédo de populagfes de pragas, como uma estratégia do MIP a partir
de uma abordagem terapéutica, € adotada nos casos em que a densidade da
populagdo da praga ou mesmo historico de problemas com determinada espécie
de praga demandam a reducdo do seu ataque que pode ser obtida pela
diminuicdo de aspectos favoraveis para sua ocorréncia, como, por exemplo,
rotacdo de culturas, preparo do solo, eliminagdo de abrigos de pragas préximos a
area de cultivo. A reducdo da ocorréncia de pragas pode também ser feita com a
aplicacdo de inseticidas, ndo sendo, entretanto, a Unica op¢do ja que outras
taticas podem ser adotadas, tais como: liberagdo ou aplicacdo de inimigos
naturais além de plantio de cultivares resistentes. Outra estratégia refere-se a
reducdo da suscetibilidade da cultura a injuria causada pela praga. Exemplos de
taticas para alcancar essa estratégia proposta, diz respeito as aplicagBes de
adubac@o para aumentar o vigor da cultura ou estabelecimento de datas de
plantio, como forma de evitar a sincronia de ocorréncia da praga e época de
estadio fenolégico da cultura mais susceptivel ao seu ataque.

A estratégia a ser estabelecida em um Programa de Manejo Integrado de
Pragas varia em funcdo das caracteristicas do agroecossistema em questdo, e
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seu grau de complexidade esta em funcdo do status da praga ou complexo de
pragas, presente em determinada cultura. De modo geral, pragas secundérias de
ocorréncia esporadica na cultura terdo como op¢do de manejo o0 controle
terapéutico, mediante constatagdo de seu impacto, por meio do nivel de controle.
Ja em relagdo as pragas-chave, em um programa de manejo, as estratégias e
taticas adotadas deverdo contemplar a¢des de reducdo de fatores que favorecam
sua ocorréncia e a adogdo de controle terapéutico em menor escala, baseado no
nivel de controle.

Além do impacto ao meio ambiente e na salde humana, o uso inadequado
de agrotoxicos pode comprometer a propria sustentabilidade da exploracdo
agricola. A filosofia do Manejo Integrado de Pragas (MIP), mesmo ndo eliminando
0 controle quimico como alternativa de controle de praga, € estruturada dentro de
uma abordagem holistica que envolve a adocéo de outras formas de controle de
forma a atingir com eficiéncia o controle de pragas e minimizar o impacto dos
agrotoxicos. Nesse contexto, métodos de controle de comprovada eficiéncia,
como o controle hioldgico classico e aplicado, controle cultural, controle
comportamental, resisténcia de plantas, entre outros métodos, devem ser
adotados, em funcdo da disponibilidade da tecnologia para cada cultura. Esses
métodos de controle, na maioria dos casos, desempenham, ainda, papel
compativel e favordvel ao controle biologico natural que € um dos pilares da
filosofia do MIP por impedir que, dos milhares de espécies de herbivoros que
ocorrem na hatureza, apenas pequeno nimero delas venha a adquirir o status de
praga.

Considerando o caso particular dos métodos de controle biolégico classico
e aplicado e o controle comportamental, a pesquisa tem avancado com
contribuicbes na para seu emprego em diferentes culturas. Os feroménios para o
uso em monitoramento da populacdo de pragas e suporte para tomada de
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decisdo para adogdo de controle, bem como para o0 controle de pragas via coleta
massal e confundimento e o controle biolégico para controle de pragas
introduzidas no Brasil, até entdo quarentenarias ou exoticas, e também para
pragas nativas de ocorréncia empataste em diversas culturas.

Questdes relacionadas aos aspectos quarentenarios de importacdo de
agentes de controle bioldgico, analise do risco dos possiveis impactos apds sua
introducdo, eficiéncia de controle da praga-alvo pelo agente de controle bioldgico,
além dos aspectos relacionados ao controle de qualidade das formulacdes
comerciais de entomopatdgenos e coldnias de predadores e parasitdides, a
serem comercializados e liberados em campo, sdo aspectos-chave que devem
receber atencdo na elaboragdo de politicas publicas de uso desses métodos de
controle formalizado pela legislacdo. Tal abordagem deve representar, ndo a
imposicdo de barreiras para a pesquisa e utilizacdo dessas ferramentas de
destacada relevancia no controle de pragas, mas contribuir de maneira decisiva
para 0 sucesso do seu uso.
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Para que o Brasil possa continuar colhendo os bons resultados
econbmicos nas atividades do agronegdcio, € fundamental perseguir e
acompanhar a geracdo de novos conhecimentos e tecnologias, com sua
conseqilente incorporacdo aos processos produtivos, tanto para aumento da
producdo e da produtividade quanto, principalmente, da qualidade do que é
produzido. As metas previstas para 0 setor no Plano Plurianual Federal (2004 -
2007) sdo estratégicas para atender as necessidades internas e de exportacdo do
Pais, ndo s6 em termos de alimentos e fibras como também em biocombustiveis e
necessitam do aporte de inovagBes capazes de impulsionar as praticas agricolas
de qualidade, com respeito ao meio ambiente. Os avangos requeridos nao
podem, no entanto, advir da importacdo de conhecimentos e de tecnologias que
tanto onera a balanca de pagamentos. E preciso gera-las no Pais, garantindo o
grau necessario de soberania.

Nesse contexto, 0s problemas fitossanitarios, que tém implicacdes diretas
na sustentabilidade do agronegdcio brasileiro, requerem soluges inovadoras
para 0 combate aos prejuizos causados pelos insetos-praga nas lavouras e nos
produtos armazenados. Mais recentemente, vém sendo requeridas solucBes que
ndo apenas controlem as pragas, mas também ndo acarretem outros problemas,
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como residuos toxicos em alimentos e no meio ambiente e a elevacdo dos custos
de produgdo, como acontece com as aplicagbes intensivas de agrotoxicos que
ndo geram solucdes duradouras. E necessario grande esforco nacional em prol
do efetivo desenvolvimento cientifico e tecnoldgico na area, visando dar ao Pais
condi¢Oes de consolidar-se como grande produtor e exportador de alimentos.

A sustentabilidade da atividade agricola somente sera alcancada com a
implementacdo de programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), mas, para
isto, € preciso desenvolver os diferentes métodos que o compde para cada
cultura. Nao se pratica o MIP com dependéncia exclusiva dos agrotoxicos e sem
a valorizacdo do controle biologico natural e aplicado, além do desenvolvimento
de ferramentas apropriadas para o acompanhamento permanente da populagéo
do inseto-praga, denominado monitoramento e que € um dos fundamentos para a
tomada de decisdo do agricultor praticante do MIP. O monitoramento sistematico
da populagdo da praga pode ocorrer de diferentes maneiras ou por amostragem
de partes da planta atacada ou pela coleta dos insetos que estdo sobre as plantas,
ou, ainda, utlizando armadilhas com atraentes como: feromoénios sexuais
sintéticos da praga, paraferomoénios ou outros semioguimicos, como no caso da
atracdo da mosca-das-frutas e broca-do-cafe.

Por serem praticas eficientes e relativamente baratas, as armadilhas com
ferombnio crescem em utilizacdo em todo o mundo, contribuindo para tornar
realidade o MIP, uma prética ainda longe de ser rotineira na agricultura brasileira
ou de paises como os EUA. Elas permitem constatar a chegada ou a presenca da
praga nas lavouras, bem como estimar a populacdo dela ao longo do ciclo da
cultura. A simples presenca de insetos, muitas vezes, ndo implica a necessidade
de medidas de controle. O importante é o nivel de sua populacdo, sendo que, se
ndo estiver causando danos econdmicos a cultura, ndo had necessidade de se
recorrer a medidas de controle (DICKE et al., 1990; PEDIGO, 1988). Esse nivel
pode ser determinado tecnicamente com o uso de armadilhas de feromdnio,
tornando a intervengdo de controle responsavel e evitando a aplicacdo de
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agrotoxicos em funcdo da simples presenca da praga ou em obediéncia a
calendarios preestabelecidos que ignoram a evolugcdo da populagdo da praga.

Para transformar essa realidade de dependéncia critica dos agrotéxicos, é
preciso inovar o controle de pragas no Brasil, adotando-se tecnologias que
empreguem feroménios, agentes de controle hioldgico, resisténcia de plantas e
outras, 0 que exige a estreita cooperacdo entre a pesquisa, agricultores, técnicos
da extensdo rural e 6rgdos do governo, com vistas ha necessaria sustentabilidade
dos nossos agroecossistemas.

Feromdnios sdo substancias quimicas formadas por cadeias de 10 a 21
atomos de carbono que promovem a comunicagdo entre individuos da mesma
espécie, ou seja, intra-especifica (YAMAMOTO; OGAWA, 1989). Fazem parte de
um grupo mais amplo de substancias utilizadas na comunicacdo entre seres
vivos, denominadas de semioquimicos que serdo discutidos mais adiante. O
primeiro feromonio evidenciado cientificamente foi o sexual, denominado de
Bombicol, produzido por fémeas da mariposa do bicho-da-seda, Bombyx mori
(BUTENANDT; BECKMANN; HECKER, 1961; BUTENANDT et al., 1959).

Os feromonios de insetos sdo, portanto, odores/perfumes produzidos
pelas glandulas exdcrinas, normalmente, nas fémeas, para atrair os machos da
prépria espécie para o acasalamento (Figura 1). O uso de feroménio sintético
ndo constitui fator de risco para espécies ndo-alvo, dada a sua especificidade.
Colocados em pequenas quantidades em liberadores apropriados, os feromonios
sexuais permanecem no campo por varias semanas atraindo individuos do sexo
oposto para armadilhas Estes, devidamente quantificados, permitem estimar a
populacdo da praga e, com isto, reduzir as aplicacbes de agrotoxicos e,
consequentemente, o custo direto e indireto dessas aplicacbes tanto para o
produtor como para 0 meio ambiente.
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Foto: Eraldo Rodrigues de Lima

Figura 1. Detalhe da glandula de feromdnio no final do abdémen de uma mariposa.

No entanto, os feromdnios ndo séo, por si s6, solucdo para problemas com
as pragas, mas uma ferramenta a ser integrada a outras em programas de MIP
que podem incluir a propria utilizacdo seletiva de agrotoxicos. As armadilhas com
feromdnio podem também ser Uteis na deteccdo de insetos exoticos em fronteiras
e aeroportos (BURKHOLDER, 1990).

Para a técnica do monitoramento, certo nimero de armadilhas, contendo
feromdnio ou outro semioquimico, é colocado na lavoura em diferentes pontos.
Os insetos atraidos e retidos nas armadilhas, dia ap6s dia, indicam a quantidade
de insetos na lavoura, informando ao agricultor se a populacdo da praga esta
crescendo e em que velocidade, preparando-o para intervir com métodos mais
adequados (CARDE; ELKINTON, 1984; HOWSE; STEVENS; JONES, 1998). Essas

armadilhas podem ser delta-adesivas, de agua ou sem saida (Figura 2).

Armadilhas com feroménio, se empregadas em maior nimero por area e
no momento correto, possibilitam a coleta massal da praga-alvo, retirando das
plantacdes, em momentos criticos, a maioria dos machos ou das fémeas e,
conseqiientemente, evitando o crescimento populacional da praga e a pressao
dela sobre a planta¢do (HOWSE; STEVENS; JONES, 1998).
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Fotos: Evaldo F. Vilela

Figura 2. (a) (b) e (c) Armadilhas para monitoramento e coleta massal tipo delta com placa adesiva;
(d) tipo prato com agua.

Além do monitoramento e da coleta massal, os feromdnios sexuais
sintéticos podem, ainda, ser liberados na atmosfera para a interrupcdo dos
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acasalamentos (confundimento) por meio de artefatos especiais impregnados
com o feromdnio (Figura 3).

Figura 3. Liberadores de feromdnio usados na técnica do confundimento.

Nesse caso, o feromonio liberado em grande quantidade na lavoura
desorienta 0s machos que, assim, ndo conseguem encontrar 0S rastros normais
do feroménio natural emitido pelos parceiros para 0 acasalamento. Essa técnica
inibe a procriagdo, evitando a ocorréncia de altos niveis populacionais da praga.
Sua aplicacdo, no entanto, exige planejamento e vontade de inovar por parte do
sistema, podendo resultar em excelentes resultados (CAMPION; CRITCHKEY;
MACVEIGH, 1989). (Figura 4).

Outra tecnologia a base de feroménios é o Atrai & Mata que emprega um
inseticida anexo a isca atrativa de feromdnio. Os insetos sdo atraidos para uma
armadilha, mas ndo sdo presos e semi-enfraquecidos ou injuriados pelos vapores
do inseticida colocado ao lado do atraente. Trata-se de uma espécie de
“atraticida” que ndo implica a necessidade de capturas. Essa tecnologia tem sido
empregada para o controle populacional de pragas importantes, como o bicudo-

Fotos: Evaldo F. Vilela
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do-algodoeiro  (Anthonomus grandis) e das palmaceas (Rhynchophorus
palmarum), com o inconveniente de ainda depender do uso de inseticidas (JAFFE
etal., 1993; MOURA et al., 1997).

Desenhos fornecidos por: Evaldo F. Vilela

Figura 4. llustracdes mostrando os liberadores no campo e a desorienta¢do da mariposa diante
das multiplas plumas do feromdnio.

Os semioquimicos liberados por plantas ou partes delas estimulam
respostas dos insetos, como agregacdo, acasalamento, alimentacdo ou
oviposicdo, sendo esse 0 caso da broca-do-café (Hypothenemus hampei),
considerada a mais importante praga dos cafezais em todo mundo (BAKER,
1999). Dos frutos do café, emanam volateis, como alcoois, aldeidos e cetonas 0s
quais atraem fémeas da referida espécie que, assim, localizam os frutos e os
perfuram, vindo a ovipositar no interior das sementes (GIORDANENGO; BRUN;
FREROT, 1993; ORTIZ et al., 2004). Pesquisadores como Lima et al., 2004;
Mathieu et al., 1999; Mendoza, 1991 demonstraram, em recentes trabalhos, a
eficiéncia da captura da broca-do-café por armadilhas contendo misturas de
semioquimicos (Figura 5), como etanol e metanol, na propor¢do de 1:1 ou 1.3
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com a adicdo de aldeidos (como benzaldeido) ou pinenos. No entanto, muito
ainda tem de ser estudado em relagdo ao melhor formato das armadilhas, bem
como o custo/beneficio e a melhor mistura dos semioquimicos. Pesquisas nessa
area encontram-se em andamento no México, Franca e Brasil - Universidade
Federal de Vigosa (UFV), Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) e Universidade
Estadual Norte Fluminense (UENF).

Figura 5. Armadilha de funil multiplo comercial e armadilha tipo IAPAR, modificada, confeccionada
com garrafa “Pet” de refrigerante (2 L), contendo semioquimicos, usadas na captura e no
monitoramento da broca-do-café.

N&o ha nada mais simples do que usar um agrotoxico em curto prazo, mas,
por ndo acarretar solugdo duradoura, deve ser substituido pelo MIP, mesmo que
isso possa significar, inicialmente, uma novidade a ser equacionada pelo
agricultor. Os resultados certamente transformardo a agricultura imediatista em
agricultura  de custo-beneficio medido e planejado, com alimentos sem
contaminacdo por residuos toxicos, aceitos pelos consumidores.

Estudos e pesquisas vém sendo desenvolvidos no Brasil, visando identificar,
sintetizar e aplicar feroménios e outros semioguimicos de insetos. Trata-se de
uma éarea verdadeiramente multidisciplinar, acolhida dentro da ecologia quimica

Fotos: Evaldo F. Vilela
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de insetos e suportada pela biologia de insetos (criagdo massal de insetos),
conforme visto a seguir.

Existe, no Pais, um nimero razoavelmente grande de pesquisadores em
sintese organica, entretanto, apenas alguns se dedicam a sintese de feromonios
de insetos. Destacam-se as equipes da UNICAMP e das Universidades Federais
de Alagoas e Séao Carlos.

Na Figura 6, pode-se observar exemplo de sintese de feroménio.

H— =—CH, —=
Y oTHP ab, V>3 otHe &9,

4

\/=\/=\/\/ OTHP \/=\/=\/\/Br f
— —
5 6

OTHP OH
— > —
7 8
VIV VA VTV AN, 0000t
—
9 1

Figura 6. Etapas da sintese do feroménio sexual da traga-do-tomateiro, Tuta absoluta, da familia
Gelechiidae. (a) EtMgBI/THF; (b) CH, - CH, - C a" C - CH, - OTs (3) / Cu (I) Br — Me,S,
-20 °C - 0°C; (c) Cy,BH (4,4 equiv); (d) CH,COH; (e) PPh,/Br, (1,5 equiv), CH,CI,;

(f) Li -=/~— OTHP, DMPU/THF 0 °C; (g) Dowex/MeOH; (h) LiAIH,/diglyme, 120-140 °C;
(i) Ac,O/pyridine.

Fonte: Michereff Filho et al. (2000).

Os trabalhos pioneiros no Brasil, de identificacdo de feromdnios foram
conduzidos na Universidade Federal de Vigosa (UFV), com a identificacdo de
ferombnios de importantes pragas da agricultura brasileira, como a
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traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (em colaboracdo com pesquisadores da
Universidade de Cornell, EUA) e do besouro-da-cana-de-acucar, Migdolus fryanus
(em colaboragdo com o National Institute of Sericicultural and Entomological
Sciences, do Japdo) (BENTO et al., 1992; LEAL et al., 1994; MICHEREFF FILHO
etal., 2000).

Por se tratar de area do conhecimento fundamentalmente multidisciplinar,
novos acordos de cooperacdo vém sendo estabelecidos entre a UFV, a
Universidade Federal do Parana, Embrapa Uva e Vinho e Universidade Sueca de
Ciéncias Agricolas, para estudo e aplicagdo de feroménios das pragas da maca
no sul do Pais. Também, a equipe do Laboratdrio de Semioquimicos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia tem identificado feromoénios de
percevejos-praga e predadores (LEAL; PANIZZI; NIVA, 1994), assim como, mais
recentemente, a ESALQ/USP, com os trabalhos com o feroménio sexual do bicho-
furdo e o minador dos citros.

Exemplo da estrutura quimica do feroménio Acetato de (2)-7-(E)-11-
Tetradecadienila € mostrado a seguir (feroménio sexual da traga-dos-cereais
Sitotroga cerealella):

H

H H
||
CH3(CH2) C= (CH 2)2C =C (CH2)6OAC

Os estudos relacionados a ecologia, a biologia e ao comportamento de
insetos-praga, fundamentais para o0 inicio das investigacbes relativas aos
feromdnios e suas aplicagdes tém sido feitos no Laboratério de Feromdnios de
Insetos, do Nlcleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria — BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa. Nessa instituicdo, existe uma equipe apta a
desenvolver esses estudos, reconhecida internacionalmente, e que conta com
infra-estrutura e outras facilidades minimas.
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S&o elaborados etogramas e estudos em olfatdmetria e tlnel-de-vento,
além de bioensaios para a comprovacdo do papel biolégico dos extratos de
glandulas e substancias sintéticas passiveis de tornarem-se feromdnio ou outro
semioquimico.

Outros grupos estudam feromdnios e outros semiogquimicos, como 0s do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), descobrindo o papel de substancias quimicas no comportamento de
pernilongos (Diptero).

Ainda, semioquimicos que participam das teias alimentares envolvendo
acaros tém sido estudados do ponto de vista ecologico na UFV (PALLINI;
JANSSEN; SABELIS, 1997).

A introducdo e a adaptacd@o de feromdnios de importantes pragas mundiais
e que também ocorrem no Brasil foram feitas com excelentes resultados, como
para 0 bicho-do-fumo (Lasioderma serricorne) e a mariposa-oriental-das-fruteiras
(Grapholita molesta). Além dessas, aplicagbes de feromoénios séo feitas
para 0 bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) e bicudo-das-palmaceas
(Rhynchophorus palmarum), além de outras pragas, devendo, ainda, ser o0 uso de
feromoénios expandido para outros casos como resultado de trabalhos em
andamento. Merecem destaque os trabalhos experimentais na area que vem
sendo desenvolvido na Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC) e na UNESP.

Para insetos de ocorréncia no territdrio nacional e em outras regides da
América Latina, trabalhos pioneiros foram desenvolvidos, com sucesso, para 0
besouro da cana-de-agicar (Migdolus fryanus) e também para a
traca-do-tomateiro (Tuta absoluta) por pesquisadores da UFV e ESALQ/USP. A
equipe de pesquisadores da Universidade Federal de Vigosa conta com grande
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experiéncia e facilidades para o desenvolvimento dos projetos tanto em
laboratdrio (Figura 7) quanto no campo, tendo sido firmadas importantes parcerias
com o setor produtivo para a realizacdo de experimentos em areas de produgao
comercial de varias culturas.

Figura 7. (a) Adulto de Spodoptera frugiperda voando para septo impregnado com feroménio
sintético em tinel de vento; (b) tinel de vento do Laboratério de Feromdnios e Comportamento de
Insetos, na UFV.

O potencial de inovacdo do controle de pragas com o emprego de
ferombnios e outros semioquimicos é, como foi demonstrado, muito grande,
abrindo, ainda, campo para outras inovagdes, particularmente, a combinagao
com métodos de controle biolégico de pragas, com uso de parasitdides,
predadores e microrganismos. Entretanto, para isto, a pesquisa no Brasil deve
responder também a outro desafio: o de encontrar a melhor mistura de
componentes do feroménio para diferentes popula¢des (ragas) de uma mesma
espécie de praga que teve seu feromonio identificado de populacdes alienigenas,
pois podera seu feroménio ser diferente. Vale mencionar 0 caso de uma
importante praga norte-americana, Ostrinia nubiliaris, que ocorre no Estado de

lowa e utiliza duas substancias como componentes de seu feromdnio natural na

Fotos: Eraldo Rodrigues de Lima
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proporcdo de 96:4 respectivamente. Ja no Estado de New York, a referida espécie
utiliza essas mesmas substancias em seu feromonio, porém, a proporgdo entre
elas é invertida: 4:96. Portanto, insetos da populacéo de lowa ndo respondem ao
feromdnio dos insetos de New York e vice-versa, 0 que constitui sério problema
para a simples transposicdo de tecnologia entre regifes geogréficas diferentes
(VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

O hicho-furdo-dos-citros (Gymandrosoma aurantianum) despontou como
uma séria praga nas plantagdes de citros do Estado de S&o Paulo,
comprometendo as exportacbes de citros in natura uma vez que as frutas
atacadas caem prematuramente das plantas. Para que esse estudo fosse
possivel, o inseto foi criado por métodos artificial e massal pela equipe da ESALQ/
USP; a caracterizacdo e a sintese do ferombnio efetuadas em estreita
colaboracdo entre pesquisadores da UFV; a determinacdo estrutural pela técnica
de espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa capilar, em
colaboracdo com a Universidade da Califérnia-Davis e a Companhia Fuji Flavor,
do Japdo, com financiamento do FUNDECITRUS e CNPg. O feromfnio esta
sendo comercializado pela COPERCITRUS para fins de monitoramento da praga
(BENTO et al., 2001).

A utilizacdo de ferombnios no campo, por envolver tecnologia nova e
desconhecida da grande maioria dos agricultores brasileiros, esta sendo adotada
aos poucos pela Biocontrole Ltda., S&o Paulo, em colaboragdo com empresas
agricolas, produtores interessados e pesquisadores da area.

As companhias de tabaco utilizam, h4d quase 20 anos, o feromonio
Serricornin para 0 monitoramento de infestacdo do bicho-do-fumo (Lasioderma
serricorne) em armazéns e locais de processamento de folhas de fumo.

(©p)]
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A lharabras S/A IndUstrias Quimicas comercializa, no Brasil, tecnologia a
base de feroménio sexual para a lagarta-rosada-do-algododeiro (Pectinophora
gossypiella), e o uso dos feroménios devera tornar-se mais corriqueiro, como
acontece na Europa que também emprega feroménio ndo s6 em armadilhas, mas
também em técnicas de confusdo sexual (mating disruption), sobretudo, para a
producdo de frutas in natura e sucos, nos quais ndo se toleram mais residuos de
agrotoxicos.

Os paises europeus 0s EUA, o Egito, Israel e a Alemanha sdo 0s que mais
empregam feromdnios, mas em volumes ainda pequenos, quando comparados
ao emprego de inseticidas convencionais. As multinacionais interessaram-se
inicialmente pela inovagdo, porém, como os feromdnios sdo bastante especificos
(para cada praga um feroménio diferente), a exploracdo comercial deles foi
considerada incompativel com a maneira como atuam. Essa especificidade de
uso, por sua vez, é a grande vantagem ecoldgica dos feroménios e demais
semioquimicos, uma vez que a aplicagdo de um feroménio somente ira interferir
na populagdo da praga-alvo, nunca nos demais organismos, maléficos ou
benéficos, presentes na darea. A comercializacdo de produtos a base de
feromdnios tem sido feita por pequenas empresas que vendem também servicos
(aplicacdo e acompanhamento de feromdnios e agentes de controle bioldgico),
tendo-se tornado um campo de oportunidades, sobretudo, para novos agrénomos,
hiélogos e quimicos.

Alguns feroménios atualmente disponiveis para uso em armadilhas no
Brasil:

» Besouro-da-cana-de-agtcar: Migdolus fryanus

Besouro-do-fumo: Lasioderma serricorne

 Bicudo-das-palmaceas: Rhynchophorus palmarum

Bicudo-do-algodoeiro: Anthonomus grandis
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» Lagarta-rosada-do-algodoeiro: Pectinophora gossypiella
» Lagarta-enroladeira-da-mac&: Bonagota cranaodes

e Traca-da-maca: Cydia pomonella

* Moleque-da-bananeira: Cosmopolites sordidus
 Gorgulho-do-milho: Sitophilus zeamais

» Lagarta-do-cartucho-do-milho: Spodoptera frugiperda
» Mariposa-oriental-das-frutas: Grapholita molesta

» Lagarta-rosca; Agrotis ipsilon

» Traga-do-tomateiro: Tuta absoluta

» Traga-das-cruciferas: Plutella xylostella

Em breve, outros feromdnios estardo disponiveis, como 0 do bicho-mineiro
do café, Leucoptera coffeella que ja foi identificado como sendo 5,9-
Dimetilpentadecano (LIMA, 2001; MICHEREFF et al., 2004).

O territdrio brasileiro estd sendo constantemente invadido por insetos que,
ao se instalarem, podem causar consideraveis prejuizos. O bicudo-do-algodoeiro
€ um dos exemplos nefastos dessa invasdo. Mais recentemente, a larva-
minadora-dos-citros (Phyllocnistis citrella), praga originaria da Asia, que apareceu
na Flérida em 1993 e no Brasil no inicio de 1996, vem ameacando a citricultura
brasileira.

A instalagdo de barreiras sanitarias em portos, aeroportos e postos de
fronteiras com armadilhas contendo feroménios de insetos-praga indesejaveis
para o Pais vem sendo feita e devera ser ampliada (Figura 8).
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\

Fotos: Evaldo F. Vilela

Figura 8. Inspecéo de carga de gréos por meio de
armadilhas com feromonio (seta).

Um entrave & comercializacdo e ao uso de feromdnios em nosso pais tem
sido, até o momento, a Lei dos Agrotoxicos e Afins que considera, para registro e
uso no Pais, os feromonios, bem como agentes de controle bioldgico, como
agrotoxicos. AcBes estdo sendo feitas pela Sociedade Entomolégica do Brasil
(SEB) para alterar favoravelmente esse quadro, contando sempre com a
compreensdo dos técnicos dos 6rgdos governamentais envolvidos Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA). Esperam-se,
para breve, Instrucdes Normativas especificas que deverdo facilitar o uso desses
produtos no Pais. A Environmental Protection Agency (EPA), dos Estados Unidos,
nao faz exigéncias para o registro de feromonios para uso em armadilhas, o que
serve de indicativo da inexisténcia de periculosidade dessas substancias.



Fundamentos para regulac&o ...

Em vérios paises da Europa, a lei também é favoravel ao uso dos
feromdnios, principalmente, no que diz respeito ao monitoramento. Para coleta
massal e confundimento, algumas regras se aplicam, assim como para 0S
agentes de controle quimico, em funcdo da maior concentracdo do feroménio
usada no campo (VILELA; DELLA LUCIA, 2001). Na Tabela 1, compara-se a
toxicidade aguda de alguns feroménios com pesticidas quimicos convencionais.

Tabela 1. Comparacéo entre a toxicidade aguda de alguns feroménios e de pesticidas quimicos
convencionais.

Feromonio DL, oral aguda(rato) DL, dermal aguda

Lagarta-rosada 15000 mg/kg

Mariposa-cigana 34600 mg/kg 2025 mglkg

Bicudo-do-algodoeiro >600 mg/kg >500 mg/kg (rato)

Besouro japonés 3980 mg/kg 1220 mglkg (coelho)

Mariposa-da-alcachofra >5000 mg/kg >2000 mg/kg (coelho)

Larva-alfinete >5000 mg/kg >2000 mg/kg (coelho)

Inseticida

Paration 13 mg/kg (macho) 6,8 mg/kg (rato)
3,6 mglkg (fémea)

Malation 1000 mg/kg 4100 mg/kg

Clorpirifos 97-276 mg/kg >2000 mg/kg (coelho)

Permetrin >4000 >4000 mg/kg (rato)

Carbaril 500 mglkg -

Aldicarb 0,9mglkg >5 mg/kg (coelho)

O Brasil, como o Pais com 0 maior crescimento agricola do mundo, tem de
se prevenir contra a entrada de novas pragas que possam diminuir o volume e a
qualidade da produgdo. Para tal, novos profissionais estdo sendo preparados e
requisitados em 6rgdos de fiscalizagdo em portos e aeroportos, para que possam
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inspecionar com a mais alta precisdo a entrada de mercadorias no Pais. Esses
profissionais necessitam de ferramentas, como armadilhas com feroménio, para
detectar a presenca de insetos-praga de graos armazenados nos contéineres que
chegam nos portos e aeroportos.

Em relacdo as pragas ja existentes no Brasil, muitas ndo tiveram, ainda,
seus feromonios elucidados, no entanto, estudos se encontram em andamento e
varios feromonios ja estdo disponiveis no mercado para 0 monitoramento e
controle de vérias pragas. Uma seérie de dificuldades, como estudo de
comportamento de machos e fémeas, desconhecimento pelo produtor da
existéncia da técnica do uso dos feromdnios, faz com que seja necessario grande
esforco na &rea. Por sua vez, também avancos na legislacdo nacional s&o
essenciais para favorecer cada vez mais 0 emprego dos feroménios em
substituicdo ou complemento ao uso dos inseticidas no MIP.
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Capitulo

Claudia Dolinski

A palavra NEMATOIDE ¢ derivada do grego NEMA, que quer dizer agulha e
da palavra OID, que significa semelhante, ou seja, semelhante a uma agulha.
Relatos sobre nemat6ides vém sendo feitos desde longa data. No Egito antigo, ja
havia relatos em papiros de “vermes enormes’, provavelmente, Ascaris
lumbricoides (lombriga) e Dracunculus medinensis (verme da Guinéa)
(CHITWOOD, 1950). A Biblia Sagrada relata que Moisés (cerca de 1250 a.C.)
supostamente se referiu a este Gltimo nematéide como “serpente de fogo” durante
a travessia do povo de Israel no deserto (NUmeros 21: 6-9).

Nematoides ou vermes arredondados ndo segmentados pertencem ao Filo
Nematoda e estdo entre 0s organismos mais numerosos do planeta, ficando em
segundo lugar apés o Filo Artrépoda (BRUSCA: BRUSCA, 1990). As vezes, passam
despercebidos, pois muitas espécies possuem tamanho infimo sendo visiveis,
apenas, ao microscdpio dptico. Contudo, nem todas as espécies de nematoides
s8o pequenas e seu tamanho pode variar de 100 um a metros de comprimento.
Nematoides ja foram encontrados em desertos aridos, no fundo de rios e mares,
em regides polares, florestas e em fontes de aguas quentes (POINAR JR., 1990).
Possuem diferentes associagcbes com plantas (fitoparasitas), animais vertebrados
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e invertebrados, mas podem também ser encontrados no solo como vida livre.
Estes (ltimos se alimentam de bactérias, protozoarios, algas, fungos existentes no
solo e também de outros nematoides (predadores) (Figura 1a-1f ).

Fotos: Jonathan Eisenbac (a, b); Edward C. McGawley (c); Ulrich Zunke (d, e, f).

Figura 1. (a) Fitoparasita (Pratylenchus sp.). Seta mostra o estilete; (b) parasita de vertebrado
(Ancylostoma caninum); (c) parasita de invertebrado (Mermis sp.); (d) bacteriéfago (Rhabditis
sp.); (e) micdofago (Aphelenchoides hamatus); (f) predador (Mononchus sp.).

Fonte: Nemapix (1997).
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Nematdides fitoparasitas sdo, em geral, encontrados no solo e se
alimentam do conteido celular das raizes, bulbos, tubérculos e rizomas. Seu
efeito na planta € direto (pelas lesdes provocadas nos tecidos vegetais) e indireto
(pela alteragdo do desenvolvimento das raizes e drenagem de nutrientes). A
presenca de galhas nas raizes de varias plantas € um exemplo da deformacéo
motivada por esses nematbides. Por causar danos mecénicos aos 0rgdos
vegetais, abrem portas ao ataque de fungos e bactérias (infeccbes secundarias).
Para perfurar as células das raizes, os fitoparasitas sdo dotados de uma estrutura
forte e pontiaguda chamada estilete que os diferencia dos demais nematdides
(Figura 1a).

O estudo dos nematdides associados a insetos é bem mais recente
(década de 1930), mas vem-se aprofundando cada vez mais devido ao crescente
interesse de pesquisadores em todo 0 mundo e a crescente necessidade de
buscar novos agentes do controle hioldgico. Reconhecidamente, esses
nematdides possuem grande potencial para o controle biologico de pragas
residenciais, agricolas e dos vetores de doencas humanas e de vertebrados.
Atualmente, existem cerca de 30 familias de nematdides em diferentes
associagOes com insetos (NICKLE, 1984; KAYA; STOCK, 1997).

Neste capitulo, sdo mostradas a diversidade no filo Nematoda e a utilizagdo
de alguns membros desse filo no controle biologico de insetos.

A palavra ENTOMOFILICO deriva do grego ENTOS, que significa insetos, e
PHILOS, que quer dizer gostar, ou seja, nematdides que gostam ou que interagem
com insetos. Essa interacdo ou associacao pode ser de diversas formas.

Forésia interna, quando o inseto apenas transporta 0 nematéide em seu
interior sem dano ou beneficio a nenhum dos dois; forésia externa, quando o
transporte é feito externamente ao corpo do inseto; vetor, quando 0 inseto
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transporta 0 nematdide, ocorrendo mudangas neste e/ou no inseto; parasitismo
obrigatério, quando o nematdide precisa de um hospedeiro para se desenvolver
e multiplicar, depauperando o hospedeiro, mas nem sempre causando sua morte;
parasitismo facultativo, 0 nematdide pode completar vérios ciclos como
vida-livre, contudo, ao encontrar o hospedeiro, torna-se parasita (MAGGENTI,
1981; FERRAZ, 1988; KAISER, 1991).

Existem duas familias de nematdides entomofilicos com grande potencial
para a utilizacgdo como agente do controle biologico de pragas e vetores:
Phaenopsitylenchidae e Mermitidae.

Nematdides dessa familia apresentam parasitismo facultativo, ou seja,
alternam geracbes como parasitas de insetos com geracbes micofagas
alimentando-se em hifas de fungo (Figura 2a e 2b). A espécie Beddingia
siricidicola, que controla a vespa-da-madeira (Sirex noctilio) no sul do Brasil, pode
ser apontada como um exemplo de caso de sucesso no controle bioldgico de
pragas com nematoides.

Essa vespa foi introduzida nos plantios de Pinus spp. no sul do Pais em
1988. Estima-se que cause dano de 6 milhdes de délares ao ano, sendo que 350
mil hectares dos 2,2 milhdes encontram-se com essa praga no Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Em 1989, foi criado o Programa Nacional de
Controle a Vespa-da-madeira (PNCVM) e, concomitantemente, para dar-lhe
sustentacdo, o Fundo Nacional de Controle & Vespa-da-madeira (FUNCEMA),
numa parceria entre 0rgdos governamentais e a iniciativa privada. Esse programa
visava desenvolver atividades de prevencdo, monitoramento e controle da vespa.
Em 1989/1990 e também em 1994, a Embrapa Florestas (Colombo, PR) importou
0 nematoide B. siridicicola da Austrélia para que ele fosse utilizado no controle
hioldgico da vespa (IEDE; PENTEADO; REIS FILHO, 2003).
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Figura 2. Ciclo facultativo do nematéide Beddingia siricidicola. (a) Fémea infectante (notar presenca
de um forte estilete); (b) fémea mictfaga (estilete fraco).

Fonte: Desenhos retirados de Bedding (1968).

Os adultos da vespa emergem de outubro a abril (principalmente novembro
e dezembro) deixando orificios de emergéncia no tronco (Figuras 3a e 3b). As
fémeas ovipositam no tronco, injetando um muco fitotdxico e esporos do fungo
Amylostereum areolatum no momento da oviposicdo (Figuras 3c). Esse fungo
causa o principal dano a plantacéo de pinus, a chamada seca-dos-pinus, pois as
aciculas tornam-se amareladas, depois a planta seca totalmente e morre. As
larvas eclodem, formam galerias no tronco e se alimentam do fungo (Figuras 3d e
3f) (MAGGENTI, 1981). O muco fitotoxico provoca uma reacdo de hipersen-
sibilidade no tronco e em cada local de oviposicdo ocorre vazamento de resina
(Figura 3e). Isso € fator importante na identificagdo das arvores com larvas no seu
interior para a aplicacdo dos nematoides (IEDE; PENTEADO; REIS FILHO, 2003).
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O nematéide B. siricidicula pode permanecer alimentando-se no fungo A.
areolatum por vérias geracdes sendo que, na fase micofaga, a morfologia €
totalmente diferente da fase parasita (Figura 3a e 3b) (BEDDING, 1968). Somente
na fase micdfaga juvenil, os nematdides conseguem perceber a presenca da larva
da vespa para se transformar em parasitas. Os fatores que induzem a mudanca
para a fase parasita sdo: alto CO, e baixo pH. Depois de algumas ecdises,
tornam-se fémeas e machos pré-parasitas e copulam. A fémea ja fecundada
(infectante) penetra na larva da vespa utilizando seu estilete para perfurar a
cuticula. Em geral, cerca de 5 a 20 fémeas infectantes penetram em cada larva de
vespa. Dentro do inseto, a alimenta¢do do nematdide é transcuticular (através da
cuticula) e seu aparelho digestivo se atrofia (NICKLE, 1984). Durante a pupagao
da vespa, os nematbides migram para as gonadas e depositam seus ovos Nnos
ovarios das fémeas da vespa, esterilizando-os. Cerca de 100 a 200 juvenis de
nematoides eclodem por ovo de vespa colocado. Dessa forma, as vespas auxiliam
na dispersdo dos nematdides (IEDE; PENTEADO; REIS FILHO, 2003).

A aplicacdo de nematdides ¢ feita entre margo e julho, logo apds o periodo
de oviposicdo da vespa. Arvores com a copa amarelada, respingos de resina no
tronco e auséncia de orificios de emergéncia ou aguelas que apresentam pelo
menos um desses sintomas s&o marcadas, e cerca de 20% delas recebem a
aplicagdo de nematbide. Antes da aplicacdo, as arvores sdo derrubadas e
perfuragbes de 1 cm de profundidade séo feitas com um martelo de ponta a cada
30 cm.

Como possui fase micofaga, o nematdide € criado em laboratdrio
alimentando-se de hifas do fungo. Os nematdides sdo separados do fungo por
lavagens e misturados a gelatina 10%. Cada tronco de arvore recebe 20 mL de
gelatina com nematéides, 0 que corresponde a cerca de 1 milhdo de nematoides™.

! Comunicacéo pessoal de EdsonT. lede & autoraem 2004.
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... (2005).

Foto: Cortesia de Canadian Food Inspection Agency (c). Fonte: Weston (2005).

Fotos: Paula Klasmer (a, d, e, f); Dennis Haugen (b). Fonte: Insect

()

Figura 3. Diferentes fases no ciclo da vespa da madeira (Sirex noctilio). (a) adulto emergindo do
tronco; (b) orificios deixados apds a emergéncia dos adultos; (c) Fémea adulta da vespa da
madeira; (d) larvas da vespa nas galerias. (€) Fémea ovipositando no tronco (seta mostra resina
escorrendo no tronco apos a oviposicao); (f) detalhe da larva da vespa.
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A eficiéncia desse agente de controle biologico pode ser atestada por
avaliagbes realizadas na temporada de 2000/2001 em nove locais de Santa
Catarina. Em um desses locais, o indice de parasitismo foi de 65%, em outros
dois, 77% e 80,5%, enquanto nos restantes seis, 0s niveis de parasitismo foram
acima de 91% (IEDE; PENTEADO; REIS FILHO, 2003).

Existem cerca de 60 géneros e 400 espécies nessa familia. A identificacao
das espécies é feita com base em caracteres morfométricos dos juvenis e adultos.
Esses nematdides sdo considerados como verdadeiros parasitas obrigatdrios,
pois sdo apenas cultivveis no prdprio hospedeiro. Eles ja foram encontrados em
inmeros artrépodes como insetos (15 ordens), aracnideos, crustaceos,
carrapatos, lesmas, entre outros. Como caracteristicas marcantes dessa familia,
tém-se: comprimento diferenciado (40 a 400 mm), prolificidade (até 1 milhdo de
ovos/fémea), alimentacdo transcuticular, formacdo de trofossoma e esticdcitos,
em vez de possuirem esbfago e intestino, e degeneracdo da abertura oral e do
anus (KAISER, 1991).

Apenas por uma questdo didatica, essa familia foi dividida em mermitideos
terrestres e aquaticos.

Esses nematdides parasitam insetos terrestres principalmente das ordens
Ortoptera e ColetGptera. Os insetos sdo parasitados pela ingestdo dos ovos que
possuem juvenis formados em seu interior (Figura 4a). Esses ovos sdo colocados
sobre as folhas e ingeridos pelos insetos como alimento (Figura 4b). Logo apds a
ingestdo, os ovos se rompem, liberando os juvenis que migram para hemolinfa do
inseto. Na hemolinfa, os nematdides promovem severa competicdo por nutrientes,
resultando em atrofia do tdrax e do abddmen, comprometimento de Orgdos
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(masculos, asas, ovarios, ovos sem vitelo), alteracbes nos padrbes de
desenvolvimento de insetos sociais (formigas) e no comportamento para descarga
dos nematéides (insetos mudam trajeto). O hospedeiro, em geral, ndo morre por
ter os nematoides, mas sim quando eles precisam deixa-lo para se reproduzir no
meio ambiente. Os juvenis, no quarto estadio, j&, adultos, deixam o hospedeiro,
para copular e ovipositar nas folhas (Figura 4b).

Possuem ciclo de vida longo (1 a 4 anos), mas somente a fase juvenil é
encontrada no hospedeiro. Para sobreviver, os adultos migram para locais
protegidos e Umidos. Sob condi¢Bes 6timas, ocorrem: a reativagdo das fémeas,
migragdo para parte superior das gramineas e a postura dos ovos que s&o
relativamente resistentes a dessecacdo e a incidéncia da ultravioleta. Citam-se
como exemplos: Mermis nigrescens e Agamermis decaudata (KAISER, 1991).

Foto: John Capinera (b); Fonte: Insect-related... (2005);
Foto: Don W. Dickson (c), Fonte: Nemapix (1997)

Desenho (a) retirado de Christenson (1950);

(b)

Figura 4. (a) Ovos de um mermitideo mostrando juvenil no segundo estadio em seu interior;
(b) fémea migrando para a parte superior da graminea para ovipositar; () juvenis no quarto
estadio saindo dos gafanhotos.
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Esses nematdides parasitam preferencialmente larvas de mosquitos que
sdo encontradas em aguas limpas e paradas. Por isso, podem ser considerados
como potenciais agentes de controle bioldgico para o controle de vetores de
doengas humanas, como dengue, febre amarela e outras.

Os juvenis pré-adultos (quarto estadio) emergem do hospedeiro, fazem
ecdise, transformam-se em adultos (Figura 5a e 5b), copulam e ovipositam na
agua (Figura 5¢c). Cada fémea pode colocar cerca de 1300 a 4500 ovos. Desses
ovos, emergem juvenis no segundo estadio que buscam novos hospedeiros
penetrando-os ativamente através da cuticula. Nematdides nesse estadio sdo
providos de pequeno estilete que os auxilia na penetracdo. Dentro do mosquito,
eles se localizam no tdrax do inseto e, quando atingem o quarto estadio, emergem
do hospedeiro, causando-lhe a morte (Figura 5b) (KAISER, 1991).

Fotos cedidas por Carlos Eduardo Winter, UCP2/USP.

Figura 5. Ciclo de vida de um mermitideo aquético. (a) larvas de mosquitos parasitadas pelo
nemat6ide Romanomermis culicivorax; (b) nematdide no quarto estadio deixando a larva do mosquito;
(c) adultos de R. culicivorax na agua.
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O ciclo de vida dos mermitideos aquaticos ndo € tdo longo quanto o dos
terrestres e dura, no maximo, seis meses. Os ovos sO eclodem quando ha
estimulo, ou seja, quando existem hospedeiros presentes; assim sendo, 0S 0vos
podem permanecer no fundo da poga ou lagoa por até seis meses e s&o
considerados como estruturas de resisténcia. Os nematéides no segundo estadio
podem ficar nadando a procura do hospedeiro por trés ou quatro dias
(MAGGENTI, 1981).

Nematdides entomopatogénicos (NEPS) pertencem a ordem Rhabditida
(Nematoda: Secernentea) da qual fazem parte as familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae. A Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema
Travassos, 1927 e Neosteinernema Nguyen e Smart (1994), enquanto
Heterorhabditidae possui o género Heterorhabditis Poinar, 1976. Atualmente,
existem descritas e validadas cerca de 43 espécies do género Steinernema, uma
do género Neosteinernema e nove do género Heterorhabditis, sendo que mais de
70% delas foram descritas nos dltimos 20 anos (NGUYEN, 2005).

Os NEPs s&@o assim conhecidos por que causam doenca e morte a
diferentes espécies de insetos com grande rapidez (24 a 72 horas) (DOWDS;
PETERS, 2002). Esses nematbides apresentam como particularidade a
associacdo  simbionte com bactérias entomopatogénicas dos  géneros
Xenorhabdus e Photorhabdus (associacdo com espécies dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis respectivamente). Essas bactérias sdo as
principais responsaveis pela rapida morte do hospedeiro por septicemia. Os
juvenis infectantes desses nematoides infectam e matam insetos em dezenas de
familias e ordens, e muitas espécies ja fazem parte do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) de vérias culturas (WOUTS, 1991). O MIP objetiva a utilizagdo de
métodos mais adequados a produtividade agricola, mas leva em conta fatores
importantes, como a preservacdo dos inimigos naturais e a prevencdo do
surgimento de resisténcia a pragas e doencas.
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O espectro de hospedeiros para cada espécie de nematobide é pequeno e
até bem especifico, ndo causando, portanto, mortalidade indiscriminada. Um
pequeno espectro de hospedeiros significa que se precisa escolher o NEP mais
adequado ao controle de uma dada praga.

O ciclo de vida desses nematoides inclui trés fases de desenvolvimento:
ovo, juvenil e adulto (fémeas e machos). A fase juvenil € composta de quatro
estadios (J1, J2, J3 ou Juvenil Infectante e J4). O juvenil infectante (JI) é o estadio
do nematdide encontrado no solo. Esses juvenis buscam o hospedeiro,
localizando-os pelos produtos de excrecdo, niveis de CO, e gradientes de
temperatura. A infeccdo € iniciada com a penetracdo dos nematobides pelas
aberturas naturais (boca, anus ou espiraculos); dentro do inseto migram para a
hemolinfa e liberam suas bactérias simbiontes do género Xenorhabdus. Essas
bactérias produzem toxinas e matam o hospedeiro por septicemia em 24 a 48
horas. Depois comegam a se multiplicar, e, posteriormente, os JIs se alimentam
delas e dos tecidos por elas decompostos, passando entdo para o estadio J4.
Desse estadio, sairdo fémeas e machos (fase adulta) da primeira geracéo; essas
fémeas colocam ovos que dardo origem & segunda geragdo (FORST, CLARKE,
2002) (Figura 6).

Os nematoides podem ter duas ou trés geracdes dentro do hospedeiro
dependendo da disponibilidade de alimento no cadaver. Quando o alimento se
exaure, juvenis no terceiro estadio retém células da bactéria em seu interior e
abandonam o cadaver como JIs. Os JIs permanecem no solo & procura de novo
inseto hospedeiro por meses, dependendo da temperatura, da umidade do solo e
da espécie de nematéide envolvida (PATEL; STOLINSKI; WRIGHT, 1997).

O ciclo do Neosteinernema é similar ao do Steinernema, com a diferenga
de que em Neosteinernema s6 ha uma geracdo no hospedeiro (NGUYEN;
SMART, 1994).
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Juvenis infectantes (J3)

J
? o)

Steinemematidae Heterorhabditidae

Inseto-hospedeiro

Adulto
12 geragao
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\\\\
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Figura 6. Ciclo de vida dos nematdides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis.

Fonte: Dolinski e Moino Junior (2006).

O ciclo dos heterorhabditideos € muito semelhante aos dos
steinermatideos, com algumas ressalvas. Os JIs dessa familia, além de penetrar
pelas aberturas naturais, podem também penetrar através da cuticula do inseto
hospedeiro por meio de um dente quitinoso localizado frontalmente em sua
extremidade anterior. Estes chegam a hemolinfa e liberam bactérias do género
Photorhabdus. Na primeira geracdo dentro do inseto, ao invés de aparecerem
fémeas e machos, ocorre apenas adultos hermafroditas que produzem os demais
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estadios (ovos, J1, J2, J3 e J4). Na segunda geracdo, os adultos se diferenciam
em machos e fémeas (POINAR JR., 1990) (Figura 6).

As espécies dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo encontradas
em grande diversidade de éareas geograficas, solos e ambientes adaptados
co-evolutivamente a um grande ndmero de insetos hospedeiros (WOODRING;
KAYA, 1988).

Sobre distribuicdo geogréfica e isolamento de nematéides no mundo,
Hominick (2002) compilou uma lista com a localizagdo de diferentes espécies de
nematdides entomopatogénicos. Dentro do género Steinernema, essa localiza¢do
¢ cosmopolita para algumas espécies, como no caso de S. glaseri e S.
carpocapsae. Algumas sdo adaptadas a temperaturas mais amenas, como S.
feltiae; em outras € mais restrita, como, por exemplo, S. kushidai apenas
encontrada no Japdo. O género Heterorhabditis encontra-se amplamente
distribuido no mundo, como é o caso de H. bacteriophora que esta
geograficamente disseminada desde as Américas, Europa Meridional e Central,
Austrélia até a Asia Oriental (China, Jap&o e Coréia). Outro heterorhabditideo, H.
indica, também possui ampla dissemina¢do, mas apenas nas regides tropicais e
subtropicais, e zonas temperadas subtropicais e quentes do Japdo. Em contraste,
H. zealandica e H. marelatus parecem ser espécies geograficamente mais
restritas, sendo encontradas em poucas areas como Nova Zelandia e, nos
Estados Unidos, nas regides do Oregon e da Califérnia. H. megidis até hoje s6 foi
encontrada no Hemisfério Norte. No Brasil, o isolamento de nematoides
entomopatogénicos foi feito em Rondonia (MACHADO; DOLINSKI, 2005),
Amazonas?, Minas Gerais (ACEVEDO et al., 2005), Rio de Janeiro® e Sdo Paulo*
(FOWLER, 1988), sendo na sua maioria heterorhabditideos.

2 Comunicagao pessoal de Alcides Moino Janior, UFLA/MG a autora em marco de 2006.
% Comunicacéo pessoal de Claudia Dolinski, UENF/ RJ a autora em marco de 2006.
*Comunicacdo pessoal de Luiz G. Leite, IB/SP a autora em marco de 2006.
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Como nematdides entomopatogénicos possuem potencial para serem

encontrados em solos de diferentes lugares, recomenda-se que, antes de

qualquer introducdo, seja feita amostragem local ou de maior amplitude, visando

obter maior variabilidade de nematoides possivel para futura aplicagédo no campo.

Tabela 1. Espécies das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae.

Familia Steinernematidae Chitwood e Chitwood, 1937
Género: Steinernema Travassos, 1927
Espécie tipo: S. kraussei (Steiner, 1923) Travassos, 1927

2

nmununnunnonnonmunnmunnmunnmunnuonunnunouononuon

. abbasi Elawad, Ahmad & Reid, 1997

. aciari Qui, Yan, Zhou, Nguyen & Pang, 2005

. affine (Obvien, 1937) Woults et al., 1982

. anatoliense Hazir, Stock & Keskin, 2003

. arenarium (Artyukhovsky, 1967) Wouts et al.,1982
. asiaticum Anis, Shahina, Reid, 2004

. apuliae Trigiani, Mracek & Reid, 2004

. bicornutum Tallosi, Peters & Ehlers, 1995

. carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts et al. 1982

. caudatum Xu, Wang & Li, 1991

. ceratophorum Jian, Reid & Hunt, 1997

. cubanum Mracek, Hernandez & Boemare, 1994

. diaprepesi Nguyen & Duncan, 2002

. feltiae (Filipjev, 1934) Woults et al., 1982

. glaseri (Steiner, 1929) Wouts et al. 1982

. guangdongense Qui, Fang, Zhou, Pang & Nguyen, 2004
. intermedium (Poinar, 1985) Mamiya, 1988

. jollieti Spiridonov, Krasomil-Osterfeld & Moens, 2004
. karii Waturu, Hunt & Reid, 1997

. kushidai Mamiya, 1988

. loci Phan, Nguyen & Moens, 2001

. longicaudum Shen & Wang, 1992

. monticolum Stock, Choo & Kaya, 1997

. neocurtillae Nguyen & Smart, 1992

. oregonense Liu & Berry, 1996

. pakistanense Shahina et al., 2001

continua ...

(@)
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Tabela 1. Continuagéo.

Género: Steinernema Travassos, 1927
Espécie tipo: S. kraussei (Steiner, 1923) Travassos, 1927

n

nununonunnuonnonuononuonon

. puertoricense Roméan & Figueroa, 1994

. rarum (De Doucet, 1986) Mamiya, 1988

. riobrave (Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994)
. ritteri Doucet &Doucet, 1990

. robustispiculum Phan et al., 2005

. sangi Ohan, Nguyen & Moens, 2001

. scapterisci Nguyen & Smart, 1990

. scarabei Stock & Koppenhofer, 2003

. siamkayai Stock, Somsook & Reid, 1998

. tami Van Luc, Nguyen, Reid & Spiridonov, 2000
. thanhi Phan, Nguyen & Moens, 2001

. thermophilum Gangula & Singh, 2000

. websteri Cutler & Stock, 2003

. weiseri Mracek, Sturhan & Reid, 2003

Familia Steinernematidae Chitwood e Chitwood, 1937
Género: Neosteinernema

N.

longicurvicauda Nguyen & Smart, 1994

Familia Heterorhabditidae Poinar, 1976
Género: Heterorhabditis Poinar, 1976
Espécie tipo: H. bacteriophora Poinar, 1976

I T T T T T T T T I T

. baujardi Phan, Subbotin, Nguyen & Moens, 2003
. brevicaudis Liu, 1994

. dowesi Stock et al., 2002

. hawaiiensis (Gardner et al., 1994)

. indica Poinar et al., 1992

. marelatus Liu, 1996

. megidis Poinar et al., 1987

. mexicana Nguyen et al., 2004

. poinari Kakulia & Mikaia 1997

. taysearae Shamseldean et al., 1996
. zealandica Poinar, 1990

Fonte: Informac&o obtida de Adams e Nguyen, 2002 e atualizada por Adams et al., 2006.
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Insetos infectados por NEPs exibem sintomas especificos causados
principalmente pelas bactérias simbiontes associadas a eles, sendo estas
especificas para cada espécie de nematdide. Como relatado anteriormente, as
bactérias associadas a heterorhabditideos pertencem ao género Photorhabdus e
aquelas associadas aos steinernematideos, ao género Xenorhabdus (BOEMARE,
2002). Bactérias de ambos os géneros sdo moéveis, Gram-negativas e pertencem
a familia Enterobacteriaceae. Essas bactérias produzem toxinas que causam a
morte do inseto e antibidticos que impedem o crescimento de outros
microrganismos oportunistas. Elas produzem, também, pigmentos que ddo aos
cadaveres hospedeiros cores caracteristicas, por exemplo, cadaveres infectados
pelo complexo Heterorhabditis — Photorabdus adquirem cores avermelhadas ou
alaranjadas e sdo hioluminescentes, enguanto, em cadaveres infectados pelo
complexo Steinernema — Xenorhabdus, as cores variam do creme ao pardo-
escuro, sem apresentar bioluminescéncia (BOEMARE, 2002).

Essas bactérias ndo sobrevivem no meio ambiente, por isso precisam dos
nematoides como protecdo e meio de transporte. Por sua vez, 0s nematoides
beneficiam-se do alimento por elas provido (FORST; CLARKE, 2002). Nos
heterorabditideos, as bactérias localizam-se na parte anterior do intestino (CICHE;
ENSIGN, 2003). Nos JIs do género Steinernema, as células bacterianas estéo
apreendidas em uma vesicula localizada no intestino (MARTENS; GOODRICH-
BLAIR, 2005).

Quanto a movimentacdo, nematdides entomopatogénicos podem ser
classificados como ambusher ou cruiser. As espécies ambusher promovem uma
movimentacdo propria chamada de nictagdo que consiste na suspensdo do
corpo ficando este apoiado apenas na ponta da cauda. A parte anterior do
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nematoide fica livre aguardando a passagem de um hospedeiro para entdo saltar
sobre ele. Exemplos de nematobides entomopatogénicos que fazem nictagéo: S.
carpocapsae e S. scapterisci (Figuras 7a e 7h) (LEWIS; GAUGLER; HARRISON,
1993). Os nematdides cruiser ndo aguardam a passagem do hospedeiro,
buscando-os ativamente no solo, respondendo positivamente a seus volateis
deslocando-se a certa distancia até localiza-lo (resposta direcional), como é o
caso de espécies como H. bacteriophora e S. glaseri (ISHIBASHI; KONDO, 1990).
Ainda assim, existem espécies de NEPs que apresentam caracteristicas tanto de
ambrushers como de cruisers, de acordo com a proximidade do hospedeiro,
como é o caso de S. feltiae (GREWAL et al., 1994).

Figura 7. (a). Steinernema carpocapsae fazendo nictacdo a espera de um hospedeiro;
(b) nematoides apds a nictacdo pulando sobre o hospedeiro.

Foto cortesia do Dr. Edwin E. Lewis, Department of Nematolgy/ UC Davis, EUA.
Desenho adaptado de Dusenbery (1996).

Organismos como fungos, bactérias e nematobides predadores podem ser
algumas causas da mortalidade de NEPs no campo. Eles podem também se
comportar como organismos antagdnicos. Essa mortalidade seria ainda maior se
0s NEPs néo tivessem desenvolvido mecanismos de sobrevivéncia. Quando os JIs
emergem de seu hospedeiro e se dirigem ao solo, conservam a cuticula da fase
anterior (J2), garantindo sua viabilidade diante de condi¢bes ambientais adversas,
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como falta d’adgua, presenca de pesticidas e temperaturas elevadas (EPSKY;
WALTER; CAPINEIRA, 1998; KAYA, 1990).

A grande demanda de nematbides entomopatogénicos nos Estados
Unidos, na década de 1980, levou muitos grupos de pesquisadores, em Varios
paises do mundo, a isolar novas espécies e linhagens. Essas amostragens e
isolamentos  expandiram enormemente 0 germoplasma de nematoides
entomopatogénicos disponivel para pesquisa e aumentaram o risco da introducao
de nematdides exdticos em terras onde ndo eram nativos. Especificamente, para
o controle de pragas, os nematoides S. scapterisci e S. feltiae foram introduzidos,
multiplicados e comercializados sem nenhum critério®. Isso resultou em muitas
criticas por parte de alguns pesquisadores, e Nickle et al. (1988) propuseram um
guia para introducdo de nematdides entomopatogénicos. Um pouco depois, uma
legislacdo sobre a introducdo de espécies exdticas foi elaborada (RIZVI;
HENNESSEY; KNOTT, 1996).

Hoje todas as introducdes de nematoides devem ser notificadas, e todos 0s
nematoides sdo analisados, identificados e estudados quanto a diversos fatores.
Esses fatores foram exaustivamente discutidos por Jansson (1993) antes de a
legislacio ser elaborada. Entre esses fatores, o autor destaca como de maior
importancia o impacto dos nematdides exo6ticos em organismos ndo-alvo e 0s
efeitos desses nematdides no microcosmo local e sua capacidade de deslocar ou
eliminar nematéides entomopatogénicos nativos.

Depois de tantas introdugdes aleatorias, os Estados Unidos comportam-se
como exemplo, pois promovem levantamentos de microcosmos e testes de
patogenicidade com invertebrados locais, antes de fazer qualquer introducdo de
nematdide entomopatogénico exético. Exemplo que deveria ser seguido.

5 Comunicacdo pessoal de Ramom Georgis a autora em novembro de 2005.
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Enquanto discussdes estavam ocorrendo nos Estados Unidos, na Europa a
situacdo foi um pouco diferente (EHLERS, 1996), um comité foi estabelecido para
analisar o caso dos nematdides entomopatogénicos prevendo problemas
associados com a introducdo de nematodides exdticos. Os membros concluiram
que as evidéncias cientificas suportavam a premissa de que o0s nematoides
entomopatogénicos sdo inocuos e poucos riscos foram identificados, n&o
havendo necessidade de registro, entretanto, a introdugdo de nemattides exoticos
deveria ser regulada. Esse comité concluiu, também, que nematoides
entomopatogénicos sdo organismos benéficos que vém sendo usados ha muitos
anos sem causar problemas, sendo mais especificos e causando menos ameaca
ao ambiente do que os pesticidas (EHLERS; HOKKANEN, 1996; RICHARDSON,
1996).

O impacto produzido por NEPs ap0s aplicagdo inundativa foi estabelecido
por Barbecheck e Millar (2000). Segundo esses autores, NEPs teriam o potencial
de infectar espécies e ndo-alvo suscetiveis com estadios no solo no momento da
aplicacdo dos nematoides. Vale ressaltar que isso ndao ocorre com a maioria dos
parasitoides ou predadores. Alguns testes com diferentes invertebrados s&o
mostrados na Tabela 2. E importante ressaltar a n&o-suscetibilidade das
minhocas a esses nematoides (AKHURST, SMITH, 2002).

Em relagdo aos vertebrados, inlmeros nematodides foram testados contra
diversas espécies, desde peixes até macacos. Na Tabela 3, resumem-se esses
testes. Somente 0s girinos se mostraram suscetiveis, quando nematoides foram
adicionados a &gua onde estavam. Akhurst e Smith (2002) acreditam que as
dosagens usadas nos girinos tenham sido absurdamente altas e que outras
dosagens deveriam ser testadas.

Finalizando, as bactérias entomopatogénicas associadas aos NEPs nao
sao consideradas perigosas ao meio ambiente, pois raramente sdo encontradas
fora do nematdide ou do hospedeiro e também por que sua sobrevivéncia no solo
€ minima, j& que ndo possuem formas de sobrevivéncia (AKHURST, SMITH,
2002).
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Existe grande potencial para a utilizagho de nematdides
entomopatogénicos e entomofilicos como agentes do controle biologico de
pragas e vetores. Contudo, para que realmente tenha sucesso, a escolha do
nematdide deve ser feita com critério.

Nematdides nativos devem ser devidamente identificados em nivel de
espécie e ter sua biologia definida antes de serem usados no campo. Em relacao
a biologia, existem diferentes aspectos que podem ser observados como, por
exemplo, a progénie produzida em larvas de G. mellonella. Outra caracteristica
importante seria a temperatura Otima para migracdo e reproducdo. Testes de
viruléncia em laboratério devem ser feitos para que se conhega a espécie ou a
linhagem que melhor controlaria uma dada praga ou vetor. Alguns nematoides
possuem alta especificidade, mas outros ndo, por isso o ideal é buscar sempre 0s
nematodides com menor espectro de hospedeiros.

A utilizacdo dos nematoides nativos deve ter prioridade sobre os exoticos
que devem ser aplicados em Ultimo caso. Os nativos ja estdo adaptados as
condi¢Bes climaticas como também a entomofauna local. Como néo se conhece
0 impacto real que esses nematdides exdticos podem causar aos nativos,
recomenda-se que pelo menos sejam feitos testes em laboratorio contra os
inimigos naturais encontrados na area a ser aplicada. Esses nematéides exoticos
devem ser aplicados localmente e um cuidado extra deve ser tomado para ndo
serem dispersados.

Estudos sobre nematoides como agentes do controle biologico no Brasil
estdo no inicio, mas existe grande potencial para que avancem e tornem oS

nematoides populares como controladores de pragas e de vetores.
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Capitulo

O1

José Roberto Postali Parra
José Mauricio Simdes Bento

Parasitoides e predadores estdo entre 0s agentes de mortalidade bidtica
que auxiliam na regulacdo de insetos-praga no ambiente e, por este motivo, sdo
comumente chamados de inimigos naturais. A idéia de que eles podem reduzir
populagbes de pragas € muito antiga. Os chineses foram 0s primeiros a usa-los
como forma de controle biologico — a espécie de formiga carnivora Oecophylla
smaragdina (Fabr.) — para controlar lepidopteros desfolhadores e coleobrocas de
citros no seéculo Il a.C. (CLAUSEN, 1956; VAN DEN BOSCH; MESSENGER;
GUTIERREZ, 1982). Contudo, o primeiro sucesso no controle biolégico foi a
introducdo, na Califérnia-EUA, da joaninha Rodolia cardinalis (Mulsant), trazida da
Australia em 1888 para controlar o pulgdo-branco, Icerya purchasi Maskell, e que
em dois anos exerceu total controle da praga. A partir dai, houve grande avanco
nessa area, totalizando, entre 1890 e 1975, 176 casos de programas de controle
biolégico com sucesso parcial ou total em diferentes paises (STEHR, 1975; VAN
DEN BOSCH; MESSENGER; GUTIERREZ, 1982). No Brasil, os principais casos
de sucesso de controle biolégico utilizando parasitéides e predadores foram
reunidos por Parra et al. (2002), muitos dos quais ndo citados na relacdo de Van
Den Bosch, Messenger e Gutierrez (1982) por serem, na maioria, posteriores
aquela publicac&o.
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Entre esses inimigos naturais, os mais utilizados s&o as da ordem
Hymenoptera e, em menor grau, os da ordem Diptera. Das familias de
Hymenoptera, as mais freqiientemente empregadas sao representantes de
Braconidae e Ichneumonidae em Ichneumonoidea e Eulophidae, Pteromalidae,
Encyrtidae e Aphelinidae em Chalcidoidea. Entre os dipteros, o grupo mais usado
¢ 0 dos Tachinidae (GREATHEAD, 1986). Os representantes das ordens
Strepsiptera, Coleoptera (Carabidae, Staphylinidae, Meloidae e Rhipiphoridae),
Lepidoptera (Pyralidae e Epipyropidae) e Neuroptera (Mantispidae) sdo de menor
importancia como parasitéides (GODFRAY, 1994).

Das diversas familias de predadores de pragas, Anthocoridae,
Pentatomidae, Reduviidae, Carabidae, Coccinellidae, Staphylinidae, Chrysopidae,
Cecidomyiidae, Syrphidae e Formicidae s@o as mais comumente encontradas
(HAGEN; BOMBOSCH; McMURTRY, 1976; BORROR; TRIPLEHORN;
JOHNSON, 1989). Os 4acaros fitoseideos sdo importantes como agentes de
controle biolégico, bem como as aranhas, estas ainda pouco estudadas em nosso
pais. No total, sdo 22 ordens de predadores e cinco de parasitdides.

Atualmente, o controle hioldgico é cada vez mais importante em programas
de manejo integrado de pragas (MIP), principalmente, quando se considera a
producdo integrada em beneficio de uma agricultura sustentavel. Nesse caso, 0
controle hioldgico constitui, ao lado da taxonomia, do nivel de controle e da
amostragem, um dos pilares de sustentacdo de qualquer programa de MIP. Além
disso, € importante como medida de controle para manutencdo das pragas
abaixo do nivel de dano econdmico aliado a outros métodos, como o cultural, 0
fisico, o0 de resisténcia de plantas a insetos e os comportamentais (feromonios)
que podem ser harmoniosamente integrados com métodos quimicos (sobretudo,
produtos pouco agressivos, de ultima geracdo de agroquimicos) ou mesmo com
plantas transgénicas.
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Controle biologico classico — importagdo e colonizagdo de parasitéides ou
predadores, visando ao controle de pragas exoticas (eventualmente nativas). De
maneira geral, as liberacBes sdo realizadas com pequeno nimero de insetos
(liberagBes inoculativas) por uma ou mais vezes no mesmo local; por isso, 0
controle bioldgico, nesse caso, é visto como medida de controle em longo prazo,
pois a populagdo dos inimigos naturais tende a aumentar com o passar do tempo
e, portanto, somente se aplica a culturas semiperenes ou perenes.

Controle biol6gico natural — refere-se a populacdo de inimigos que ocorre
naturalmente. Atendendo a um dos preceitos basicos de controle bioldgico, ou
seja, conservagao, tais parasitdides ou predadores devem ser preservados (e, se
possivel, aumentados) por manipulagdo de seu ambiente de forma favoravel (uso
de inseticidas seletivos em épocas corretas, redugdo de dosagens de produtos
quimicos, ndo-uso de praticas culturais inadequadas, preservacdo do habitat ou
fontes de alimentacdo para inimigos naturais). Esses parasitbides sdo muito
importantes em programas de manejo de pragas, pois sdo responsaveis pela
mortalidade natural no agroecossistema e, conseqlientemente, pela manutencéo
do nivel de equilibrio das pragas.

Controle biologico aplicado (CBA) - trata-se de liberagBes inundativas de
parasitdides ou predadores, depois da criagdo massal em laboratorio, visando a
reducdo répida da populagdo da praga para seu nivel de equilibrio. Esse tipo de
controle biologico é bem-aceito pelo usuério, pois tem acdo répida, muito
semelhante a de inseticidas convencionais. Como comentado anteriormente,
quando apenas existia 0 controle hiologico classico, uma vez que as técnicas de
criacdo de insetos eram incipientes, entre as desvantagens do controle biolégico
apontadas estavam sua acéo lenta e sua aplicagdo exclusivamente em culturas
perenes ou semiperenes. Com o desenvolvimento do controle hioldgico aplicado,
tais desvantagens foram superadas. O CBA refere-se ao preceito basico de
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controle bioldgico atualmente chamado de multiplicacdo (criagbes massais) que
evoluiu muito com o desenvolvimento das dietas artificiais para insetos, sobretudo,
a partir da década de 1970 (PARRA, 2001b). Esses inseticidas bioldgicos séo mais
utilizados para parasitdides ou predadores nativos, embora possam ser aplicados
a inimigos naturais exdticos. Nesse tipo de controle, ndo se espera
estabelecimento dos individuos liberados nas areas visadas. Existem muitos
casos de sucesso de CBA, sendo bastante freqiiente, por exemplo, a liberacéo de
Trichogramma spp., de forma inundativa, em diversos paises do mundo.

Predador — E um organismo de vida livre que, durante todo o ciclo de vida, mata a
presa; usualmente, é maior do que ela e requer a ajuda de outros individuos para
completar o desenvolvimento.

Parasitoide — E um organismo muitas vezes do mesmo tamanho do hospedeiro,
mata este e necessita de somente um individuo para completar o
desenvolvimento; o adulto tem vida livre.

Os predadores, apds um ataque bem-sucedido, subjugam rapidamente o
hospedeiro ou presa. Como conseqléncia, a presa é morta e consumida,
resultando na interrupcdo do fluxo genético para a proxima geragdo. A inter-
relagdo evoluciondria existente entre os dois organismos ocorre durante a
localizacdo e o ataque da presa pelo predador e o comportamento furtivo
(camuflagem ou abrigo), fuga ou defesa por parte da presa. Geralmente, certo
namero de presas deve ser consumido para que o predador possa crescer e se

reproduzir, sem ocorrer interacdo fisioldgica entre ambos.

Os parasitoides, depois de um ataque bem-sucedido, ndo matam
imediatamente seu hospedeiro, mas podem permanecer como parasitos por
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periodos varidveis. Entretanto, no final, o hospedeiro € morto ou, pelo menos, nao
ocorre a transferéncia de genes para a proxima geracdo. O hospedeiro pode ser
considerado como um recipiente para 0 desenvolvimento do parasitéide e, como
tal, impde certas restricbes a seu desenvolvimento. Além disso, a fisiologia e o
comportamento do hospedeiro, enquanto ele vive, sdo em beneficio do parasitdide
que se desenvolve e, quando necessario, ele pode control-los. Como resultado, o
parasitdide tem a oportunidade de regular a fisiologia do hospedeiro (VINSON;
IWANTSCH, 1980).

Embora controverso, os predadores tendem a ser menos especificos do
que os parasitbides na escolha de suas presas. Os predadores sdo moveis no
estadio predatério e freqlientemente sdo observados movendo-se de uma presa
para outra. JA& os parasitoides, especialmente, os cenobiontes (parasitdides que
permitem que o hospedeiro continue a se alimentar e cresca em tamanho ap6s o
parasitismo) seriam mais especificos devido a sua maior dependéncia na
fisiologia € no desenvolvimento de seus hospedeiros (ASKEW; SHAW, 1986). Em
razdo disso, a falta de estreita especificidade de um predador sugere que ele teria
de competir, sem as vantagens que tal especializacdo conferiria, com o complexo
de predadores nativos, 0 que poderia resultar em menor probabilidade de sucesso
na introducdo de um predador exdtico. Portanto, a especificidade hospedeira
seria fator importante a levar em conta em um programa de controle bioldgico
classico. Nesse tipo de controle, de acordo com DeBach e Rosen (1991), foram
registradas 13 espécies de predadores introduzidas, com sucesso, em
comparacdo com mais de 23 espécies de parasitdides. Todavia, segundo Berti-
Filho e Ciociola (2002), mesmo com baixo nimero de relatos, os predadores
tiveram grande sucesso no controle bioldgico, especialmente, no de pragas
sesseis que ndo entram em diapausa, ndo sdo migratdrias e estdo associadas a
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culturas perenes ou semiperenes, como as cochonilhas-de-carapaca
(diaspidideos), os piolhos farinhentos (pseudococcideos) e ovos de cigarrinhas.

De acordo com Hagen, Bombosch e McMurtry (1976), faltam um ou mais
atributos para maior efetividade de um predador, como por exemplo: (i)
multivoltinismo (que ndo entram em diapausa); (i) estreita especificidade
hospedeira; (iii) adultos longevos e com alta capacidade de busca; (iv) limiar
térmico inferior de atividade muito préximo ao da presa; e (v) maior nimero de
geracBes do que o da presa. Esses atributos ou qualidades sdo comuns aos
parasitoides utilizados com sucesso no controle bioldgico.

Os predadores sdo mais efetivos nos locais onde as populacbes da presa
sdo densas ou concentradas do que nos locais onde elas estdo esparsas. 1sso
decorre do fato de os predadores imaturos serem incapazes de se locomover
como os adultos (voando, por exemplo), estando, portanto, limitados & busca da
presa seja em areas mais restritas, seja naquelas mais confinadas. Ja os
parasitoides, em funcdo de sua maior especificidade, desenvolveram
mecanismos sofisticados de busca de seus hospedeiros, especialmente a
quimica, mesmo em baixas popula¢@es.

Um fator dificil de se avaliar € o impacto dos predadores no controle
bioldgico, uma vez que eles consomem suas presas ndo deixando sinais de seu
ataque, principalmente, quando as consomem totalmente. Os parasitides, por
sua vez, podem ser observados em seus hospedeiros. De qualquer modo, 0s
predadores possuem muitos atributos que lhe sd@o favoraveis, como consumir
grande nUmero de presas durante seu desenvolvimento, restringir-se a
determinados habitats e serem menos exigentes em termos de necessidades
nutricionais de que os parasitdides. Neste sentido, € importante conhecer os
detalhes da biologia das espécies presentes em cada ecossistema e o papel de
cada uma (BERTI-FILHO; CIOCIOLA, 2002).
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Segundo Williams e Leppla (1992), existem trés formas de liberacdo de
inimigos naturais: inoculativa, inundativa e inoculativa estacional (ou sazonal) que
sao dependentes do sistema visado (alvo).

A inoculagdo € para sistemas abertos com baixa variabilidade temporal.
Aplica-se a culturas perenes ou semiperenes e florestas. E, portanto, tipica do
controle biolégico classico. J& a liberacdo inundativa é para sistemas (culturas)
com alta variabilidade temporal (culturas anuais).

A liberagdo inoculativa estacional é normalmente feita em casas de
vegetacdo, no periodo de ocorréncia da praga (cultivos de curta duracdo) (VAN
LENTEREN, 2000). Esperam-se efeitos por varias geracbes da praga. E uma
mistura do método inundativo e inoculativo, pois é liberada grande quantidade de
insetos para se obter um controle imediato e espera-se 0 crescimento das
populacBes para controle das geracBes tardias. Esse tipo de liberagdo € muito
comum na Europa, por exemplo, para controle da mosca-branca, Trialeurodes
vaporariorum  (Westwood), utilizando-se Encarsia formosa Gahan (VAN
LENTEREN, 2000).

Em sistemas fechados com baixa variabilidade temporal, como armazéns
de cereais, 0 controle de pragas pode ser feito com liberagBes inundativas ou
inoculativas estacionais. O mesmo se aplica a casas de vegetacdo em que as
liberagbes podem também ser inundativas. Existem excecfes e, para Lymantria
dispar (L.), praga de florestas, excelentes resultados sdo obtidos com liberacdes
inundativas.

Existem, basicamente, trés tipos de criacdo de insetos aplicAveis aos
inimigos naturais: (i) criacdo em pequena escala; (i) criacdo comercial; e (iii)
criagdo massal.

109



—

Parasitdides e Predadores no Controle Bioldgico de Insetos-praga

Criagdo em pequena escala — sdo as chamadas criagbes de pesquisa que
podem ser aumentadas para pesquisas aplicadas, especialmente, nos casos de
controle biologico que demandem liberagBes inoculativas. Em julho de 1998, o
Brasil importou 0 parasitoide A. citricola para controle de P. citrella. Nesse caso,
estabeleceu-se uma criacdo de parasitdide que foi liberada em todo o Estado de
Sao Paulo, mantendo-se tal criagdo com a atuagdo permanente de trés técnicos
de laboratorio.

Criagdo comercial — muitas empresas dos EUA e de vérios paises do primeiro
mundo comercializam inimigos naturais e na Europa € muito freqiiente a
comercializagdo para uso em casas de vegetacdo. Esse processo cultural foi
iniciado nos EUA e na Europa na década de 1970 e no Brasil apenas agora
comegam a aparecer as primeiras empresas interessadas na comercializacdo de
inimigos  naturais (PARRA, 2004). Em nosso pais, além do problema de
desconhecimento dessa possibilidade, ndo ha uma politica de fiscalizacéo eficaz
para coibir acdo de oportunistas nesse mercado, 0 que poderia reduzir a
credibilidade no controle bioldgico (a chamada ética na produgdo por Hoy et al.,
1991). A criacdo comercial pode, dependendo do mercado, ser de pequeno,
médio ou grande porte.

Criacdo massal — geralmente envolve operacfes semelhantes as de uma fabrica
para servir de suporte a um programa de controle biologico. As definicdes de
criacdo massal sdo as mais variadas. Segundo Finney e Fisher (1964), é a
“producdo econdmica de milhdes de insetos benéficos, em uma linha de
montagem, com o objetivo de produzir, com o minimo de homens/hora e de
espaco, 0 nimero maximo de fémeas férteis no tempo mais curto possivel e com
um baixo custo”.

Existem outras definigdes, como a de Mackauer (1972) e a de Chambers
(1977) que combinaram o aspecto econdmico com o hioldgico. Segundo este
ultimo autor, criacdo massal é a “producdo de insetos capaz de atingir objetivos
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com uma aceitavel relacdo custo/beneficio e em nimeros excedendo de 10 mil a
1 milh&o de vezes a produtividade média da populacéo de fémeas nativas”.

Por sua vez, Leppla e Ashley (1989) definiram criagdo massal como “uma
atividade sistematica, automatizada, em instala¢Ges integradas, com o objetivo de
produzir um suprimento relativamente grande de insetos para distribui¢do”.

Em paises mais desenvolvidos, existe criagdo massal de inimigos naturais
que é comercializado como inseticidas biologicos. Um dos insetos mais
produzidos no mundo hoje é o Trichogramma, e, especialmente em paises
socialistas, extensas areas sao tratadas com esse parasitdide. Na RUssia, ha
grande nimero de biofabricas produzindo milhdes de insetos por dia (PARRA;
ZUCCHI, 1986), chegando a uma produgdo anual de 50 bilhdes de insetos; no
México, a producdo anual é de 28 hilhdes e, em alguns paises da América do Sul,

como Colémbia, o nimero de insetos produzidos € bastante elevado.

Essa criagdo massal envolve produgdo diaria de milhdes de insetos e, na
verdade, assemelha-se a uma linha de fabricacdo de um produto qualquer. Assim,
no caso do controle de Cochliomyia hominivorax (Coquerel) por meio da técnica
do inseto estéril nos EUA, eram produzidos e liberados de 50 a 200 milhdes de
moscas estéreis por semana. No final do programa, constatou-se que, para cada
fémea da natureza, foram liberadas 49 fémeas estéreis, relacdo bem maior do que
a prevista teoricamente para esse método, que € de 1:9. Essa fabrica empregava
mais de trezentos funcionarios. Nesse caso, além dos problemas biolégicos de
criagdo, surgem outros como: inventario, compra e armazenamento de material e
manutencdo das instalacdes e equipamentos. A medida que se aumenta o
numero de insetos produzidos, crescem os problemas relacionados a instalacoes,
custos, microrganismos (contaminantes) e controle de qualidade dos insetos e
torna-se necessario pensar em automatizagdo (mecanizagdo). Essa mecanizagao
deve ser incentivada a partir de uma produgdo de 3 mil a 5 mil adultos por
semana. Detalhes de criagdo massal podem ser vistos em Smith (1966); Ridgway
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e Vinson (1977); Starler e Ridgway (1977); Morrison e King (1977); Leppla e Ashley
(1978); King e Leppla (1984); Singh e Moore (1985); Van Lenteren e Woetz (1988);
Parra (1990; 1992a,b, 1993, 1997); Parrela, Heinz e Nunney (1992); Van Driesche
e Bellows Jr. (1996); Bellows e Fisher (1999); Etzel e Legner (1999); Bueno (2000);
Van Lenteren (2000).

No Brasil, sdo poucos os laboratérios para criagdo massal. Assim, para 0
controle hioldgico de D. saccharalis, varias usinas ligadas, no passado, ao
Planalsucar (atualmente UFSCar), a Copersucar e, nos (ltimos anos, as
empresas privadas (PARRA et al., 2002) produzem milhdes de C. flavipes para
liberacdo inundativa; nesse caso, trata-se de criacdo massal. De forma analoga, a
Embrapa Semi-Arido, em Petrolina, PE, produz milhdes de T. pretiosum, espécie
que foi muito utilizada para controlar a traga-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick),
na década de 1990 (HAJI et al., 2002). Um esquema de producdo massal de
Anticarsia gemmatalis Hibner para producdo de Baculovirus anticarsia foi
preconizado por Parra et al. (1993). Esse método, embora seja muito simples,
necessita ainda de alguns ajustes para ser utilizado em larga escala. Esse método
permite que, em uma prateleira metélica de laboratério, sejam produzidas lagartas
para producéo do virus a ser pulverizado em 600 hectares de soja.

Assim, apés o desenvolvimento do pacote tecnoldgico por universidades ou
instituicoes de pesquisa, ele devera ser transferido para empresas privadas,
cooperativas ou equivalentes que passardo a multiplicar e a disponibilizar tais
inimigos naturais (parasitdides ou predadores). No entanto, para o surgimento de
tais organizagdes, h& necessidade de um processo cultural, infelizmente ainda
nao totalmente arraigado entre nés, em relacdo as vantagens do uso do controle
biolégico. E fundamental, sobretudo, que a atividade de comercializacdo de
inimigos naturais ndo seja encarada exclusivamente com fins comerciais, mas
que tenha, sobretudo, respaldo técnico para que possa ter credibilidade junto ao
produtor.
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Nos EUA, desde a década de 1960 ofereciam-se joaninhas (Hippodamia
convergens Guérin-Méneville) e mantideos para serem comercializados para
liberagdes em jardins e viveiros (DEBACH; HAGEN, 1969). Entretanto, foi a partir
da década de 1970 que houve grande avan¢o ha area, incrementado
especialmente a partir dos anos 80, embora Ridgway e Vinson (1977) ja tivessem
listado 95 empresas existentes nos EUA e no Canadd na década anterior. Em
1992, 24 espécies de acaros predadores, 8 parasitdides de cochonilhas, 15
parasitdides de Lepidoptera, 12 predadores e parasitdides de moscas, 4
nematodides entomopatogénicos e 43 espécies de outros organismos benéficos
estavam disponiveis para venda (HUNTER, 1997). Cranshaw, Sclar e Cooper
(1996) listaram as principais espécies existentes para venda nos EUA com precos
unitarios, embora enfatizando que, para grandes quantidades, o preco poderia ser
bastante reduzido.

Na Europa, segundo Van Lenteren e Woetz (1988), a comercializagdo de
inimigos naturais teve inicio em 1968, com 0 uso de Phytoseiulus persimilis Athias-
Henriot para controlar tetraniquideos. Nos paises europeus, utiliza-se com
freqiéncia o controle bioldgico em casas de vegetacdo e, atualmente, sd@o
liberados inimigos naturais em cerca de 14.000 ha, comparados com os 200 ha
cobertos em 1970 (VAN LENTEREN, 2000). De acordo com Van Lenteren,
Roskam e Timmer (1997), cerca de 26 companhias produzem mais de 80
espécies de inimigos naturais, com predominancia de 29 entre as mais
procuradas. A disponibilidade de insetos para controle biolégico aumentou
acentuadamente na Europa e em todo 0 mundo. Os nimeros apresentados por
Van Lenteren, Roskam e Timmer (1997) estdo subestimados, pois, ha América do
Sul, apenas na Colémbia, existem mais de 20 empresas comercializando
inimigos naturais, em especial Trichogramma spp., no Vale do Cauca, entre elas,
companhias ja consolidadas, como a Productos Biolégicos Perkins Ltda. Existem
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empresas também na Venezuela e no Chile, nesse caso, associadas a pragas de
florestas.

Nos EUA, uma das empresas pioneiras foi a Rincon-Vitova, na Califérnia,
destacando-se também a Bio-Fac, no Texas. Na Europa, as mais conhecidas sdo
a Koppert, na Holanda, e a Bunting, na Suica. Uma lista de companhias que
comercializam insetos benéficos pode ser encontrada nos Suppliers of Beneficial
Organisms in North América (HUNTER, 1997).

Apesar de ndo se destacar na comercializagdo de inimigos naturais,
notadamente de parasitéides e predadores (PARRA, 2001a), o Brasil possui certa
tradicdo na area de patdgenos, pois desde a década de 1970 comercializa o
fungo Metarhizium anisopliae para controle de cigarrinhas da cana-de-acucar e
de pastagens, Baculovirus anticarsia para controle de Anticarsia gemmatalis
Hlbner na soja e mesmo Beauveria bassiana para controle de Cosmopolites
sordidus (Germar), o moleque-da-bananeira.

H& quinze ou vinte anos, as usinas de cana-de-aglcar, que criavam
massalmente Cotesia flavipes (Cameron), revendiam o excedente da producédo
para locais que necessitavam do parasitéide e ndo possuiam criagdo massal. Na
década de 1990, surgiu com a utilizacdo de Trichogramma pretiosum Riley, uma
empresa que comercializava tal parasitoide no Vale do S&o Francisco, em
Pernambuco, para controle de Tuta absoluta (Meyrick), a traga-do-tomateiro. A Bug
Agentes Biologicos, em Piracicaba, SP comercializa diversas espécies de
Trichogramma. Outras empresas comegam a despontar no mercado nacional,
contribuindo para o aumento da utilizagdo do Controle Biologico no Pais (PARRA,
2004).

Entretanto, a mais antiga companhia no Pais é a Biotech, em Maceid, AL
que comercializa M. anisopliae, C. flavipes e Trichogramma galloi Zucchi. Em
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Uberlandia, MG, a Biopred é uma empresa especializada na comercializa¢do de
Trichogramma spp. e, em Ribeirdo Preto, SP, a Biocontrol tem, disponiveis para
venda, C. flavipes e M. anisopliae.

O uso do controle biolégico de pragas por meio de parasitoides e
predadores seja pela introducéo, seja pela produgdo massal desses organismos é
uma realidade em todo o mundo e, dependendo da condi¢cdo local, muito mais
racional do que os agroquimicos. Nesse sentido, é imprescindivel uma legislacéo
na qual seja previsto 0 acompanhamento da qualidade dos insetos produzidos por
universidades ou instituices de pesquisa. Mesmo nos EUA onde a tradi¢cdo nessa
area é grande surgem, frequentemente, desvios na razdo sexual dos insetos
criados por empresas privadas. Assim, é preciso, sobretudo, prever uma forma
adequada de transferéncia de tecnologia, mas que seja acompanhada de
eficiéncia no processo, incluindo a(s) espécie(s) a ser(em) liberada(s), o nimero
de pontos de liberagdo, o nimero de parasitdides liberados e a forma de
liberagdo. Somente com tais cuidados na implementacdo de programas de
controle biolégico e de companhias especializadas na comercializagdo de
inimigos naturais € que sera possivel fazer com que essa alternativa seja mais
aceita no Brasil, Pais que, mesmo com problemas, adota programas de controle
bioldgico classico ou aplicado comparaveis aos melhores do mundo.
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Bacillus thuringiensis (Bt) e Bacillus sphaericus (Bs) sdo bactérias
Gram-positivas, da familia Bacillaceae as quais apresentam duas fases principais
durante seu ciclo de vida: uma de crescimento vegetativo na qual a bactéria se
multiplica por biparticdo; outra de esporulagdo que consiste na diferenciagdo da
bactéria em esporo. Quando o esporo se encontra de novo em um meio que
contém 0S nutrientes necessarios, pode germinar e iniciar 0 crescimento
vegetativo (SOBERON; BRAVO, 2001).

Essas bactérias sdo consideradas ubiquas por terem sido isoladas de
todas as partes do mundo, de diversos ecossistemas e de diferentes substratos
como solo, agua, folhas, insetos mortos. Bt se diferencia de B. cereus e de B.
anthracis por apresentar um corpo paraesporal ou cristal protéico. Bs esta
taxonomicamente mais distante desse grupo. Pouco se sabe sobre o habitat do Bt
e do Bs, entretanto, seu requerimento nutricional vitaminico e de aminoacidos
como o &cido glutamico sugere que as formas vegetativas sé se reproduzem no
interior dos insetos hospedeiros (SOBERON; BRAVO, 2001).

O corpo paraesporal do Bt contém proteinas denominadas delta-
endotoxinas que formam atualmente uma familia de 300 membros, classificados
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em 49 grupos. Elas sdo produzidas sob a forma de protoxinas que, no intestino do
inseto, sdo transformadas em peptideos toxicos pela acdo do pH alcalino
intestinal e de proteases. A toxina ativada causa a lise das celulas epiteliais e a
morte das larvas (ARONSON; BECKMAN; DUNN, 1986).

Uma das vantagens da utilizacdo do Bt e do Bs é sua especificidade aos
insetos sensiveis, seu efeito ndo poluente ao meio ambiente, sua inocuidade aos
mamiferos e vertebrados e auséncia de toxicidade as plantas (WHITELEY;
SCHNEPF, 1986; ORGANISATION MONDIAL DE LA SANTE, 1987). Produtos a
base de Bt para o controle de pragas agricolas sdo comercializados ha mais de
cinqienta anos, sendo o seu mercado anual estimado em 100 milhGes de
dolares. Prevé-se que essa utilizagdo va aumentar & medida que a legislagdo de
protecdo ambiental mais rigorosa for adotada e produtos mais eficientes e baratos
forem langados no mercado (DIAS, 1992).

A primeira mencdo a doencas em insetos causada por Bt data de 1902,
quando Ishiwata no Japdo descreveu uma bactéria esporulante responsavel pela
mortalidade do bicho-da-seda, Bombix mori e a chamou de Bacillus sotto. Em
1911, Berliner, na Alemanha, redescreveu a mesma bactéria isolada de lagartas-
da-traca-da-farinha Anagasta kuhniella e, em 1915, chamou-a de Bacillus
thuringiensis, em homenagem a regido de onde as lagartas foram coletadas
(WHITELEY; SCHNEPF, 1986; DIAS, 1992).

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

Nos anos 1960, foi isolada uma estirpe de Bt subsp. kurstaki, chamada
HD-1 (DULMAGE, 1970) que apresentou toxicidade de 2 a 200 vezes superior as
estirpes normalmente utilizadas nos produtos comerciais. A partir de entdo, a



Fundamentos para regulac&o ...

procura por outras estirpes possuidoras de novas toxinas foi estimulada e, em
1977, Goldberg e Margalit isolaram uma estirpe eficaz contra dipteros
(GOLDBERG; MARGALIT, 1977). Alguns anos mais tarde, em 1983, outra estirpe
foi identificada como patogénica contra Coledpteros (KRIEG et al., 1983).

O Bs foi isolado em 1902 e atua apenas em insetos da ordem Diptera.

No mundo inteiro, diversas estirpes de Bt e Bs foram isoladas e atualmente
diversos laborat6rios continuam procurando novas toxinas. Existem varias
coleches espalhadas pelo mundo e estima-se que haja 50.000 estirpes
conhecidas. Entre estas, existem algumas que sdo eficazes contra diversas
ordens de insetos (lepiddpteros, dipteros e coledpteros) e contra outros grupos de
invertebrados (nematoides, acaros e protozoarios) (EDWARDS; PAYNE; SOARES,
1989; FEITELSON; PAYNE; KIM, 1992; CRICKMORE et al., 1995).

Bt e Bs sdo bactérias que estdo amplamente distribuidas e podem ser
encontradas no solo, em ambientes aquaticos, e em cadaveres de insetos.

Uma forma simples de isolamento de diferentes espécies de Bacillus foi
descrita no Protocolo da Organizagdo Mundial de Saude de 1985. Consiste em
preparar as amostras (solo, dgua ou insetos mortos) e submeté-las a choque
térmico (80°C por 12 minutos). Esse choque térmico mata as células vegetativas
de todas as bactérias, deixando vivos apenas 0S esporos.

Em seguida, essa solugdo é semeada em meio NYSM (YOUSTEN, 1984),
acrescido de penicilina, na concentracdo de 100 pg por mL de meio. Nessas
condicbes, somente 0s esporos de Bt e B. cereus germinam. No caso de B.
sphaericus, o procedimento é semelhante, sendo que essa bactéria € resistente a
estreptomicina a uma concentragdo de 25 pg por mL de meio (MONNERAT,
SILVA; SILVA-WERNECK, 2001).
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Vérias metodologias de caracterizagdo de Bt e Bs foram propostas tais
como perfil enzimético, morfologia e reacdes aos corantes. Até 1960, essas
metodologias mostravam-se pouco apropriadas para uma classificacdo segura
das estirpes isoladas em diversas regides do globo. Nessa época, De Barjac e
Bonnefoi (1962), baseados em substancias existentes no flagelo de Bacillus,
introduziram o0 conceito dos “antigenos H" como elemento diferenciador de
estirpes. Esse sistema de classificacdo permitiu grande avango na sistematica
desses microrganismos (DE BARJAC; VERON; DUMANOIR, 1980).

Outras técnicas foram propostas, como a eletroforese de esterases
(NORIS, 1964), antigenos do cristal (KRYWIENCZYK; DULMAGE; FAST, 1978),
andlise de plasmideos (LERECLUS et al., 1982), a eletroforese multilocus das
isoenzimas (SEDLANDER et al., 1986) e a cromatografia dos &cidos graxos
(SCHENKEL; FRACHON, 1990).

Atualmente, diversos genes das delta-endotoxinas foram clonados, o que
permite a caracterizacdo das toxinas pela analise completa da sequéncia de DNA
de cada grupo (KRONSTAD; WHITELEY, 1986), por sondas especificas de DNA
(VISSER, 1989) e pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (STEFFAN;
ATLAS, 1991).

As maneiras mais utilizadas para caracterizacdo de Bt e Bs serdo descritas
a sequir.

A forma das células vegetativas, dos esporos e de cristais, de Bt e Bs é
facilmente visualizada em microscépio de contraste de fases com aumento de mil
vezes. Para preparar 0 material, deposita-se uma gota da coldnia dissolvida em
solugdo salina ou uma gota do isolado crescido em meio liquido em uma lamina.
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A diferenca morfologica entre Bt e B. cereus é a presenca de cristais, assim, caso
a bactéria ndo apresente essa estrutura, trata-se de B. cereus. No caso do B.
sphaericus, 0 esporéngio é distendido apresentando uma forma de raquete
(Figura 1).

Figura 1. Microscopia de contraste, fases de uma estirpe de B. thuringiensis (a) e de
B. sphaericus (b).

A técnica de caracterizacdo sorologica foi desenvolvida por De Barjac e
Bonnefoi em 1962, baseada em substéncias existentes nos flagelos dos bacilos
entomopatogénicos. Esses pesquisadores introduziram o conceito dos “antigenos
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H” como elemento diferenciador de estirpes distintas, 0 que permitiu grande
avanco na sistematica dos bacilos entomopatogénicos. Atualmente, estdo
descritos 67 grupos antigénicos divididos em 80 serovares (Tabela 1) para Bt e 47
para Bs (DE BARJAC; FRACHON, 1990). Embora esse sistema de classificacéo
seja simples, confiavel e tenha sido muito utilizado, ndo ha correspondéncia entre
0 sorotipo e a atividade inseticida. Com o fechamento do Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas do Instituto Pasteur em 2000, essa classificacdo estd em
desuso. O sorotipo determina a subespécie de Bt.

Para a realizacdo desse teste, € necessario que se produzam antigenos e
anti-soros. O protocolo estd descrito com detalhes em De Barjac, Veron e
Dumanoir (1980). Os antigenos flagelares sdo produzidos a partir de células
vegetativas do Bt e do Bs e os anti-soros, em coelhos.

Quando h& reacdo, a suspensdo fica com aspecto limpido, com um
sedimento floculento e granular no fundo do tubo.

Tabela 1. Serovares de B. thuringiensis.

AntigenoH  Subespécie Abreviatura AntigenoH  Subespécie Abreviatura
1 thuringiensis THU 28a28¢c jegathesan JEG
2 finitimus FIN 29 amagiensis AMA
3a3c alesti ALE 0 medellin MED
3a3b3c kurstaki KUR 3l toguchini TOG
3a3d sumiyoshiensis SUM R cameroun CAM
3a3d3e fukuokaensis FUK K¢ leesis LEE
4adbh sotto SOT K7} konkukian KON
4adc kenyae KEN 35 selouensis SEO
5a5h galleriae GAL K§ malaysiensis MAL
585 canadensis CAN 37 andaluciensis AND
6 entomocidus ENT 3 oswaldocruzi osw
7 aizawai AlZ 3 brasiliensis BRA



Tabela 1. Continuag&o.

AntigenoH

8adh
8a8c
808d

9
10a10b
10a10c
1allb
allc
12

13

14

15

16

17
18a18b
18a18c

20a20b
20a20c

27
28328b

Fonte: Adaptado de De Barjac e Frachon (1990).

Subespécie

morrisoni
ostriniae
nigeriensis
tolworthi
darmstadiensis
londrina
toumanoffi
kyushuensis
thompsoni
pakistani
israelensis
dakota

indiana
tohokuensis
kumamotoensis
y0S00
tochigiensis
yunnanensis
pondicheriensis
colmeri
shandondiensis
japonensis
neoleonensis
novoribisk
coreanensis
silo
mexicanensis

mmnterrey

Fundamentos para regulac&o ...

Abreviatura

MOR
oSsT
NIG
TOL
DAR
LON
TOU
KYU
THO
PAK
ISR
DAK
IND
TOH
KUM
YOS
TOC
YUN
PON
CcoL
SHA
JAP
NEO
NOV
COR
SIL
MEX
MON

AntigenoH

40
41
2
43

28 8 8 938 838 &

& RIS

xR

Subespécie

huazhongensis
sooncheon
jinghongiensis
guiyangiensis
higo
roskildiensis
chanpaisis
wratislaviensis
balerica

muju
navarrensis
Xiaguangiensis
kim
austeriensis
poloniensis
palmyolensis
rongseni
pirenaica
argentiniensis
ibérica
pingluonsis
sylvestriensis
zhaodongensis
bolivia
azorensis
pulsiensis
graciosensis

vazensis

Abreviatura

HUA
SO0
JIN
GUI
HIG
ROS
CHA
WRA
BAL
MUJ
NAV
XIA
KIM
AST
POL
PAL
RON
PIR
ARG
IBE
PIN
SYL
ZHA
BOL
AZO
PUL
GRA
VAZ
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A andlise das proteinas do Bt e do Bs é feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS  (SDS-PAGE) (HOFTE; WHITELEY, 1989) e possibilita
conhecer 0 nimero e a massa molecular das toxinas além de auxiliar na
identificacdo do grupo Cry a que pertencem. O extrato das proteinas da estirpe em
estudo é migrado em gel de poliacrilamida e corado com Coomassie blue que
permite observar as proteinas diretamente no gel (Figura 2).

Figura 2. Gel de proteinas de diferentes estirpes de B. thuringiensis.

Em relacdo as moléculas, existem técnicas que identificam os genes

responsaveis pela toxicidade e que podem ajudar na caracterizacdo de Bt e Bs.

A identificacdo dos genes cry em novas estirpes é possivel por técnica de
hibridizacdo DNA-DNA, wusando o0s genes de &-endotoxinas marcados
radioativamente como sondas. O fato de muitas estirpes de Bt possuirem mais de
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um gene da toxina, impede 0 uso dessa técnica para classificagdo geral dessa
bactéria.

A técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) tem sido usada para
identificacdo e caracterizacdo de estirpes de Bt e Bs quanto & presenga de genes
conhecidos, combinacdes de genes e predicdo da atividade inseticida (CAROZZI
et al.,, 1991; KALMAN et al., 1993; CERON et al., 1994, 1995). Essa metodologia
tem-se mostrado eficaz para identificacdo de genes em estirpes de Bt e Bs,
principalmente, em colecdes, pois permite identificacdo réapida e precisa, requer
pouco DNA para andlise e permite o processamento de grande numero de
amostras em, relativamente, pouco tempo. No que se refere ao uso de sonda, a
técnica de PCR apresenta as vantagens de rapidez e da ndo-utilizacdo de material
radioativo.

Para deteccdo de genes cry no DNA plasmidial, sdo usados primers
(oligonucleotideos) gerais, desenhados a partir de regides altamente conservadas
de determinada classe de genes cry ou oligonucleotideos especificos
selecionados entre as regibes altamente varidveis (CERON et al., 1994, 1995;
BRAVO et al., 1998). Havendo homologia dos primers com o DNA em estudo, este
¢ amplificado, por meio de varios ciclos de duplicacdo e posteriormente
visualizado em gel de agarose. O tamanho dos fragmentos amplificados indica a
presenca de genes de determinadas classes ou subclasses de genes cry. Na
Tabela 2, podem ser vistos exemplos de tamanhos de fragmentos esperados para
alguns genes das classes cryl, cry3 e cry4.

Os novos genes responsaveis por toxinas desconhecidas sao
caracterizados por clonagem e seqlienciamento direto do seu DNA, depois que a
andlise do gel de proteina e 0 hioensaio indicarem tratar-se de uma toxina
desconhecida (SOSA-GOMEZ; TIGANO; ARANTES, 1998).
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Durante a prospec¢do de novas estirpes, € importante a determinacdo de
quais e quantos sdo 0s insetos-alvo daquela estirpe. Assim, s@o conduzidos
bioensaios com o maior nimero possivel de espécies, dependendo da disponi-
bilidade para verificar sua atividade (SOSA-GOMEZ; TIGANO; ARANTES, 1998).

Os testes de patogenicidade podem ser de dois tipos. Inicialmente, € feito 0
que se chama de bioensaio seletivo visando investigar se a estirpe é eficaz ou néo.
Para se determinar a concentracdo letal, faz-se um bioensaio com diluigdes
seriadas das culturas bacterianas.

Em ambos os casos, cada estirpe da bactéria é cultivada em meio NYSM
(YOUSTEN, 1984) por 48 a 72 horas a 200 rpm e 28°C. Nessas condi¢des, elas
apresentardo boa quantidade de esporos e cristais.

Um aspecto muito importante para a realizagdo dos bioensaios é o
conhecimento e o dominio da técnica de criagcdo de insetos em laboratério, pois
0s testes devem ser realizados com insetos sadios. Quando a mortalidade da
testemunha dos testes € superior a 10%, o bioensaio deve ser descartado e
repetido.

Existem diversas maneiras de conservar as estirpes de Bacillus sp.

Neste tipo de armazenamento, as estirpes séo crescidas por 72 horas em
tubos de ensaio contendo meio NYSM e, em seguida, congeladas a -20°C. Essas
culturas devem ser repicadas a cada trés meses. Essas repicagens sucessivas
podem causar a perda ou a diminuicdo do poder entomopatogénico uma vez que
pode haver perda de material genético.
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Depois do crescimento das bactérias, elas sdo centrifugadas, congeladas
e liofilizadas dentro de ampolas estéreis. Essas ampolas sdo, em seguida,
lacradas e podem ser conservadas por 15 anos.

Para esse tipo de armazenamento, as estirpes sdo crescidas por 48 horas
em meio NYSM e, em seguida, submetidas a choque térmico (80°C por 12
minutos/gelo por 5 minutos). Em seguida, pingam-se duas gotas dessa suspensao
em tiras de papel-filtro previamente autoclavadas em tubos de ensaio de trés
milimetros de diametro. Esses tubos séo colocados para secar em estufa a 35°C,
quando o papel descolar das paredes do tubo, é lacrado e estocado.

Essa metodologia é barata e bastante pratica, pois a estocagem se da a
temperatura ambiente, e as estirpes podem ficar armazenadas assim por mais de
15 anos (Figura 3).

Figura 3. Armazenamento de Bt e Bs em papel-filtro.
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Esse grupo de toxinas, também chamado de proteinas Cry, é um dos
formadores do cristal protéico. Essas proteinas apresentam peso molecular
variando de 14 a 152 kDa. O processo de formacdo desse cristal esta ligado a
esporulacdo. Os estudos efetuados sobre a esporulagdo mostraram que o cristal é
formado do segundo estagio da esporulacdo e € liberado quando as células sdo
lisadas. As etapas da esporulacdo e biogénese do cristal seguem os seguintes
passos:

Estagio 1: A célula para seu crescimento e sua parede celular se modifica.

Estégio 2: O septo de esporulagdo é formado, e a cromatina € dividida em duas
partes. Comeca, nesse momento, a apari¢do de uma estrutura condensada que é
0 cristal.

Estagio 3: Formacédo do pré-esporo.
Estégio 4: Crescimento do esporo e formacédo do cristal.

Estdgio 5: Formagdo do envelope esporal em torno do esporo. O cristal, fora
desse envelope, continua seu crescimento.

Estagio 6: Maturagdo do esporo, o cristal atinge seu tamanho maximo.

Estagio 7: Ruptura da célula e liberacéo do cristal e do esporo.
A classificacdo das proteinas Cry baseia-se na similaridade das

sequéncias de aminoacidos (CRICKMORE et al., 1998). Existem mais de 300
diferentes genes Cry e as proteinas Cry estdo agrupadas em 49 classes.

A atualizacdo constante dessa nova classificacdo estd disponivel no site:
WWW:http:epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html.
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Entre as estirpes de B. thuringiensis, algumas apresentam um Unico gene
codificador das proteinas Cry. Outras apresentam cinco genes diferentes, como é
0 caso das subespécies aizawai HD-137 e israelensis IPS-82. Essa (Ultima
apresentou cinco genes codificadores da &-endotoxina e outro gene que codifica
uma citolisina, todos localizados em um dnico plasmideo de 72Mda.

As toxinas do tipo Cryl tém 36 subgrupos representados por CrylAa,...,
CrylKa. Algumas dessas proteinas sdo ativas contra insetos da ordem
Lepidoptera, como por exemplo, as toxinas CrylC e CrylD que apresentam
atividade contra Spodoptera frugiperda e S. exigua e, ainda, a toxina CrylCh,
isolada de B. thuringiensis subsp. galleriae, com massa molecular em torno de
130 kDa e toxica a S. exigua e Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae). Cita-se,
ainda, a proteina CrylE que apresenta distintas eficiéncias de controle em
Spodoptera sp. Algumas toxinas pertencentes ao grupo Cryl podem apresentar
atividade dupla contra lepiddpteros e dipteros e contra lepidopteros e coledpteros,
como € o caso das proteinas CrylCa e CrylBa respectivamente. Vale ressaltar que
as proteinas CrylAb e Cry1lCa mostraram atividade contra mosquitos.

O grupo de proteinas do tipo Cry2 é formado por quatro membros: Cry2Aa,
Cry2Ab, Cry2Ac e Cry2Ad. A toxina do tipo Cry2A foi isolada da subespécie kurstaki.
A toxina do tipo Cry2B apresenta 89% de identidade com a Cry2A e é altamente
toxica contra Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), Heliothis virescens
(Lepidoptera: Noctuidae) e T. ni e ndo apresentou toxicidade contra Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). Portanto, a toxina do tipo Cry2 é produzida por estirpes de
varias subespécies de B. thuringiensis, apresenta alta atividade larvicida para
lepidopteros e baixa para dipteros. Essas toxinas apresentam peso molecular de
65 kDa e formam cristais cubdides.

O grupo das proteinas Cry3 apresenta quatro integrantes: Cry3Aa, Cry3Ba,
Cry3Bb e Cry3Ca. Essas toxinas apresentam peso molecular de 73 a 75 kDa e
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produzem cristais rombdides. Krieg et al. (1983) descreveram a primeira estirpe
produtora de gene cry3. Essas proteinas sdo tdxicas a insetos da ordem
Coleoptera como por exemplo, Lepitnotarsa decemlineata (Besouro-da-batata-do-
colorado) (Coleoptera: Chrisomelidae). A toxina Cry3Ba foi isolada de B.
thuringiensis subsp. tolworthi, a proteina Cry3Bb é ativa contra Diabrotica
undecimpunctata (Coleoptera: Chrisomelidae), a proteina Cry3A contra o afideo da
batata, Macrosiphum euphorbiae (Heteroptera: Aphididae) e a Cry3Ca foi isolada
de B. thuringiensis subsp. kurstaki e apresentou toxicidade contra L. decemlineata
superior a das outras proteinas Cry3

Na classe Cry4, sdo duas proteinas: Cry4Aa e Cry4Ba. Essas proteinas sao
ativas contra dipteros. Os genes Cry4A e cry4B foram isolados das estirpes de B.
thuringiensis subsp. israelensis e codificaram proteinas de 128 e 135 kDa,
respectivamente, e, além disso, formam cristais complexos de forma ovéide ou
composta (esférica ou retangular).

As proteinas Cry5 sdo ativas contra nematoides, acaros e formigas e, ainda,
sdo ativas contra coledpteros e lepidopteros. As proteinas Cry5Aa e Cry5Ab foram
isoladas de B. thuringiensis subsp. darmstadiensis e apresentam peso molecular
de 152 e 142 kDa respectivamente. Ambas as toxinas sdo ativas contra
nematoides e acaros. Ja as proteinas Cry5Ac e Cry5Ba tém peso molecular de
135 e 140 kDa, respectivamente e sdo eficazes contra himendpteros e
coledpteros.

As toxinas Cry6 sdo ativas contra nematdides e acaros e sdo formadas por
dois integrantes: Cry6Aa e Cry6Ba.

O grupo das proteinas Cry7 esta representado por dois subgrupos: Cry7Aa
e Cry7Ab. A toxina Cry7Aa apresenta peso molecular de 129 kDa e atividade contra
coledpteros e lepidopteros. Cry7Ab codifica uma proteina de 130 kDa e foi isolada
de B. thuringiensis subsp. dakota e é ativa contra coledpteros.
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As toxinas do grupo Cry8 sdo trés: Cry8Aa, Cry8Ba e Cry8Ca. As proteinas
Cry8Aa e Cry8Ba foram isoladas de B. thuringiensis subsp. kumamotoensis e
codificam proteinas de 131 e 134 kDa respectivamente. A primeira exerce
atividade dupla para coledpteros e afideos e a segunda apenas contra
coledpteros. Cry8Ca foi isolada de B. thuringiensis subsp. japonensis e apresentou
atividade contra um escarabeideo, Andmala cuprea (Coleoptera: Scarabaeidae),
portanto, é eficaz contra insetos da ordem Coleoptera e seu peso molecular é de
130 kDa.

A classe Cry9 é formada por seis integrantes: Cry9Aa, Cry9Ba, Cry9Ca,
Cry9Da, Cry9Ea e Cry9Eb. As proteinas Cry9Aa e Cry9Ba foram isoladas de B.
thuringiensis subsp. galleriae, sendo que gene cry9Aa age sobre Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) e o gene cry9Ca foi isolado de B. thuringiensis
subsp. tolworthi e é efetivo contra Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) e
Choristoneura fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae), Cry9Ea foi isolada de B.
thuringiensis subsp. aizawai todas com peso molecular de 130 kDa. Cry9Da foi
isolada de B. thuringiensis subsp. japonensis e codifica uma proteina de 132 kDa
e é ativa contra escarabeideos da Ordem Coleoptera. Algumas dessas proteinas
sao também eficazes contra lepiddpteros.

O grupo das proteinas Cryl0 € constituido por apenas um subgrupo:
Cry10Aa. A toxina do tipo Cry10Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. israelensis
e codifica uma proteina de 78 kDa. Da mesma forma que Cry10A, a toxina do tipo
Cry11Aa, isolada de B. thuringiensis subsp. israelensis e codifica uma proteina de
72 kDa. CryllBa foi isolada de B. thuringiensis subsp. Jegathesan, sendo
altamente eficaz contra 0s mosquitos das espécies A. aegypti, Culex pipiens e
Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae) e a Cryl11Bb foi isolada B. thuringiensis
subsp. medellin e é bastante toxica as larvas de A. aegypti, Anopheles albimanus e
Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). O peso molecular dessas proteinas é
de 81 e 84 kDa respectivamente. Portanto, as proteinas do grupo Cry10 e Cryll
sao ativas contra dipteros.
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Cryl2Aa é uma toxina com atividade dupla contra nematéides e acaros;
seu peso molecular é de 142 kDa, enquanto Cryl3 é toxica apenas para
nematoides e contém uma proteina de 88 kDa. Cryl4Aa foi isolada da estirpe B.
thuringiensis subsp. sotto codifica uma proteina de 132 kDa e é ativa contra
dipteros e colebpteros.

A toxina do tipo Cry15 exerce uma atividade especifica contra lepidépteros,
codifica uma proteina de 34 kDa e foi isolada da estirpe B. thuringiensis subsp.
thompsoni.

Ressalta-se, contudo, que nem todos os cristais sdo oriundos da mesma
espécie de bactéria. Por exemplo, as proteinas Cryl6 e Cryl7 cujos genes
cryl6Aa e cryl7Aa foram isolados da estirpe CH18 da bactéria anaerdbica
Clostridium bifermentans subsp. malaysia e ndo de uma subespécie de B.
thuringiensis. Na proteina Cry16, constatou-se atividade contra trés insetos da
ordem Diptera: A. aegypti, C. pipiens e A. stephensi, entretanto, na proteina Cry17
ndo se verificou atividade significativa contra insetos da ordem Diptera. Nessas
toxinas, observou-se peso molecular de 71 e 72 kDa respectivamente.

As proteinas Cry18, do mesmo modo que as proteinas Cry16 e Cryl7, ndo
foram isoladas de nenhuma estirpe de B. thuringiensis. Cryl8Aa, Cryl8Ba e
Cryl8Ca foram isoladas do cromossomo do patégeno obrigatorio Bacillus
poppiliae; nelas, o peso molecular foi de 79, 76 e 78 kDa respectivamente. O gene
Cryl8Aa codifica uma proteina com atividade contra o coledptero Melolontha
melolontha L (Coleoptera: Scarabaeidae) cujo percentual de identidade com a
proteina Cry2 de B. thuringiensis é de 40%.

As proteinas Cryl9 sdo ativas contra dipteros e possuem dois integrantes:
Cryl9Aa e Cry19Ba. Cryl9Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. jegathesan,
com peso molecular de 75 kDa, enquanto Cry19Ba foi isolada de B. thuringiensis
subsp. higo com peso molecular de 78 kDa e atividade para C. pipiens, mas nao
para A. stephensi, além disso, possui 49% de identidade e 56% de similaridade
com Cryl19Aa.
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Cry20Aa foi isolada da estirpe B. thuringiensis subsp. fukuokaensis e
mostrou atividade contra os dipteros A. aegypti e C. quinquefasciatus e codifica
uma proteina de 86 kDa. Cry21Aa e Cry21Ba sdo eficazes contra nematoides,
enquanto Cry22Aa é eficaz contra himendpteros seu peso molecular é de 79kDa;
ja as proteinas Cry22Ab e Cry22Ba sdo tdxicas para insetos da ordem Coleoptera.
Existem, ainda, as proteinas Cry23 e Cry24 cujos alvos ainda ndo foram
determinados, embora se tenha conhecimento de que elas séo codificadas por
um gene criptico.

A proteina do tipo Cry25Aa foi isolada da estirpe de B. thuringiensis subsp.
jegathesan € ativa contra dipteros e seu peso molecular € de 76 kDa. Cry26Aa e
Cry28Aa foram isoladas de B. thuringiensis subsp. finitimus e ndo tiveram ainda
sua atividade determinada. Cry27Aa foi isolada da estirpe de B. thuringiensis
subsp. Higo, e o peso molecular encontrado foi de 94 kDa.

Cry29Aa e Cry30Aa foram isoladas da estirpe B. thuringiensis subsp.
medellin e sdo eficazes contra insetos da ordem Diptera. As proteinas do tipo
Cry31, Cry32 e Cry33 ndo tiveram seus alvos determinados até o momento. As
proteinas Cry32Aa, Cry32Ba e Cry32Ca foram isoladas de B. thuringiensis subsp.
Yunnanensis, e Cry33Aa, da estirpe B. thuringiensis subsp. dakota.

As proteinas do grupo Cry34 sdo formadas por quatro integrantes: Cry34Aa,
Cry34Ab, Cry34Ac e Cry34Ba com peso molecular de 14 kDa. J& para as
proteinas Cry35Aa, Cry35Ab e Cry35Ac, o peso molecular é de 44 kDa. As toxinas
do grupo Cry34 e Cry35 sdo ativas contra 0 coledptero Diabrotica virgifera
(Coleoptera: Chrysomelidae).

As proteinas Cry36 e Cry38 sdo ativas contra insetos da ordem Coledptera.
Cry37 ainda ndo teve seu alvo determinado. Cry39 e Cry40 foram isoladas da
estirpe de B. thuringiensis subsp. aizawai comprovando-se sua atividade
mosquitocida. Cry41Aa, Cry41Ab e Cry42Aa, Cry43Aa e Cry43Ba ainda nao
tiveram sua atividade determinada.
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A proteina Cry44Aa foi isolada de B. thuringiensis subsp. entomocidus,
evidenciando uma toxina com propriedades mosquitocidas. Cry45Aa foi isolada
de Bacillus thuringiensis subsp. shandongiensis tendo sido identificada uma
proteina citolitica contra cancer nas células humanas. A proteina Cry46Aa foi
isolada de B. thuringiensis subsp. dakota e Cry46Ab e Cry47Aa néo tiveram, ainda,
sua atividade determinada. Cry 48 e Cry49 foram isoladas de B. sphaericus, séo
toxicas a mosquitos e tiveram sua atividade testada em laboratorio.

As proteinas Cyt sdo constituidas pelos grupos Cytl e Cyt2. A classe Cytl
possui trés integrantes: CytlAa, CytlAb e CytlBa estas foram isoladas,
respectivamente, de estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis, B. thuringiensis
subsp. medellin e B. thuringiensis subsp. neoboensis. Todas apresentaram peso
molecular de 27 kDa. A classe Cyt2 possui cinco integrantes: Cyt2Aa, Cyt2Ba,
Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca. As proteinas Cyt2Aa e Cyt2Ba foram isoladas,
respectivamente, das estirpes de B. thuringiensis subsp. kyushuensis e B.
thuringiensis subsp. israelensis, ambas com peso molecular de 29 kDa. Cyt2Bb foi
isolada de B. thuringiensis subsp. jegathesan e peso molecular de 30 kDa. Todas
essas proteinas sdo ativas contra insetos da ordem Diptera. Em relacdo a Cyt2Bc,
pouco se sabe e, até 0 momento, seu alvo ainda nao foi determinado. Finalmente,
a Cyt2Ca ¢ ativa contra insetos da ordem Coleoptera e contra Ctenocephalides
spp. (Siphonaptera: Pulicidae).

A o-exotoxina conhecida também como fosfolipase C, lecitinase ou
fosfatidilcolina fosfohidrolase é uma enzima que possui atividade citolitica ao atuar
sobre os fosfolipideos que formam as membranas de diversos tipos celulares
(FAUST; BULLA JR., 1982). Essa toxina é encontrada no sobrenadante de culturas
e é altamente téxica para certos insetos quando administrada via oral ou
intra-hemocélica, causando degeneracdo e lise de hemocitos (KRIEG, 1971). O
gene correspondente a essa exotoxina ja foi clonado e seqtienciado (LECHNER
etal., 1989).
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A B-exotoxina ou thuringiensina € uma toxina termoestavel produzida por
certas estirpes de Bt durante a fase vegetativa e secretada no meio de cultura. Ela
é produzida em grande quantidade por estirpes do sorotipo H1 e em menores
quantidades por algumas estirpes dos sorotipos H4a4b, H4a4c, H5, H9, H10, H11,
H12 (SEBESTA et al., 1981). A toxina do tipo | € um analogo do ATP e é composta
de adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico, com massa molecular de 701
daltons (FARKAS et al., 1969). Essa toxina atua inibindo a acdo da RNA polimerase
por competicdo pelo ATP e é altamente toxica para varias ordens de insetos,
acaros, nematéides, bem como para vertebrados, com efeitos teratogénicos e
mutagénicos (SEBESTA et al., 1981). Assim, a partir de 1970, os produtos
comerciais de Bt a base de linhagens do sorotipo H1 foram substituidos por outros
a base de linhagens n&o produtoras de [3-exotoxina (SEBESTA et al., 1981).

A B-exotoxina do tipo Il é produzida por estirpes pertencentes ao sorotipo
H8a8b (morrisoni), € um anélogo do UTP e apresenta toxicidade superior & toxina
do tipo I, principalmente, para coledpteros (LEVINSON et al., 1990). Segundo
esses autores, 0S genes responsaveis pela sintese de [-exotoxina estdo
localizados em plasmideos de 75 ou 110 kda.

Uma nova classe de proteinas inseticidas, Vip3A, com atividade contra
larvas de lepidépteros foi descrita por Estruch et al. (1996). Essas proteinas sdo
produzidas e secretadas por algumas estirpes durante a fase vegetativa e de
esporulacdo, tm massa molecular predita de 88,5 kDa, ndo tém homologia com
proteinas conhecidas e apresentam atividade contra insetos pouco sensiveis a
maioria das d-endotoxinas, como Agrotis ipsilon, S. frugiperda e S. exigua. A
clonagem e a caracterizacdo de dois genes homologos, vip3A(a) e vip3A(b), de
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diferentes estirpes foram descritas (ESTRUCH et al., 1996). Essa foi uma
descoberta importante, pois atualmente ndo s6 se aproveita a mistura de esporos
e cristais obtida ap6s o cultvo de Bt, como também se poderad utilizar o
sobrenadante dela.

Os sintomas que sao observados a partir do momento em que as larvas dos
insetos suscetiveis ingerem 0s cristais e esporos sdo: parada alimentar, paralisia
do intestino, vOmito, diarréia, paralisia total e por fim, morte (ARONSON;
BECKMAN; DUNN, 1986). Estudos histopatolégicos mostraram que, no inicio, as
células colunares do intestino médio sdo afetadas e, em particular, sua
microvilosidade apical que é totalmente destruida (EBERSOLD, et al., 1978). Os
efeitos nas células caliciformes (CIOFFI, 1984) s@o mais lentos, mas nesse caso
a citolise também foi observada (BRAVO et al., 1992). O mecanismo de acdo das
proteinas Cry € um processo de VArios passos, quais sejam:

Os cristais produzidos por Bt solubilizam-se em pH alcalino
(GRINGORTEN et al., 1992); também é necessario um meio ambiente redutor ja
que as pontes dissulfeto sdo abundantes na metade C-terminal das proteinas de
130 kDa. O intestino médio da maior parte das larvas de insetos suscetiveis
(lepidopteros, dipteros e alguns coledpteros) caracteriza-se por seu alto pH e
condices redutoras (KNOWLES, 1994). Uma excecdo € a proteina Cry3A que se
dissolve tanto a pH acido (3,9 a 4,2) quanto em pH alcalino (9,5 a 11,3), mas
permanece insolivel em pH neutro (KOLLER; BAUER; HOLLINGWORTH, 1992).
Cry3A é ativo contra larvas de crisomelideos cujo pH intestinal é ligeiramente
acido (WELTENS et al., 1992) e, nesse caso, supde-se que existam outros fatores
no conteddo intestinal capazes de promover a solubilizacdo dessa toxina.
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A maior parte das proteinas Cry é produzida como protoxinas que, para
serem ativadas, devem ser processadas pelas proteases do intestino médio dos
insetos liberando o fragmento téxico, ficando assim um fragmento resistente a
proteases de 55 e 65 kDa. O alineamento das seqiiéncias de aminoacidos dos
membros da familia Cry mostrou que as toxinas de 70 kDa (Cry2, Cry3 e Cry 11)
podem ser consideradas como formas naturais truncadas das proteinas de alto
peso molecular (HOFTE; WHITELEY, 1989).

O processamento € fator que pode contribuir na determinagdo da
especificidade. Um exemplo é o caso da toxina CrylAb da cepa IC1 de Bt subsp.
aizawai que é téxica para lepidépteros (Pierris brassicae) quando processada com
tripsina e ativa para os dipteros (Aedes aegypti) se tratada com suco gastrico
desses mosquitos (HAIDER; ELLAR, 1989).

Apesar de se conhecer com certo detalhe como ocorre 0 processamento
das toxinas de Bt, ndo existe informacdo suficiente sobre as enzimas que estao
envolvidas nesse processo. O seqlienciamento da extremidade N-terminal dos
fragmentos téxicos das toxinas Cryl, Cry2 e Cry4 sugere que as principais
proteases envolvidas s@o enzimas do tipo da tripsina, da quimiotripsina e da
termolisina (DAI; GILL, 1993). No caso dos coledpteros, observou-se que as
enzimas digestivas predominantes no intestino médio sdo do tipo cisteino-
proteases (THIE; HOUSEMAN, 1990) e é provavel que estas sejam as proteinas
envolvidas no processamento das toxinas do tipo Cry3.

Depois de ativadas, as proteinas Cry unem-se a sitios especificos
localizados na microvilosidade das células colunares do intestino médio das
larvas de insetos suscetiveis: lepidopteros (HOFFMANN et al., 1988), coledpteros
(BRAVO et al., 1992) e dipteros (RAVOAHANGIMALALA; CHARLES; SCHOELLER-
RACCAUD, 1993).
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A unido a esses sitios é a etapa determinante da alta especificidade das
d-endotoxinas (VAN RIE et al., 1989), por isso, diversos grupos de pesquisa tém
dedicado grande esforco para entender como ocorre esse processo. As
metodologias mais usadas s&o os estudos cinéticos de unido utilizando proteinas
marcadas com isotopos radioativos e vesiculas de membrana da microvilosidade
apical (VMMA).

Foi demonstrado que, para haver toxicidade, € necessario unido, mas o
fato de obté-la ndo significa a presenga de toxicidade (ESTADA; FERRE, 1994;
WRIGHT et al., 1997).

Estudos de competicdo homodloga tém mostrado que a cinética de unido
das d-endotoxinas as VMMA dos insetos suscetiveis € bifasica, composta de um
passo reversivel e outro irreversivel (VAN RIE et al., 1989). A interacdo inicial entre a
toxina e seu sitio de unido (unido reversivel) é um requisito para a toxicidade, mas
nao é suficiente. Os eventos posteriores tais como a unido irreversivel e a inser¢éo
na membrana parecem estar mais correlacionadas com a toxicidade.

Importantes esforgos vém sendo feitos com a finalidade de identificar,
purificar e caracterizar do receptor das proteinas Cry, na microvilosidade apical
das células colunares do intestino médio. A metodologia mais empregada tem
sido a de separar as proteinas VMMA em eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicBes desnaturantes e, posteriormente, transferi-las para papel de
nitrocelulose. A unido especifica da toxina a alguma das bandas se revela com
anticorpo antitoxina e logo com um segundo anticorpo ou, entdo, pode-se utilizar
toxina marcada (biotina-estreptavidina ou '#l). Essa evidéncia sugere que 0 sitio
que reconhece a toxina na proteina de unido é um epitope muito pequeno ou
entdo um carboidrato (CIOFFI, 1984). Com base nesse tipo de experimento,
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tem-se observado que, para a maioria das toxinas Cryl estudadas, as moléculas
com as quais a unido ocorre com maior afinidade sdo glicoproteinas entre 63 e
220 kDa (ODDOU; HARTMANN; GEISER, 1991; INDRASITH; HORI, 1992).
Propbe-se que a interacdo inicial seja a existente entre a toxina e o carboidrato do
receptor, enquanto a irreversivel seja associada com uma interacdo proteina-
proteina (LIANG; PATEL; DEAN, 1995).

Esses estudos sdo ainda incipientes para o caso dos coledpteros e
dipteros. Entretanto, com base em pesquisas, descobriu-se que coledptero
Tenebrio molitor, a molécula de unido, € uma proteina de 144 kDa (BELFIORE
et al., 1994). Uma banda de 148 kDa e outra de 78 kDa foram identificadas como
as proteinas de unido para a toxina CryllAa nas vesiculas dos mosquitos
Anopheles stephensi e Tipula oleraca (FELDMANN; DULLEMANS; WAALWIJK,
1995) respectivamente. Os maiores avangos no esclarecimento da natureza
hioguimica dos possiveis receptores para as proteinas Cryl foram obtidos durante
0s trés Ultimos anos.

A fase irreversivel da unido das &-endotoxinas na membrana é considerada
como uma evidéncia de que as proteinas Cry inserem-se na membrana para, em
seguida, causar a destruicdo do tecido intestinal das larvas de insetos suscetiveis
(VAN RIE et al., 1989; LIANG; PATEL; DEAN, 1995).

Com base no conhecimento que se tem sobre a inser¢do de outras toxinas
bacterianas formadoras de poro (LI, 1992), foram propostos dois modelos
possiveis da insercdo de toxinas Cry na membrana. O primeiro (modelo de abre
cartas) propbe que as o-hélices 5 e 6 sejam inseridas na membrana como
conseqiiéncia de uma mudanca morfologica causada pelo receptor, sem maior
participacdo das hélices e dominios restantes; o outro (modelo de guarda-chuva)
sugere que, depois da unido com o receptor, ocorra a inser¢do da regido o4-o5,
enquanto as hélices restantes se arranjam sobre a superficie da bicamada
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lipidica, expondo para ela sua face hidrofobica, ficando a molécula, assim, com
formato semelhante a um guarda-chuvas (KNOWLES, 1994).

Experimentos de protecdo osmoética demonstram que apOs unir-se ao
receptor e inserir-se na membrana, as proteinas Cry formam poros com um
didmetro de 1 a 2 nm (KNOWLES; ELLAR, 1987). O tamanho desses poros e a
aparicao frequente de multiplos estados de conduténcia nos estudos da atividade
das proteinas Cry em hicamadas lipidicas planas (SLATIN; ABRAMS; ENGLISH,
1990; SCHWARTZ et al., 1997) tém sido considerados como evidéncias da
formacdo de diversos estados de agregacdo das &-endotoxinas.

Foi demonstrado que as proteinas Cry causam a morte das células epiteliais
ao inativar o sistema que mantém o gradiente de pH (WOLFERSBERGER, 1992)
e por citolise osmotica (KNOWLES; ELLAR, 1987). As toxinas Cry aumentam a
permeabilidade das microvilosidades apicais a cations, anions, agua e moléculas
de maior tamanho. Isso causa um colapso na diferenca de potencial e, portanto,
perda da forca motriz que dirige a entrada de aminoacidos para o interior celular,
assim como a redistribuicdo dos cations entre o lumem e o citoplasma.
Considera-se que o efeito mais devastador desse processo seja a alcalinizagéo do
citoplasma ja que isso interfere no metabolismo celular normal e tem como
consequéncia final a destruicdo do epitélio intestinal (WOLFERSBERGER, 1992).
Assim que as ceélulas colunares e caliciformes séo destruidas, os esporos de Bt
tém acesso a hemolinfa, meio no qual se proliferam. Verificou-se que, em alguns
casos, o efeito das proteinas Cry e dos esporos é sinergético (JOHNSON;
McGAUGHEY, 1996) e que alguns desses esporos contém toxina na superficie, o
que assegura seu acesso a hemolinfa (DU; NICKERSON, 1996). A conseqiéncia
final da destruicdo do intestino médio e a proliferagdo de bactérias na hemolinfa é
a morte das larvas por inani¢do e septicemia.
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Capitulo

Myrian Silvana Tigano
Sueli Corréa Marques de Mello

A crescente conscientizacdo da sociedade quanto ao uso indiscriminado
dos agrotoxicos e a necessidade de se preservar 0 meio ambiente e a salde
humana, especialmente nos paises desenvolvidos, permite-nos antever que 0S
produtos biolégicos tornar-se-8o, em curto prazo, fortes competidores dos
agroquimicos. O uso de fungos para controle de pragas é um tema que faz parte
de programas de pesquisa com resultados promissores em varios paises.
Diferentes estratégias de biocontrole estdo disponiveis e devem ser utilizadas de
acordo com cada situacdo particular, apés avaliagdo cuidadosa, levando-se em
conta ndo apenas 0s aspectos relacionados a espécie-alvo e ao agente de
biocontrole, como também as interagdes ecoldgicas envolvidas.

A maioria dos produtos a base de fungos, disponibilizados para
comercializacdo no exterior, é de biopesticidas registrados e apresenta qualidade
quanto a formulacdo, a concentracdo de ingrediente ativo e a vida de prateleira.
Esses produtos geralmente sdo acompanhados de um processo que inclui a
descoberta do fungo agente de biocontrole, o desenvolvimento do produto, a
avaliacdo de mercado, a formulagdo, o desenvolvimento de processo com
extensiva avaliagdo de eficacia, o registro, scale up e testes de mercado
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(HEBBAR; LUMSDEN, 1999). Esses produtos apresentam praticidade de uso,
sendo formulados em granulos dispersantes em agua ou 6leos emulsionaveis ou
em forma de pé, a serem adicionados diretamente ao tanque do pulverizador. No
Brasil, no entanto, o uso de produtos hioldgicos a base de fungos para controle de
pragas ainda necessita de maior atencdo dos segmentos pesquisa, agéncias de
fomento e indUstria, a fim de que possa materializar-se como alternativa ou como
parte de uma abordagem de manejo integrado para os sistemas de producao
agricolas.

Os fungos representam um grupo heterogéneo formado por diversos
organismos unicelulares ou pluricelulares que se alimentam da absor¢do direta
de nutrientes. Os alimentos dissolvem-se por causa das enzimas que eles
secretam e, em seguida, sdo absorvidos através da fina parede da célula e se
distribuem por difusdo simples no protoplasma (FUNGOS, 2006). Esses
organismos vivem como saprdfitas, parasitas ou simbiontes e, embora estejam
entre 0s de maior numero de espécies na natureza, estima-se que apenas 5% do
total das espécies tenha sido descrito e estudado.

ModificagBes nos conceitos taxondmicos e nas formas de classificagdo
dos fungos tém ocorrido de maneira acelerada nos ultimos anos, principalmente,
devido a incorporacdo de novas técnicas aplicadas & ciéncia taxonomica, a
exemplo da analise de proteinas e de aglcares, além de outras biotecnologias
como as baseadas na andlise genbmica e na caracterizagdo molecular
(FIGUEIREDO, 2006). O Dictionary of the Fungi em sua nona edi¢do preparada
pelo International Mycological Institute (KIRK, 2001) distribui esses organismos em
trés reinos, sendo que os fungos verdadeiros se encontram no reino Fungi,
abrangendo quatro divisbes: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e
Zigomycota.



Fundamentos para regulac&o ...

Os Deuteromycetes, caracterizados pela auséncia de um teleomorfo (fase
perfeita ou estado sexual) e também denominados fungos mitospéricos ou
imperfeitos, ndo sdo formalmente incluidos nessa classificacdo, pois representam
uma classificacéo artificial. A maioria deles é anamorfa de Ascomycetes, porem,
alguns tém afinidades com Basidiomycetes. Para muitos deles, os teleomorfos
sdo desconhecidos €, para outros, ndo foram ainda descritos ou reconhecidos. Ha
ainda os que aparentemente perderam a fungdo sexual, em alguns casos,
recuperada por mecanismos, como, por exemplo: o ciclo parassexual. Entretanto,
a taxonomia dos deuteromicetos, embora artificial, torna-se necessaria para uma
identificacdo pratica de organismos importantes (PUTZKE; PUTZKE, 2004).

Os fungos, agentes de controle biologico, sdo patégenos de pragas tais
como:

e Patégenos de invertebrados  conhecidos, também, como  fungos
entomopatogénicos.

e Fungos que inibem os fitopatdgenos por meio de diversos mecanismos como:
competicdo, parasitismo (hiperparasitas) e antibiose.

e Patégenos de plantas daninhas que sdo fungos fitopatogénicos e, em geral,
apresentam certa especificidade para as espécies-alvo, pragas de culturas ou
poluidoras de alguns ambientes.

Os hioinseticidas representam o principal segmento de biopesticidas e
compreendem ampla diversidade de microrganismos. Entre estes, os fungos
entomopatogénicos tém recebido maior atencdo como agentes de biocontrole
amigaveis ao ambiente. J& as acOes relacionadas ao desenvolvimento de
biofungicidas representam uma &rea de pesquisa relativamente nova que tém tido
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grandes avancos, especialmente, com espécies de fungos do género
Trichoderma. O controle biologico de plantas daninhas, por sua vez, tem sido
pesquisado ha varios anos. Existem relatos de mais de 100 patdgenos de plantas
daninhas. A maioria dos bioherbicidas que tem logrado chegar ao mercado é a
base de fungos. Todavia, 0 sucesso desses produtos tem sido limitado, devido a
sua inabilidade para competir com os quimicos.

Nesta revisao, a énfase é dada aos fungos entomopatogénicos e patdgenos
de doencas que apresentam maior possibilidade de serem utilizados no
desenvolvimento e no registro de produtos biologicos no Brasil.

Os fungos entomopatogénicos pertencem a aproximadamente 90 géneros
e 700 espécies (ALVES, 1998). Eles sdo encontrados em ambientes aquéticos,
terrestres e subterraneos e representam 80% das doencas dos insetos das
diversas ordens, ocorrendo em diferentes estadios de desenvolvimento do
hospedeiro. Além dos insetos, esses fungos podem infectar outros invertebrados,
tais como: nematobides e acaros. As espécies mais importantes como agentes de
controle bioldgico encontram-se na ordem entomophthorales dos Zygomycota e
nos fungos mitospdricos ou imperfeitos.

Beauveria bassiana Vuill e Metarhizium anisopliae Sorok s&o fungos
mitosporicos  cosmopolitas,  freqlientemente, encontrados na  natureza.
Representam as espécies mais estudadas como agentes de controle bioldgico de
insetos-praga desde o século XIX. No Brasil, M. anisopliae e B. bassiana
despertaram interesse a partir do inicio da década de 1970, com os primeiros
estudos desenvolvidos no emprego de M. anisopliae para o controle das
cigarrinhas da cana-de-acucar no Nordeste.

A mais comum via de penetracdo desses fungos no hospedeiro € pelo
tegumento, embora a infec¢do via oral seja possivel. O conidio adere a cuticula,
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germina e penetra através de processos mecanicos e enzimaticos. A adeséo
significa a fixagdo do propagulo sobre a superficie do hospedeiro. Esse fenémeno
€ complexo, envolvendo propriedades fisicas e quimicas do patogeno, do
hospedeiro e de suas interagdes. A germinagdo dos conidios sobre o tegumento
se d& em fungdo das exigéncias nutricionais e microclimaticas. Depois da
germinagdo, pode ocorrer a formagdo de apressorio - uma intumescéncia
produzida na extremidade do tubo germinativo ou hifa que se adere a superficie do
hospedeiro para auxiliar na penetracdo, 0 que envolve processos fisicos e
enzimaticos. No hemocelo do hospedeiro, 0 micélio se ramifica formando corpos
hifais ou células leveduriformes. A morte do hospedeiro se da por uma
combinagdo de fatores, tais como acdo de toxinas do fungo (por exemplo, 0s
ciclopeptideos, beauvericina e dextruxinas, para B. bassiana e M. anisopliae,
respectivamente), obstrucdo fisica da circulagdo da hemolinfa, invaséo de 6rgdos
e falta de nutrientes. A morte do hospedeiro ocorre antes que o fungo tenha
colonizado todo o hemocele. Depois da morte, as hifas normalmente emergem do
cadaver e, sob condicbes apropriadas de temperatura e umidade, produzem
conidios no exterior do hospedeiro. Os conidios sdo entdo dispersos pelo vento e
pela agua. Vérios fatores bidticos e abidticos podem interferir no ciclo de
desenvolvimento do fungo entomopatogénico (ALVES, 1998; GOETTEL; INGLIS,
1997).

Isolados de B. bassiana e M. anisopliae podem ser obtidos tanto de seus
hospedeiros quanto de amostras de solo. A identificacdo dessas espécies é
baseada, principalmente, em critérios morfol6gicos, utilizando chaves para
identificacdo, como as encontradas em Alves (1998), Humber (1997) e Samson,
Evans e Latge (1988).

Por muito tempo, a sistematica dos fungos entomopatogénicos foi
conduzida com base em caracteristicas fenotipicas, como aquelas relacionadas a
morfologia, a fisiologia e a viruléncia. Essas caracteristicas sdo influenciadas
pelas condicbes ambientais e, em geral, sdo parametros quantitativos, o que
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dificulta a andlise dos resultados. Atualmente, empregam-se métodos de deteccao
do polimorfismo genético em nivel do DNA, menos suscetiveis as variacbes do
ambiente. Os marcadores moleculares representam segmentos do DNA que
correspondem a regides, expressas ou ndo, do genoma. Essas regides do DNA
podem ser especificas ou arbitrarias (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). O uso
de marcadores moleculares tem auxiliado na resolu¢do de questBes geradas pela
taxonomia cléssica, na identificacdo de géneros e espécies, bem como na
caracterizacdo de isolados especificos com potencial com agentes de controle
biologico. Os marcadores moleculares mais utilizados atualmente na
caracterizacdo de fungos entomopatogénicos sdo 0s baseados na amplificagdo
de seqtiéncias de DNA por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
que exige pequenas quantidades de DNA.

Driver, Milner e Trueman (2000) revisaram a taxonomia do género
Metarhizium utilizando dados de sequéncias da regido ITS do rDNA de 123
isolados reconhecidos como M. anisopliae, M. flavoviride ou M. album. Um alto
nivel de diversidade genética foi encontrado em dados de seqliéncias dessa
regido, permitindo melhor resolucdo em nivel de espécies e variedades. Para M.
anisopliae, quatro grupos foram reconhecidos: dois correspondendo as
variedades determinadas pela taxonomia classica, M. anisopliae var. anisopliae e
M. anisopliae var. majus; e 0s outros dois grupos, correspondendo a duas novas
variedades descritas neste trabalho, M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var.
lepidiotum. Os autores mostraram que esses agrupamentos, definidos em termos
moleculares, representam grupos de isolados que também apresentam
caracteristicas bioldgicas e ecolégicas semelhantes.

Quanto a seguranca, os fungos B. bassiana e M. anisopliae apresentam
baixa toxicidade e ndo infectam mamiferos. Eventualmente, esses fungos podem
causar problemas de alergia em seres humanos, 0 que pode ser evitado com a
adocao de medidas profilaticas na producédo e aplicacdo, de modo a restringir o
contato de pessoas com 0s fungos ou com os produtos a base deles (GOETTEL
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et al., 2001). Experimentos em campo tém demonstrado que esses fungos nao
representam riscos para 0 meio ambiente, quando introduzidos como
biopesticidas, pois ndo afetam a microflora e a fauna nativa (HU; ST. LEGER,
2002; IVIE et al., 2002; WANG et al., 2004).

Entre os varios exemplos de utilizagdo de fungos como antagonistas no
controle de doencas de plantas, podem ser citados, com grande potencial de
desenvolvimento e registro no Brasil, os fungos mitospéricos: Dicyma pulvinata Arx
para controle do mal-das-folhas da seringueira (MELLO; MELO; AVILA, 2005),
Gliocladium roseum Bain para Botrytis cinerea Pers. e, principalmente,
Trichoderma spp. Pers. Para controle de diversos patdgenos (DE MARCO et al.,
2000; LIMA, 2002; ETHUR et al, 2005; SILVESTRI et al., 2005). Esses
antagonistas podem ser aplicados diretamente no solo e em tratamento de
sementes (microbiolizacdo das sementes) ou por inoculacdo das partes aéreas,
como folhas e drgdos de propagacdo, a depender da parte da planta que se
deseja proteger. Também, podem ter sua densidade populacional aumentada
pela manipulagdo do ambiente.

As doengas das plantas sdo causadas por diferentes microrganismos,
sendo estimadas em cerca de 70% as ocasionadas por fungos. Estes, além de
serem responsaveis por grandes perdas agricolas, tornam mais onerosos 0s
custos da producdo, requerendo aplicagdes freqientes de fungicidas. Os
sintomas dessas doencas flngicas podem ocorrer durante todo o ciclo da cultura,
diversificando sua gravidade conforme a regido e, principalmente, em funcdo das
variedades cultivadas, das condi¢des edafoclimaticas e dos sistemas de manejo
empregados. S&o estimadas perdas anuais em torno de 15% a 20% da producao,
porém, existem casos em que as perdas chegam a 100%. Justificam-se, portanto,
os esforgos continuos na busca de recursos tecnoldgicos eficazes e seguros para
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garantir a rentabilidade do agricultor. Nesse sentido, o controle biol6gico, além de
constituir alternativa saudavel ao uso dos fungicidas quimicos, oferece respostas
para muitos problemas enfrentados na agricultura, quando 0s métodos
tradicionais de controle ndo produzem resultado satisfatorio, sobretudo, no caso
de patogenos de solo.

A maioria dos agentes empregados no hiocontrole das doengas fungicas
apresenta certo grau de especializagdo. Espécies de Trichoderma, entretanto, tém
sido relatadas como parasitas de uma extensa gama de fitopatdgenos, embora
efetividade no controle de um grupo particular de fitopatogenos possa variar de
acordo com o isolado e com sua particular adaptabilidade as condi¢Ges
especificas de umidade, acidez do solo e temperatura. Pelo exposto, esse género
de antagonistas tem sido o0 mais estudado para desenvolvimento de biofungicidas
e sera objeto da presente revisao.

Os fungos do género Trichoderma possuem caracteristicas que 0s
favorecem, em termos de sobrevivéncia no ambiente e que, a0 mesmo tempo,
tornam-nos vantajosos como agentes de hiocontrole: sdo saprofitas, apresentando
rapidez na colonizacdo de substrato, com requerimentos nutricionais minimos;
produzem clamid6sporos que sdo estruturas de resisténcia para sobreviver sob
condicbes climaticas adversas; produzem, ainda, substancias toxicas
(antibiéticos), bem como enzimas degradadoras de parede celular de outros
fungos (proteases, lipases), sendo igualmente capazes de degradar varios
carboidratos estruturais e ndo estruturais. Desse modo, ndo é surpresa que as
espécies de Trichoderma sejam componentes dominantes da micoflora do solo.

Foi a partir do trabalho pioneiro de Weindling (1932) que se constatou a
capacidade de Trichoderma lignorum (Tode) Harz (= Trichoderma viride Pers.; Fr)
parasitar importantes patégenos de solo em culturas. Desde entdo, foram
desenvolvidos varios trabalhos visando a utilizacdo de espécies de Trichoderma
para fins de controle biolégico de patégenos de plantas. Homer, Bell e Jawarski
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(1972) realizaram o primeiro experimento de biocontrole, sob condi¢cbes de
campo, usando esse antagonista.

Esse género, introduzido por Persoon (1794), € constituido de espécies de
fungos anamorficos que podem ser encontrados em diversos habitats. Isolado de
amostras de solo e de estruturas de seus hospedeiros (esclerdcios, por exemplo),
pode ser manipulado em laboratério e aplicado em seu ambiente natural.

O género Trichoderma ¢é freqUentemente reconhecido por suas
caracteristicas macroscopicas, tais como rapido crescimento em meios de
cultura, micélio aéreo esparso e pustulas conidiogénicas verdes ou brancas
(RIFAI, 1969; BISSET, 1984). Em relacdo a suas caracteristicas microscopicas,
Rifai (1969) propés um delineamento genérico, aceito até hoje, pelo qual
reconhecem-se nove espécies agregadas: T. hamatum, T. viride, T. auroviride, T.
harzianum, T. koningii, T. pseudokoningii, T. longibrachiatum, T. polysporum, T.
glaucum. Essas espécies sdo identificadas com base nas caracteristicas descritas
a segquir: os conidiéforos sao ramificados repetidas vezes, em geral, sob a forma
dendritica regular, ou seja, em Varios niveis, com as ramificacbes primarias
produzindo as secundarias menores as quais também podem se ramificar,
sucessivamente, finalizando, em determinadas espécies, com apéndices
terminais estéreis. As fialides variam de ampuliformes a lageniformes e sao
usualmente constritas na base, intumescidas na parte mediana e, abruptamente,
atenuadas proximo a regido apical, formando um “pesco¢o” subcilindrico curto.
Estas sdo dispostas em verticilos terminais nas ramificagBes do conidiéforo ou,
com menos frequéncia, isoladamente ou em esporas logo abaixo do septo
localizado ao longo do conidi6foro. Os conidios podem ser hialinos ou, mais
freqentemente, verdes, com parede lisa ou rugosa, dependendo da espécie.
Clamidioforos, em geral presentes no micélio submerso, podem ser tanto
intercalares, como terminais. Quando conhecidos, os teleomorfos de Trichoderma
encontram-se, sobretudo, no género Hypocrea Fr da classe dos Ascomycetes.
Chaves para identificacdo das espécies estdo disponiveis na literatura, como as
de Gams e Bisset (1998) e de Samuels et al. (2005).
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Entretanto, de acordo com o conceito proposto por Bisset (1991), que inclui
todos os anamorfos de Hipocrea nesse género, uma clara definicho morfolégica
para 0 género Trichoderma constitui ainda problema, pois a estrutura dos
conidiéforos é bastante varidvel e, em muitos casos, superficialmente lembram os
género Gliocladium Corda ou Verticillium Nees. Talvez as espécies a serem
acomodadas nesse género possam, em alguns casos, ser resolvidas tdo-somente
pelas conexdes com seus teleomorfos, que no caso de Gliocladium, parece ser
polifilético e a partir de estudos de relacionamento genético, mediante
investigacdo molecular (GAMS; BISSETT, 1998).

Os mecanismos de agdo pelos quais o Trichoderma pode atuar s&o:
antibiose, hiperparasitismo, competicdo. O conhecimento desses mecanismos é
de fundamental importancia no emprego de métodos racionais de melhoramento
genético e para aumentar a vantagem competitiva do agente de hiocontrole no
ambiente (MENEZES, 2002). Esses mecanismos variam de espécie para espécie
e, também, de linhagem para linhagem dentro da mesma espécie, de acordo
com a interacdo hospedeiro-parasita (MELO, 1998). Um dos mais estudados € o
parasitismo ou hiperparasitismo que, no caso de Trichoderma spp., ocorre em
varias etapas, tais como: quimiotropismo, reconhecimento do patdgeno, secre¢ao
de enzimas hidroliticas e, finalmente, lise celular (CHET, 1987).

Vale mencionar ainda o efeito direto de algumas linhagens de Trichoderma
spp. na ativacdo de defesas da planta e atuando como promotores de
crescimento. A aplicacdo do fungo tem respostas, sobretudo, no aumento do peso
seco, na éarea foliar, na altura e na precocidade de germinacéo e florescimento.
Também, tem sido constatado acréscimo no desenvolvimento de raizes em
plantas de milho, bem como maior profundidade alcangada por elas, fazendo
com que essas plantas fiquem mais resistentes a seca. Algumas espécies
favorecem a solubilizacdo de nutrientes na rizosfera, tornando-os mais disponiveis
a absorcdo pelas raizes e, consequentemente, reduzindo a necessidade de
adubacbes nas culturas (BAILEY; LUMSDEN, 1998).
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Antes de se utilizar um agente microbiano em programas de biocontrole, é
importante a caracterizacdo do agente, pois isso, além de permitir estudos
ecoldgicos relacionados ao impacto do novo organismo introduzido no ambiente,
facilita o acompanhamento da pureza durante os processos de producdo e de
comercializacdo e, ainda, o monitoramento da eficiéncia e da persisténcia da
linhagem na é&rea tratada. Com a caracterizacdo, é possivel discriminar as
diversas linhagens pelo conhecimento de seus padrBes fisiolégicos, morfolégicos
e genéticos (SILVA, 2000). A analise das vérias caracteristicas fornece, ainda,
suporte para resolver questdes geradas pela sistematica classica na identificacao
de espécies, assim como permitir a andlise filogenética de géneros e espécies
préximas (SOSA-GOMEZ; TIGANO; ARANTES, 1998).

A caracterizacdo morfoldgica de fungos é baseada na andlise de aspectos
morfologicos tanto em nivel microscépico, mediante estudo das formas e
dimensOes de estruturas reprodutivas e vegetativas e dos processos de formacao
de conidios (conidiogénese), quanto em nivel macroscopico, pela analise do
aspecto das culturas em meios definidos. Essas caracteristicas morfologicas nem
sempre sdo suficientes para diferenciar 0s organismos em niveis intra e
infra-especifico.

A caracterizacdo isoenzimatica permite a diferenciacdo de linhagens em
perfil de eletroforese. A determinagdo de atividades enzimaticas, por sua vez, pode
ser realizada pela leitura de halos de degradagdo em meios de cultura solidos ou
pela avaliacdo indireta em filtrados de culturas em meio liquido, utilizando reaces
especificas para determinar a atividade de cada enzima. Entretanto, as diferengas
nas atividades enzimaticas em geral ndo permitem um agrupamento taxonémico
dos isolados e raramente estdo relacionadas com outros critérios de
diferenciacdo (SILVA, 2000). Embora as isoenzimas possam ser incluidas na
classe de marcadores bioquimicos, essa técnica € bastante dependente das
condicOes de crescimento do fungo (SILVA, 2000).
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Técnicas baseadas na genética molecular permitem identificar
polimorfismo diretamente na seqiiéncia de DNA, possibilitando a avaliagédo de
variagBes génicas entre individuos e populacdes (STRONGMAN; McKAY, 1993).
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e RFLP(Restriction Fragment Lingth
Polymorphism), bem como estudos de seqtiéncias de r-DNA (ITS-1, por exemplo),
amplamente empregados em taxonomia molecular de fungos, tém se mostrado
uteis na diferenciacéo de isolados de Trichoderma spp. (LIMA, 2002).

Finalmente, a caracterizagdo fisiologica permite ndo apenas determinar a
variabilidade de isolados, mas também avaliar o potencial de utilizacdo de certos
isolados, pelo conhecimento da patogenicidade a um ou varios hospedeiros, taxa
de crescimento, capacidade reprodutiva e producdo de metabdlitos.

Sucesso no uso de Trichoderma para biocontrole de doencas tem sido
documentado com as mais diversas culturas, contra varios patdgenos, a exemplo
de Gaeumannomyces graminis Arx & D. L. Oliver, Phytophtora megasperma Drech.
f. sp. glicinea Kuan & Erwin, Rhizoctonia solani Kiihn, Sclerotium rolfsii Sacc.,
Sclerotinia sclerotiorum de Bary, Cylindrocladium scoparium Morgan, Pyhtium
aphanidermatum Fitzp., P. ultimum Trow. e Fusarium oxysporum Schlecht (ELAD;
CHET; KATAN, 1980; SIVAN; ELAD; CHET, 1984; SIVAN; CHET, 1989; ELAD, 2000;
HARMAN, 2000; LEWIS; LUMSDEN, 2001). Esses patogenos de solo, além de
causar grandes perdas econdmicas, podem permanecer no ambiente por VArios
ciclos produtivos, através de estruturas de resisténcias que germinam sob
condicOes favoraveis. Trichoderma tem a capacidade de atuar como destruidor de
hifas, paredes de esclerddios e outras estruturas dos patégenos.

Vérias espécies de Trichoderma, além de serem particularmente atrativas
no controle de patdgenos de solo, em especial em culturas anuais, como o feijao
(Phaseolus vulgaris L.), soja (Glycine Max Merril), algoddo (Gossypium hirsutum
L.) e milho (Zea mays L.), vém demonstrando, conforme se pode observar nos
inimeros casos citados na literatura, ter potencial de uso contra patégenos das
partes aéreas (ELAD, 2000).
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O aclmulo de informagbes sobre a capacidade antagbnica e a habilidade
de colonizagéo e proliferacdo em diferentes habitats, associado a sistemas de
produgdo massal, fomulacdo e aplicacdo eficientes tem possibilitado o
desenvolvimento de produtos estaveis a base de Trichoderma spp. (LIMA, 2002).
Hoje existem vérios produtos em comercializacdo nos Estados Unidos, Europa e
Israel, como por exemplo, Rootshield ™, T-22 Planterbox, Trichodex, Binab-T,
BioFungus e Trichoderma 2000.

Apesar da falta de produtos registrados no Brasil, diversos biofungicidas a
base de Trichoderma spp. vém sendo desenvolvidos e colocados no mercado sob
diversas formas (liquida, gel ou po sollvel em agua). Todavia, ao contrario dos
produtos comercializados no exterior, grande parte dos produtos brasileiros nao
obedece a padres minimos de qualidade, apresentando, entre outros, 0s
seguintes  problemas: baixa capacidade germinativa dos  propagulos,
concentragbes de propagulos ndo condizentes com as informagdes contidas nos
rétulos, curto periodo de vida de prateleira, indices elevados de contaminagao.
Sendo assim, ha necessidade de maior atencdo por parte dos Orgdos
governamentais no que se refere a regulamentacdo e ao controle da producdo
dos biofungicidas ndo s6 para melhor aproveitamento do potencial desses fungos
como agentes de biocontrole como também para evitar que a tecnologia se torne
desacreditada.

Os fungos sdo um grupo de organismos complexo, distribuido em trés
reinos, sendo que a maioria daqueles usados em controle bioldgico ndo se
enquadra em nenhuma classificacdo formal. Pertencem a um grupo chamado de
fungos mitospdricos que sdo, na verdade, fases anamorfas (assexuadas) de
Ascomycetes ou de Basidiomycetes.
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Os fungos entomopatogénicos estdo, em sua maioria, na ordem
entomophthorales dos Zygomycetes, distribuidos em 90 géneros e 700 familias.
S&o encontrados nos mais diversos ambientes e contribuem com 80% das
doencas dos insetos, atacando também outros invertebrados.

Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae s@o fungos mitospéricos
cosmopolitas, freqiientemente encontrados na natureza, e sdo as espécies mais
estudadas como agentes de controle biologico de insetos-praga.

No biocontrole de fitopatdgenos, certos fungos tém demonstrado eficiéncia
por meio da introdugdo de antagonistas, tanto no solo quanto nas sementes, em
outros orgdos de propagacdo e pela manipulacdo do ambiente. Entre os agentes
de biocontrole mais estudados, tém-se destacado espécies do género
Trichoderma spp.

No Brasil, apesar das perspectivas favordveis para o0 mercado de
hiopesticidas, hd uma série de dificuldades a ser superada. Muitas delas poderdo
ser solucionadas, pelo controle mais rigoroso dos processos de desenvolvimento
e de comercializacdo, passando por regras claras quanto ao registro desses
produtos. H& necessidade de atencdo por parte da pesquisa, especialmente, nos
aspectos da producdo, formulagdo e aplicacdo. Ao contrario do que ocorre no
Brasil, os bons produtos comercializados no exterior apresentam maior
concentracdo de ingrediente ativo e maior vida de prateleira. Alguns produtos
podem ser armazenados por mais de oito meses a temperatura ambiente. Além
disso, seu uso € bem mais pratico, podendo ser formulados como granulos
dispersiveis em &gua ou 6leos emulsiondveis e serem adicionados diretamente ao
tanque do pulverizador.
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Capitulo

Maria Elita Batista de Castro
Marlinda Lobo de Souza

Cerca de 15% da perda da producdo agricola global é causada por
insetos. O controle deles tem sido feito quase que totalmente por inseticidas
quimicos. Os inseticidas tém importante papel no desenvolvimento da producéo
agricola, sobretudo, no que se refere a0 manejo integrado de pragas e a
agricultura sustentavel. Todavia, o0 uso continuado de inseticidas quimicos em
dosagens e alvos inadequados, além dos efeitos causados pela polui¢do, pode
favorecer o aumento da resisténcia dos insetos a esses produtos com
consequente desequilibrio biolégico do meio. Tais problemas vém reforcar a
necessidade de incrementar estratégias alternativas para um manejo mais
racional dos agroecossistemas. O uso de praticas integradas, incluindo o
biolégico natural, € alternativa que promove os baculovirus por serem capazes de
causar doenca cronica ou fatal nos insetos-alvo, sem trazer danos ao meio
ambiente (SUMMERS et al., 1975).

Mais de 17 familias ou grupos de virus tém sido reconhecidos como
patogénicos a insetos, dos quais os baculovirus tém sido os mais documentados
(THEILMANN et al., 2005).
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Os baculovirus (do latim baculum) constituem o maior grupo de virus que
ataca insetos, predominantemente da ordem Lepidoptera (borboletas e
mariposas) (FEDERICI, 1997). Alguns baculovirus tém sido identificados em outras
ordens de insetos, tais como Hymenoptera (vespdes), Diptera (moscas,
mosquitos), Coledptera, bem como em crustaceos, ordem Decapoda (camardes)
e Arachnidae (ADAMS; McCLINTOCK, 1991; O'REILLY; MILLER; LUCKOW, 1994;
THEILMANN et al., 2005).

Esses virus sdo excelentes candidatos ao uso em controle bioldgico sendo,
na maioria dos casos, bastante virulentos e especificos a seus hospedeiros e,
portanto, seguros a saude humana e ao meio ambiente. N&o causam impactos
negativos a plantas, mamiferos, passaros, peixes ou mesmo a insetos ndo-alvo.
Nos Ultimos vinte anos, testes de seguranca tém sido feitos e nenhum problema
de salde ou ambiental foi documentado. Diante disso, a Organiza¢do Mundial da
Salde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1973) tem recomendado concentrar,
no grupo baculovirus, o desenvolvimento de virus patogénicos a insetos.

O crescente interesse na utilizacdo desses virus para o controle biol6gico
de insetos-praga, tanto na agricultura como em areas florestais, tem sido
reforcado pelos efeitos adversos decorrentes do emprego de inseticidas quimicos.
Vérios baculovirus tém sido comercializados para o controle de diversas pragas:
Cydia pomonella (CpGV), Lymantria dispar (LdMNPV), Spodoptera exigua
(SeMNPV), Trichoplusia ni (TnSNPV) Helicoverpa zea e Heliothis virescens
(ambos por HzSNPV) nos Estados Unidos; Spodoptera exigua (SeMNPV) e Cydia
pomonella (CpGV) na Europa e pragas de floresta tais como Orgyia
pseudotsugata (OpMNPV), Choristoneura fumiferana (CfMNPV) e Neodiprion
sertifer (NeseNPV), em vérios paises, incluindo Canadd, EUA e Reino Unido
(MOSCARDI, 1998).

No Brasil, destaca-se o uso do Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) para o controle da lagarta-da-soja, com uma
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érea tratada de 2,0 milhdes de hectares de plantacdo da soja, representando o
maior programa com aplicacdo de pesticida viral no mundo (MOSCARDI, 1999;
MOSCARDI; MORALES; SANTOS, 2002; MOSCARDI; SANTOS, 2005). A
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia colabora com esse programa
estudando a caracterizagdo morfologica, bioquimica e molecular do Anticarsia
gemmatalis MNPV (DALMOLIN et al., 2005; CARPES et al., 2005; SOUZA et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2001; CASTRO; SOUZA; BILIMORIA, 1999; RIBEIRO;
SOUZA; KITAJIMA, 1998; CASTRO et al., 1997). Outros dois virus também tém se
apresentado com grande potencial para 0 uso no controle de pragas: o
Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus, em formulacdo p6 molhavel, para o
controle da lagarta-do-cartucho-do-milho (Embrapa Milho e Sorgo) e Erinnyis ello
granulovirus, ainda empregado na forma impura, para controle do mandarova-da-
mandioca e do mandarova-da-seringueira (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina S.A. — EPAGRI) e (Instituto Agrondmico do
Parana — IAPAR). Essas pragas causam severos danos a cultura da mandioca e
da seringueira, e 0 combate é feito tradicionalmente com inseticidas quimicos.

Atualmente, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia mantém uma
Colecdo de Virus de Insetos com intuito de dar suporte basico a pesquisa aplicada
na area de controle biolégico, bem como para o desenvolvimento de estudos em
areas de patologia de insetos, virologia fundamental, taxonomia e filogenia de
virus, com o propésito de estabelecer um Banco de Germoplasma de Virus
Entomopatogénicos. A Colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
esta sendo enriquecida pela introdugdo de novos isolados virais obtidos de coletas
em campo ef/ou de outras Colegdes ja existentes no Pais. A coleta sistematica no
campo é feita quando a existéncia de virus ainda ndo foi relatada para
determinada espécie de inseto, em certa regido, ou quando se pretende encontrar
novos isolados de um dado virus. A maioria dos virus da Colecdo esta conservada
a -20°C. Os virus sdo de facil armazenamento podendo ser congelados (—20°C
ou —80°C) por varios anos (Tabela 1).
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Tabela 1. Colecéo de Isolados de Baculovirus da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Isolados Procedéncia N° de Isolados
Agraulis sp MNPV Brasil (Distrito Federal) 01
Anticarsia gemmatalis NPV

Isolados geograficos Vérias regides do Brasil, Argentina e Uruguai 10

Isolados temporais Brasil (Parana, Rio Grande do Sul, Mato Grosso) 19
Bombyx mori NPV Brasil (Parana) 02
Condylorrhiza vestigialis MNPV Brasil (Parand) 02
Cydia pomonella GV Argentina 01
Dione juno juno NPV Brasil (Distrito Federal, Pard) o
Erinnyis ello GV Diferentes regi6es do Brasil 05

Brasil (Santa Catarina) 0

Megalopyge albicolis SNPV Brasil (Distrito Federal) 01
Spodoptera frugiperda GV Brasil (Minas Gerais) 03
Spodoptera frugiperda MNPV

Isolados geograficos Diferentes regides do Brasil 07

Isolados temporais Brasil (Minas Geralis) 05
Spodoptera littoralis MNPV Reino Unido 01
TOTAL 70

Os baculovirus, além de seu potencial de aplicacdo como agentes de
controle de insetos-praga, sdo utilizados como vetores de expressdo de genes
com a finalidade de produzir grandes quantidades de proteinas heterologas em
células de insetos para aplicagbes biotecnoldgicas. Mais recentemente, esses
vetores tém-se mostrado bastante promissores para a indUstria farmacéutica
(KABA et al., 2004) e para terapia génica em vertebrados (LIANG et al., 2003; TANI
etal., 2003; GHOSH et al., 2002).

A maioria das pesquisas tem-se concentrado no estudo do Autographa
californica multiple nucleopolyedrovirus (AcCMNPV) devido a sua facil propagacéo
em cultura de células e a seu amplo espectro de hospedeiros.
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Os baculovirus ocorrem naturalmente em seus hospedeiros e as doengas
causadas por esses agentes sao freqiientes, em especial, em lepidopteros e
himendpteros apresentando alta mortalidade larval. Os mecanismos pelos quais
0s virus persistem no campo sdo o ponto-chave na ecologia dos baculovirus. A
principal rota de transmisséo viral em Lepidoptera é a liberacdo de particulas
virais denominadas corpos de oclusdo, OBs (do inglés occlusion bodies) que
contaminam a folhagem por outras larvas suscetiveis (transmissdo horizontal).
Outra rota de transmissao € a vertical em que os adultos passam 0 virus para sua
progénie.

Por definicdo, um evento de doenga em proporcOes epidémicas €
conhecido como uma epizootia que pode ocasionalmente devastar populacdes
de determinadas espécies, sobretudo, quando ha altos niveis de ocorréncia de
insetos (EVANS, 1986). A tendéncia de uma doenca causada por baculovirus
tornar uma epizootia depende da escala de dispersdo e da persisténcia do virus
dentro e fora do hospedeiro. A epizootia natural, em geral, requer varias geracdes
do hospedeiro para se desenvolver. A distribuicdo e a abundéncia do hospedeiro
sdo importantes fatores para determinar a eficiéncia do ciclo do virus. Larvas
mortas representam relevante fonte de indculo para ocorréncia e manutencdo de
epizootia em populacdes epidémicas (CASTILLO; ACOSTA; CILIEZAR, 1995).

Evans (1986) identificou dois tipos de fontes de indculo viral: a priméria e a
secundéria. A priméria consiste no periodo em que nenhum hospedeiro suscetivel
esta disponivel, e a secundéria, o virus replica na larva que morre pela infec¢éo de
um inéculo primério, resultando na liberacdo de um indculo secundario.

Uma larva em seu Ultimo estagio de desenvolvimento € capaz de produzir
cerca de 10 OBs, virus do género Nucleopolyhedrovirus (NPV) e 10" OBs, virus
do género Granulovirus (GV).
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A forma viral oclusa, que é a mais usada para propagacao horizontal da
doenca, é altamente estavel no meio ambiente, permitindo persisténcia do virus e
subseqiientes infeccbes nas populagbes de insetos (FUNK; BRAUNAGEL,
ROHRMANN, 1997). A capacidade de persistir fora do hospedeiro é uma das
caracteristicas marcantes dos NPVs e GVs. Porém, ela é afetada pela taxa em que
as particulas OBs tornam inativas no ambiente natural nos periodos de baixa
densidade do hospedeiro (CORY; HAILS; SAIT, 1997). Essas particulas podem
permanecer no solo, em fendas de plantas, ou em outros refligios por varios anos.

Enquanto os baculovirus continuam a ser o grupo de virus de insetos mais
bem estudado, surpreendentemente, mesmo com 0s avangos da biologia
molecular e o desenvolvimento de modelos matematicos, pouco se conhece
sobre sua ecologia (CORY; HAILS; SAIT, 1997). O conhecimento da biologia
desses virus e de sua aplicagdo tem avancado de forma significativa. O emprego
de diferentes técnicas de caracterizagdo desses virus € importante na busca de
novos agentes de controle biologico e € essencial para o registro e avaliagdo de
biopesticidas.

Os virus, diferentemente dos microrganismos, em geral, apresentam uma
caracteristica particular que é a existéncia de um hospedeiro para sua replicacéo
(Figura 1). Ao serem ingeridos pelo inseto hospedeiro, utilizam a maquinaria dele
para se multiplicar. Com a progressdo da infec¢do, inimeras particulas virais s&o
formadas causando rompimento do tegumento do inseto e conseqiiente liberacéo
das particulas.
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Figura 1. Esquema do processo inicial de infecgéo viral no intestino médio de uma lagarta infectada
por baculovirus.

Fonte: llustracdo adaptada de Kalmakoff e Ward (2003).

A infeccdo se inicia quando lagartas se alimentam de folhas nas quais
foram aplicados baculovirus. Os virus ao infectar o inseto replicam em varios
tecidos e podem romper componentes envolvidos em sua fisiologia interferindo na
alimentag&o, na oviposicdo e no movimento do inseto. No terceiro/quarto dia de
infecgéo, as larvas param de se alimentar pela perda de apetite e mais no final do
ciclo apresentam sintomas como corpos fl&cidos, descoloragdo da epiderme,
mobilidade reduzida e, freqlientemente, dirigem-se para o topo das plantas,
tornando-se presas pelos pseuddpodes posteriores (geotropismo negativo),
quando entdo morrem por infeccdo sistémica (Figura 2). Diferentes virus podem
causar variados sintomas, porém, ambos: NPV e GV causam liquefagdo do inseto
e facil rompimento das cuticulas liberando inimeras particulas virais infecciosas
no ambiente.

o
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Figura 2. Lagarta Anticarsia gemmatalis infectada por baculovirus. Na fase tardia da infecgdo, a
lagarta se posiciona de cabeca para baixo.

A principal rota de infeccdo dos baculovirus € por ingestdo do alimento
contaminado com o virus na forma viral oclusa (OB). Ao alcancar o intestino medio
do inseto, 0s OBs sdo rapidamente dissolvidos, devido ao pH alcalino e a acéo de
proteases presentes no meio, e os virus derivados dos corpos de oclusdo, ODVs
(do inglés occlusion derived viruses), sdo entdo liberados atravessando a
membrana peritréfica dando inicio a infeccdo das células colunares do epitélio
(GRANADOS; LAWLER, 1981; HORTON; BURAND, 1993) que prossegue
resultando em um ciclo de infeccdo bifasico (Figuras 1 e 3). Na primeira fase, 0s
nucleocapsideos sao produzidos no ndcleo da célula e liberados para o
citoplasma formando os virus extracelulares chamados de BVs (do inglés budded
viruses) que sdo produzidos por brotamento na membrana plasmética da célula
infectada. Esses virus alcancam a hemolinfa dando origem a infeccdo sistémica
na larva hospedeira. Essas particulas (BV) sdo, portanto, responsaveis pela
transmissdo do virus de célula para célula dentro do inseto, bem como em células
de insetos em cultura (ENGELHARD et al., 1994). Na segunda fase, o0s
nucleocapsideos séo envoltos no nucleo por uma membrana sintetizada de novo



Fundamentos para regulac&o ...

e entdo imersos em uma matriz protéica cristalina formando os corpos de
oclusdo. Esses corpos de oclusdo sdo altamente estaveis no meio ambiente,
permitindo persisténcia e disseminagdo do virus em populagdes de insetos no
campo (FUNK; BRAUNAGEL; ROHRMANN, 1997).

Figura 3. Ciclo representativo da replicagdo dos baculovirus.

A infecgéo se inicia quando a lagarta se alimenta de folhas de uma planta
contaminada com particulas virais (corpos de ocluséo) e estas alcancam o intes-
tino da lagarta onde sdo dissolvidas liberando os virions que entram nas células
por fusdo com a membrana. No nicleo, essas particulas se replicam e formam,
em um unico ciclo, duas progénies infecciosas, os BVs que vao espalhar a
infec¢do por todos os tecidos da lagarta e os OBs que s@o acumulados no nucleo
levando a hipertrofia do nlcleo e dos tecidos, resultando na liquefacdo do inseto e
liberagdo das particulas para infectar mais insetos dando continuidade ao ciclo.
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A obrigatoriedade de replicagéo viral em hospedeiros muitas vezes constitui
ponto de estrangulamento no processo de producdo do virus. Essas dificuldades
tornam-se mais acentuadas, quando o espectro de hospedeiros suscetiveis €
reduzido, e/ou ainda quando ndo existem condi¢Bes adequadas para criacdo dos
insetos, incluindo dieta artificial disponivel, ou também ndo se dispem de
linhagens celulares de insetos estabelecidas e permissivas ao virus.

Até o momento, 0s baculovirus sdo produzidos, principalmente, em larvas
de insetos (Figura 4). Os virus infectam somente insetos-alvo e espécies proximas.
Esse processo é laborioso e dificil para produgdo em larga escala. Além disso,
insetos sdo facilmente contaminados. A tecnologia moderna de cultura de células
tem facilitado o crescimento de células de insetos em suspensdo utilizando
biorreatores. Sucessivamente, essas células podem ser infetadas com particulas
extracelulares do baculovirus (BVs), apds o que as células produzirdo a forma
oclusa do virus (OB) encontrada na natureza. Apesar das limitaches para
producdo de baculovirus in vitro, a extracdo e a purificacdo tém sido mais facil
nesse sistema e com muito mais eficiéncia comparada com a producéo in vivo.

Figura4. Lagarta crescida em dieta artificial.
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Os virus, até o0 momento, sdo a forma de vida mais simples recuperada de
insetos. Consistem de um acido nucléico circundado por um complexo protéico
denominado capsideo. O conjunto de &cido nucléico e capsideo é referido como
nucleocapsideo.

Os baculovirus possuem um genoma que consiste de uma molécula de
DNA fita dupla circular com o tamanho variando de 80 a 180 kb (pares de
kilobases), podendo codificar de 100 a 200 proteinas (SMITH; SUMMERS, 1978;
THEILMANN et al., 2005). Sdao formados por nucleocapsideos em forma de
bastdo, com 200 a 450nm de comprimento e 30 a 100nm de diémetro, envoltos
por um envelope composto por uma hicamada de lipidios, chamados virions. Os
virions sdo adicionalmente protegidos por uma matriz protéica chamada de corpo
de oclusdo, formando os poliedros ou granulos que tém como principal proteina a
poliedrina ou granulina respectivamente. Essa forma de oclusdo da estabilidade
fisica e biologica as particulas, tornando-as relativamente faceis para formulagéo
e aplicacdo pelo uso convencional.

Dois fendtipos alternantes sdo formados durante o ciclo de replicagéo viral,
0 virus derivado do corpo de oclusdo, ODV e o virus extracelular BV. O genoma
viral codifica proteinas estruturais e ndo estruturais localizadas no envelope e no
capsideo, para BV, e no envelope, no capsideo e em corpos de oclusdo, para
ODV. Embora esses fenGtipos sejam similares em estrutura, diferem na
composicao dos seus envelopes e na sua fungdo. O ODV esta imerso em uma
estrutura cristalina protéica que ajuda proteger as particulas infecciosas da
degradacdo ambiental. Nos NPVs, o ODV é composto de virions contendo um
Unico nucleocapsideo (SNPV) ou varios nucleocapsideos (MNPV). O envelope do
BV é adaptado para movimento e infecgéo de tecidos dentro do inseto, enquanto o
envelope do ODV ¢ adaptado para interacdo com estrutura poliedron nos
processos de ocluséo e para facilitar a infeccdo do epitélio do intestino médio do
inseto (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama representativo dos fenétipos BV (virus extracelulares) e ODV (virus derivado
de corpos de ocluso).

Fonte: llustracéo adaptada de Kalmakoff e Ward (2003).

Nesta figura, podem ser observados a morfologia das particulas e seus
componentes principais. Enquanto os fendtipos sdo idénticos quanto ao seu
genoma (DNA viral, indicado no centro do diagrama), séo diferentes quanto a sua
composicao lipidica e protéica. O fendtipo BV nédo € incluso, sendo seu envelope
constituido principalmente da glicoproteina GP64. Apresenta em uma de suas
extremidades (indicacdo na figura do BV) proje¢des denominadas de pleplémeros
que sdo responsaveis pela disseminacdo do BV de célula para célula. O ODV €
incluso numa matriz protéica formada predominantemente de uma proteina
chamada poliedrina em NPV (ou granulina em GV).

Para isolamento de virus de insetos infectados, os procedimentos utilizados
sdo distintos em se tratando de particulas OB e BV. Para obtengdo de OBs, larvas
mortas conservadas a —20°C s&o inicialmente maceradas para liberacdo das
particulas virais dos tecidos. Em seguida, o material € filtrado através de diversas
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camadas de gaze e la de vidro que servem para remover fragmentos de cuticula e
dos tecidos dos insetos. O material obtido (OBs) estara, em parte, purificado. Para
obtencdo de particulas BVs, hemolinfa coletada de lagartas no quarto dia de
infeccdo é utilizada como indculo para infeccdo de células em cultura. O
sobrenadante dessas células infectadas contendo as particulas BVs € entdo
utilizado para purificagdo do virus. Para purificacdo completa tanto das particulas
BVs como OBs, procedimentos de uma série de centrifugagGes baixas e altas,
com gradientes de sacarose, sdo empregados. Particulas virais podem ser
identificadas utilizando técnicas de microscopia eletronica, de transmissdo ou de
varredura, bem como técnicas de imunocitoquimica. A morfologia do virus pode
servir como ajuda na diagnose rapida de virus, em especial, quando combinado
com microscopia de imunofluorescéncia que permite a visualizagdo de amostras
nas concentracdes de 10?2 a 10° particulas/mL. No caso de particulas visiveis
(OBs) em microscépio de luz, a quantificacdo pode ser feita por contagem das
particulas em camaras de Newbauer. Para quantificacdo de particulas BVs, o
procedimento utilizado é a titulagdo viral, que é feita pelo método da dilui¢&o final
(TCID,,) do sobrenadante de cultura de células contendo BVs (REED; MUENCH,
1938; O'REILLY; MILLER; LUCKOW, 1994).

Periodicamente, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) relne-se para revisdo e
atualizacdo da taxonomia dos virus e para publicacdo do relatério constando os
ajustes/mudancas na classificagdo e na andlise de propostas, tais como:
inclusdo, exclusdo ou ainda alteragbes de espécies, géneros e familias. No ano
de 2005, por exemplo, a Divisdo de Virologia da Unido Internacional de
Sociedades de Microbiologia, responsavel pela nomenclatura e classificacdo de
virus, publicou o VIII" ICTV Report que documenta o estado da arte em
nomenclatura e taxonomia de virus (FAUQUET et al., 2005).
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Entre as familias de virus de insetos, a Baculoviridae € a de maior
importancia, compreendendo o maior grupo de virus de insetos. Mais de 700
espécies de insetos ja foram relatadas (ADAMS; McCLINTOCK, 1991; FEDERICI,
1997). Com base na morfologia (forma e tamanho) dos corpos de oclusdo, essa
familia esta dividida em dois géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e Granulovirus
(GV) (THEILMANN et al., 2005).

Os virus pertencentes ao género NPV produzem grandes corpos de
oclus&o variando de 0,15 a 15 um que, devido a sua forma, sdo também chamados
de poliedros. Cada poliedro pode conter mdltiplos virions. Enquanto os virus
pertencentes ao género GV sdo menores, com corpos de oclusdo variando de 0,3
a 0,5 um, sdo chamados de granulos e, em geral, contém somente um virion.

Uma subdivisdo dos NPVs em dois grupos, NPV | e NPV II, foi proposta com
base em estudos filogenéticos, usando, inicialmente, o gene da poliedrina (polh)
(ZANOTTO; KESSING; MARUNIAK, 1993). Essa subdivisao tem sido mantida por
todos os genes conservados que foram usados nas analises filogenéticas
realizadas até 0 momento (revisado por HERNIOU et al., 2003; NAKAI et al., 2003).

Por convengdo, as espécies de baculovirus sdo conhecidas pelo nome
cientifico do inseto hospedeiro no qual o virus foi isolado pela primeira vez,
seguido do género do baculovirus identificado, Nucleopolyhedrovirus (NPV) ou
Granulovirus (GV). Por exemplo:

+ Género: Nucleopolyhedrovirus (NPV)
Nome cientifico do hospedeiro (ex: Autographa californica ) + NPV*
Espécie tipo: Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)

*NPV com varios nucleocapsideos por envelope da-se a denominagéo de
multiple (M), com somente um nucleocapsideo por envelope single (S).
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e Geénero: Granulovirus (GV)
Nome cientifico do hospedeiro (ex: Cydia pomonella) + GV

Espécie tipo: Cydia pomonella granulovirus (CpGV)

Os baculovirus tém sido apresentados como agentes de grande potencial
para uso em controle biolégico por mais de meio século. Contudo, somente uns
poucos tém alcancado sucesso como biopesticidas e, menos ainda, na producgao
em larga escala ou no ambito de sua comercializacdo. Até agora, os hiopesticidas
representam pequena fragdo do mercado mundial de pesticidas. Porém, os riscos
ao homem e ao ambiente, com o uso intensivo de pesticidas quimicos de alta
toxicidade e de amplo espectro, tém gerado demanda com a finalidade de
explorar estratégias de controle de pragas que permitam a producdo sustentada
das culturas com o minimo de impacto ambiental.

Os baculovirus sdo considerados excelentes candidatos por apresentar
alta especificidade, sendo caracteristica desejavel quando insetos benéficos
estdo sendo conservados em um programa de manejo integrado (PMI) ou quando
uma area ecologicamente sensivel estd sendo tratada. Com poucas excegdes, 0S
baculovirus sdo bastante especificos, infectando uma Unica espécie de insetos ou
umas poucas espécies dentro do mesmo género como relatado em algumas
publicacdes. Por sua vez, essa caracteristica torna-se uma desvantagem quando
0 agricultor prefere usar um Unico produto para controlar uma variedade de
pragas na cultura. Os baculovirus apresentam outras poucas desvantagens
comparadas aos inseticidas quimicos, tais como a agdo relativamente lenta,
sensibilidade a luz ultravioleta e requerimento de sistemas de producéo in vivo
que limitam a expansao de seu uso como bioinseticida.

Outra via para producdo de baculovirus, que j& comeca a ser explorada, €
a producgdo em sistemas de cultivos celulares. No entanto, existem dificuldades de
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se produzir virus nesses sistemas, sobretudo, devido a perda de viruléncia
causada pela formacdo de mutantes.

O maior exemplo de sucesso no uso de inseticidas virais é o controle da
lagarta-da-soja pelo baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyedrovirus  (AgMNPV). A produgdo desse virus para uso como
bioinseticida no Brasil & essencialmente feita pela infec¢do da lagarta no campo
estando, portanto, dependente da ocorréncia natural da praga. Outras estratégias
para producdo em laboratorios estdo sendo desenvolvidas, uma vez que hé
crescente demanda para aplicagdo desse virus no campo.

Desde a década de 1970, o conhecimento da hiologia e da aplicacdo
desses bioinseticidas tem progredido rapidamente. O avanco e a utilizacdo da
biologia molecular, notadamente a partir de 1990, com o uso de técnicas de
engenharia genética para ampliar a faixa de hospedeiros e diminuir o tempo de
morte dos insetos, constituiram um passo para nova era no desenvolvimento de
inseticidas mais eficazes a partir de baculovirus recombinantes.

Apesar do desenvolvimento da pesquisa basica em microrganismos
usados no controle biol6gico, somente poucas instituices estdo envolvidas em
projetos de pesquisa, com limitada transferéncia de tecnologia e limitada
colaboragéo entre profissionais com experiéncia nessa area.
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Capitulo

Claudia Dolinski

Como mostrado no Capitulo 4, nematbides sdo importantes agentes no
controle biolégico de insetos. Neste capitulo, serd focada a producdo e a
formulacdo desses nematoides para que eles possam efetivamente ser usados no
controle hioldgico.

Os nematodides pertencentes a familia Mermitidae precisam de um
hospedeiro para completar o ciclo de vida, sendo somente multiplicados in vivo.
Muitos trabalhos tém sido realizados com a finalidade de se estabelecer o cultivo
desses nematdides in vitro, contudo, sem sucesso (KAISER, 1991). Na década de
1970, a espécie Romanomermis culicivorax, entre outras, foi comercializada como
produto hiolégico a base de ovos, juvenis, infectantes e adultos, visando ao
controle de larvas de mosquitos, sendo este produto chamado de Skeeter Doom.
Esses nematéides eram multiplicados em larvas do mosquito Culex sp., sendo
essa criacdo relativamente barata e facil de se manter. Entretanto, com a
descoberta do Bacillus thuringiensis var. israelensis, 0 uso desses nematoides
foi-se  tornando menos freqiiente e poucos pesquisadores  continuam
a estuda-los (GIBLIN, 1987).
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Os nematdides pertencentes a familia Phaenopsitylenchidae sdo
multiplicados in vitro, no fungo Amylostereum areolatum, em meio BDA (batata/
dextrose agar). Completado o desenvolvimento do fungo no meio de cultura,
juvenis retirados do aparelho reprodutor de machos de Sirex sp. (vespa-da-
madeira) sdo inoculados na cultura de fungo j& estabelecida. Dessa forma,
consegue-se de 3 a 10 milhdes de juvenis entre 4 e 6 semanas a 24°C,
posteriormente, esses juvenis sdo levados ao campo para 0 controle da vespa
(BEDDING, 1984a). No Brasil, a producdo desse nematoide em larga escala esta
sendo feita pela Embrapa Florestas (IEDE; PENTEADO; REIS FILHO, 2003).

Como o0s nematbides entomopatogénicos  (Steinernematidae e
Heterorabdtidae: Rhabditida) s@o os mais utilizados e mais estudados como
agentes do controle biolégico de pragas agricolas, eles serdo tratados mais
detalhadamente.

Assim sendo, neste capitulo sdo mostradas as técnicas de producéo, bem
como apresentados alguns provaveis tipos de formulacdo que podem ser usados
com nematbides entomopatogénicos no Brasil.

Nematdides parasitas de insetos sdo conhecidos desde o século XVII
(NICKLE, 1984), mas somente na década de 1930, os nematoides
entomopatogénicos- NEPs comecaram a ser usados efetivamente no controle de
insetos-praga, como importantes agentes do controle biologico de insetos,
principalmente, no solo e em ambientes cripticos. Eles infectam e matam insetos
de dezenas de familias e ordens. Algumas caracteristicas que os fazem bons
controladores de pragas sao: (a) juvenis infectantes podem ser produzidos de
maneira barata em insetos hospedeiros ou em meios artificiais (BEDDING, 1981);
(b) podem ser armazenados (BEDDING, 1984b); (c) séo facilmente aplicados no
campo via &gua de irrigagdo ou pulverizados (CABANILLAS; RAULSTON, 1996);
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(d) possuem a habilidade de buscar o hospedeiro (LEWIS; GAUGLER,;
HARRISON, 1993); (e) sdo compativeis com a maioria dos pesticidas
(FORSCHLER; ALL; GARDNER, 1990; ROVESTI; DESEO, 1990, 1991); (f) séo
seguros a invertebrados e vertebrados (AKHURST; SMITH, 2002); ()
reproduzem-se no hospedeiro produzindo novas geragdes (WOUTS, 1991); e (h)
possuem estreito espectro de hospedeiros, sendo muitas vezes bastante
especificos, ndo causando, portanto, mortalidade indiscriminada (PETERS,
1996). Outras caracteristicas desse agente de controle sdo documentadas no
Capitulo 4 deste livro.

Na literatura, existem inimeros casos de testes de NEPs com diferentes
insetos-praga, ressaltando-se algumas avaliacbes feitas com diferentes linhagens
de nematdides entomopatogénicos contra 0s coledpteros Cosmopolites sordidus,
Diaprepes abbreviatus, Curuculio caryae e Ligyrus subtropicus (testes no campo);
contra o lepidéptero Choristoneura rosaceana (testes em laboratdrio e a campo,
apenas para citar alguns. Vale citar, ainda, alguns trabalhos com testes de
infectividade de Steinernema carpocapsae contra Agrotis ipsilon, S. riobrave contra
Helicoverpa zea; S. carpocapsae contra Spodoptera exigua, Diabrotica virgifera e
Curculio caryae (SOSA  JR.; BEAVERS, 1985; TREVERROW; BEDDING;
DETTMANN, 1991; CABANILLAS; RAULSTON, 1995; JACKSON; BROOKS, 1995;
DUNCAN; MCCOY; TERRANOVA, 1996; GOTHAMA; LAWRENCE; SIKOROWSKI,
1996; BELAIR et al., 1999; SHAPIRO et al., 1999; SHAPIRO-ILAN; STUART:
MCCOQY, 2003).

No Brasil, trabalhos com nematbides entomopatogénicos sdo ainda
escassos. Schmitt, Gowen e Hague (1992) conseguiram bons niveis de controle
de Cosmopolites sordidus, o moleque-da-bananeira, mediante aplicacdo de S.
carpocapsae em iscas. Passos Junior, Alves e Silveira Neto (1995) estudaram os
efeitos da aplicacdo de S. carpocapsae sobre a salva-limdo, Atta sexdens
rubropilosa, sem muito éxito. Passos Janior e Alves (1995) realizaram observacdes
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preliminares sobre a patogenicidade de S. carpocapsae ao cupim Heterotermes
tenuis, mas nao obtiveram resultados conclusivos. Mais recentemente, testes com
a cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro (Dysmicoccus texensis) e contra o gorgulho-da-
goiaba (Conotrachelus psidii), dentro de um manejo integrado, estdo em
andamento (ANDALO et al., 2004a, 2004b; DOLINSKI et al., 2003, 2005; BURLA;
DOLINSKI, 2005; BARRETO; DOLINSKI, 2005). Além desses, NEPs vém sendo
testados no controle biolégico do carrapato bovino, Boophilus microplus,
(VASCONCELOS et al., 2004; FREITAS et al., 2005).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) objetiva manter a populacdo de
insetos-praga abaixo do nivel de dano econdmico e, para 0 seu estabelecimento,
a utilizacdo de métodos alternativos é essencial. O MIP visa a produtividade, mas
leva em conta fatores importantes como a preservacdo dos inimigos naturais e a
prevencdo do surgimento de resisténcia em pragas e doengas devido ao
excessivo uso de agrotoxicos. Nesse contexto, o controle biolégico vem
conquistando cada vez mais seu espaco no controle de pragas agricolas.
Segundo Driesche e Bellows Jr. (1996), o controle bioldgico volta a ser alternativa
importante devido a crescente constatagdo dos efeitos maléficos dos produtos
quimicos sobre os seres humanos, a vida silvestre e ao meio ambiente em geral.
NEPs constituem uma opcao bastante vidvel para o controle de pragas agricolas,
mas sua producdo em larga escala no Brasil ainda é incipiente.

Os atuais sistemas de produgéo séo capazes de gerar NEPs em pequena,
média e larga escala, mas o alto custo da maioria dos processos ainda constitue
fator limitante para o uso deles em programas de MIP. Sdo duas as técnicas que
se usam na producdo de nematdides entomopatogénicos: produgdo in vivo e
producdo in vitro. Como mostrado anteriormente no Capitulo 4, tais nematdides
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possuem uma associagdo simbionte com bactérias entomopatogénicas dos
géneros Xenorhabdus e Photorhabdus. Essa associagdo favorece o cultivo do
nematbide por esses dois métodos, j& que as bactérias precisam estar em
condi¢Bes nutricionais e ambientais favoraveis para que os nematéides possam
se desenvolver e multiplicar.

Existem cerca de 30 empresas fabricando e/ou comercializando sete
espécies de nematdides entomopatogénicos no mundo (GAUGLER, 2005).

Sem duvida, a técnica mais simples e mais utilizado hoje em dia para
multiplicar nematoides entomopatogénicos € a realizada em insetos hospedeiros.
Essa técnica foi tentada primeiramente vez por Glaser (1931), mas foi Dutky (1959)
que obteve pela primeira vez grande producdo de juvenis infectantes em larvas de
Galleria mellonella (Lepdoptera: Pyralidae), a traca pequena dos favos (Figura 1a).
O numero de JIs obtido vai depender ndo s6 da suscetibilidade do hospedeiro,
mas também da espécie de nematdide multiplicada (MOLINA; MOINO JUNIOR;
CAVALCANTI, 2004). Em geral, obtém-se de 100.000 a 300.000 Jis por larva
infectada (POINAR JR., 1990). Nesse tipo de producéo, o inseto hospedeiro atuard
como pequeno reator biologico em que as bactérias utilizardo nutrientes
dissolvidos na hemolinfa e também quebrardo compostos e tecidos do inseto com
suas proprias enzimas.

As larvas de insetos sdo infectadas adicionando-se juvenis infectantes em
meio aquoso a um papel absorvente ou submergindo as larvas no mesmo meio,
sendo que esse banho de nematdides ndo deve passar de dois segundos
(Figuras 1b e 1c). Em geral, sdo utilizados cerca de 100 JIs por larva no primeiro
método e 4000 Jis/mL no segundo, podendo ser submersas nesta solugdo mais
do que 400 larvas (SHAPIRO-ILAN et al., 2002).

(==)
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Fotos: (a) Claudia Dolinski; (b, c) Edwin Lewis

Figura 1. (a) Larvas no sétimo instar de
Galleria mellonella (Lepdoptera:
Pyralidae). (b) Larvas de G. mellonella
sendo colocadas sobre papel absorvente
com solucdo aquosa de juvenis
infectantes (JIs). (c) Larvas de G.
mellonella sendo submersas em solucéo
aquosade Jis.

Depois de 24 a 48 horas de infecgdo, as larvas adquirem a coloracéo
caracteristica do complexo nematéide-bactéria que as estdo colonizando e
depois de completados dois a trés ciclos do nematoide no hospedeiro (cerca de 5
a 10 dias), ja ndo ha mais alimento disponivel, e os juvenis infectantes comegam a
deixar o cadaver em busca de novos hospedeiros. Essa etapa, também chamada



Foto: Claudia Dolinski
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de colheita, pode ser feita em diferentes escalas desde placas de Petri até
sistemas de colheita para grande volume de nematdides como o LOTEK
(Figuras 2a e 2b) (WHITE, 1927; GAUGLER et al., 2002).

Figura 2. (a) Armadilhas de White modificadas utilizadas
para aquisicdo em pequena escala de juvenis infectantes
asetamostra as larvas infectadas e 0 asterisco, o local de
onde os juvenis infectantes (JIs) sé@o recolhidos.
(b) Equipamento LOTEK para colheita de grandes
quantidades de Jls.

Fonte: Desenho retirado de Gaugler et al. (2002).

Terminada a coleta, os JIs podem ser armazenados em agua, esponja, gel
Ou em outros inertes a temperaturas variando de 4°C a 16°C, por 1 a 3 meses.
Cada nematdide precisa de tempo e temperatura 6timos de armazenamento
(GREWAL, 2002). Algum tempo de armazenamento, pode haver queda na
infectividade dos Jls.

A cultura in vivo possui uma série de vantagens, entre elas: a simplicidade,
0 baixo custo da matéria-prima e dos equipamentos empregados, e a ndo-
exigéncia de mao-de-obra especializada. Como era de se esperar, 0 maior gasto
nesse sistema esta na criagdo das larvas cuja dieta colabora com a maior parcela
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dos gastos de criacio. Essa dieta vem sendo modificada com sucesso, para que
se torne mais barata, e a multiplicagdo dos nematbides mais vivel.
A sequéncia de criagdo das larvas e a infeccdo dos nematdides é ilustrada na
Figura 3.

Ovos em
pedagos de papel

Mariposas nos vidros s ?e pspel g Utilizagao a
ovipositam em ovos coI 9c? os em campo Armazenamento
pedacos de papel Lehas|pasticas com
dieta propria
Pupas Larvas se desenvolvem
colocadas em nas caixas até o Infecgéo das larvas com
vidros 7° instar juvenis infectantes

’

Larvas se transformam
em pupas

Ciclo da lagarta Galleria mellonella I Ciclo do nematdide entomopatogénico I

Figura 3. Esquema da criagdo de larvas de Galleria mellonella para uso na producéo de nematoides
entomopatogénicos.

Nos EUA, larvas de G. melonella podem ser compradas por US$0,01 cada,
considerando que uma larva produz cerca de 1 a 3,5 X 10° JIs (DUTKY, 1964),
entdo 25.000 larvas sdo necessarias para tratar um hectare com base em 2,5 X
10° Jis/ha. Para baixar ainda mais o custo de produgdo, & preciso continuar
melhorando alguns aspectos da criagdo das larvas e estabelecer sistemas de
armazenamento e conservagdo de nematdides (FLANDERS; MILLER; SHIELDS,

1996).
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A producdo em meios artificiais comegou 30 anos antes de Dutky (1964) ter
proposto a multiplicacdo in vivo. Glaser (1931) cultvava NEPs em bandejas
cobertas com 4 mm de um meio composto de visceras de animais e dextrose
agar. Nesse sistema, eram produzidos de 9000 a 12.000 nemat6ides por cm? de
meio de cultura, atingindo 140 milhdes de juvenis ao dia. Muitos outros meios
foram testados, uns com mais e outros com menos Sucesso, mas somente a partir
da descoberta a bactéria simbionte, foi que se pdde eliminar do meio as visceras
animais, tdo faceis de contaminar e tdo desagradaveis de se trabalhar. Apesar de
ndo conhecer a existéncia da bactéria simbionte, Glaser (1931) observou que
nematdides mantidos nesse meio por muito tempo perdiam sua infectividade e
que de tempos em tempos deveria infectar larvas de insetos para recupera-los.
Hoje a producdo in vitro pode ser feita em meio artificial solido e liquido.

Meio Artificial Sélido

A producdo em meio solido era feita usando pedacos de um suporte
inorganico, como esponja de poliuretano, embebidos em um meio nutritivo
constituido de tecidos animais e 6leo como substrato, para a reproducdo e
desenvolvimento do complexo nematoide-bactéria. Dos meios desenvolvidos, o de
Bedding (1981) foi considerado o de maior sucesso e, gragas a esse meio e a sua
alta producéo de Jis, a exploragdo comercial dos NEPs teve inicio. Ao invés de
bandejas, Bedding usou garrafas de Erlenmeyers com esponja e substrato,
obtendo producdes da ordem de 1300 milhGes de juvenis por 3 kg de meio.

O meio deve ser autoclavado juntamente com a espuma em Sacos
plasticos ou Erlenmeyers. A bactéria simbionte é adicionada ao meio e 24 horas
depois 0s nemattides sdo adicionados. Depois de 14 a 15 dias, faz-se a colheita,
espremendo a esponja (ou centrifugando) em peneiras, onde sdo retidos os
juvenis infectantes. Hoje, ao invés de pedagos de animais usam-se: meio nutritivo,
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extrato de levedura, dleos vegetais e racdo de cachorro (HUSSAINI et al., 2002).
Essa mudanca nos componentes do substrato vem tornando 0 processo mais
acessivel e hoje o custo de producdo: US$ 0,01 por 1 milhdo de nematbides
(WOUTS, 1991).

A multiplicacdo de nematoides em meio solido é considerada um método
maledvel, uma vez que pode ser de pequena, de media e de grande escala, com
custos de capital e matéria-prima relativamente baixos, sem a necessidade de
mao-de-obra especializada. Por isso, é considerado atrativo a muitas pequenas
empresas comecar a produzir nematdides entomopatogénicos. Ainda s&o
necessarios ajustes e melhorias nos processos de mistura do meio com o
suporte, na inoculacdo da bactéria e dos JIs e na colheita dos JIs (FRIEDMAN,
1990). A grande vantagem desse método em relagdo ao método in vivo € a maior
producdo de JIs no mesmo espaco de tempo.

Meio Artificial Liquido

O método de multiplicagdo de nematdides utilizando meio solido, apesar
de pratico, € considerado como laborioso, pois tanto 0 meio gquanto a esponja
precisam ser autoclavados antes das inoculaces. Ressalta-se que as esponjas
nao sao biodegradaveis e descartar toneladas delas pode ser ndo s6 dispendioso
como também danoso ao meio ambiente. Pensando nisso, surgiu a producéo de
NEPs in vitro em meio liquido, utilizando fermentadores do tipo tanque de 3000 a
10.000 L, com produgbes de 90 x 10° Jis/mL. Friedman (1990) relata concen-
tracOes superiores a 95 x 10° Jis/mL em fermentadores airlift, nos quais a aeragéo
é feita pelas hélices no fundo dos fermentadores que fazem o liquido circular de
bhaixo para cima. Nao obstante os aspectos positivos desse sistema, como por
exemplo, a ndo-utilizacdo de esponjas ou centrifugas, o controle de qualidade e o
volume produzido, os rendimentos continuam sendo insatisfatérios dado o alto
custo de producdo. Nesse sistema, bactérias precisam ser crescidas em
fermentadores menores, de 2 L de capacidade para, entdo, serem adicionadas a
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um fermentador maior com os nematdides. Uma desvantagem adicional desse
método é ter de renovar a viruléncia das bactérias, multiplicando os nematdides in
vivo de tempos em tempos. Esse processo leva de 15 a 18 dias e, ndo raro, depois
desse tempo, verifica-se contaminag@o por outros microrganismos e que n&o
houve multiplicagdo dos nematdides e todo o material deve ser descartado? .

O equipamento utilizado e o custo de producdo sdo caros. O fermentador
precisa ser conectado a um computador que faz leituras constantes do pH, do
nivel de espuma, da temperatura e da pressdo e todos esses fatores precisam ser
corrigidos caso haja necessidade e para tal, mao-de-obra especializada se faz
necesséria (EHLERS et al., 2000). A composi¢do do meio liquido empregado ndo
€ conhecida. Em geral, as empresas se protegem patenteando todo 0 processo
de producdo, 0 que vai variar conforme a espécie de NEP a ser produzida. Essa
mudanca de espécies encarece mais ainda 0 sistema, pois todo o equipamento
deve ser desinfetado antes de usado para outra espécie de nematdide (WOUTS,
1991).

Diferentes tipos de formulagdo tém sido testados para diferentes espécies
de nematdides entomopatogénicos. FormulacBes variam desde esponja a
granulos sollveis em &gua, e estudos vém sendo feitos para langar uma
formulacdo utilizando insetos-caddver. O tipo de formulacdo vai depender da
forma como os nematdides sdo produzidos, da disponibilidade de material, do tipo
de nematoide e do financiamento disponivel (GEORGIS, 1990).

Alguns nemat6ides possuem uma caracteristica Unica que é de perder
agua paulatinamente sem perder sua integridade. Esse fenémeno é chamado de
anidrobiose. NEPs sdo capazes de entrar em anidrobiose parcial, denominada
anidrobiose quiescente (WOMERSELY, 1990). Essa caracteristica foi explorada

! Comunicacdo pessoal de Randy Gaugler, Rutgers University, a autora em fevereiro de 2005.
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para criar formulagBes com maior tempo de prateleira, como é o caso dos
granulos sollveis em 4&gua (GREWAL, 2002) (Tabela 1). Atualmente, as
formulagBes comercialmente disponiveis podem ser subdivididas em formulacfes
nas quais 0s nematdides permanecem ativos ou com mobilidade reduzida, ou
ainda em anidrobiose parcial. Formulagdes em que os nemattides sdo levados
ao campo em insetos-cadaver serdo comentadas também.

Tabela 1. Tempo de prateleira de diferentes formulagfes usadas com nematdides

entomopatogénicos.

Espécies de Tempo de prateleira (meses) em
Formulagdes nematoides Linhagens diferentes temperaturas

22-25°C 2-10°C

Nematdides ativos
Esponja* S. carpocapsae All 0,03-0,1 2,0-3,0

H. bacteriophora 0 1,0-2,0
Vermiculita* S. carpocapsae All 0,1-0,2 5,0-6,0

H. megidis UK 0 2,0-3,0

Nematéides com mobilidade reduzida

Gel de alginato S. carpocapsae All 3,0-4,0 6,0-9,0
Concentrado liquido S. carpocapsae All 0,16-0,2 0,405
S. riobrave RGV 0,1-0,13 0,23-0,3

Nematdides em anidrobiose

P6 molhavel* S. carpocapsae All 2,0-35 6,0-8,0
S. feltiae UK 2,5-30 5,0-6,0
Granulos* S. carpocapsae All 4,0-5,0 9,0-12,0
S. feltiae SN 15-2,0 50-7,0
S. riobrave RGV 2,0-30 4,0-5,0

* Formulagao disponivel comercialmente.
Fonte: Grewal (2002).
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Nessas formulagBes, o tempo de pratelera ndo € grande, porque oS
nematdides permanecem em movimento, gastando energia.

Esponja de poliuretano

Esse tipo de formulacdo é bastante utilizada por seu custo baixo e pela
facilidade de manuseio. Contudo, seu tempo de prateleira deixa a desejar. Outra
desvantagem seria a extracdo dos nematoides, pois as esponjas precisam ser
encharcadas e espremidas para a retirada dos nematdides e para grandes areas
de aplicacdo isto se torna inviavel. Os nematdides em suspensdo aquosa S&o
adicionados a camadas de esponja. Em geral, consegue-se manter
500-1000 Jis/cm?. No Flea TMa e GrubStakeTM, com o0s nematoides
S. carpocapsae e H. bacteriophora, respectivamente, sd@o exemplos de produtos
com formulagdo em esponja que continuam sendo comercializados.

FormulacOes utilizando vermiculita ttm maior tempo de prateleira do que
em esponja, além de serem melhores para aplicacdo e conseguirem
concentragdo maior de nematoides por volume. Da mesma forma que a primeira,
nematoides em suspensdo sdo adicionados e misturados a vermiculita e essa
mistura pode ser armazenada ou misturada em agua para pulverizacdo quando
necessario.

Nesse tipo de formulagdo, nematbides se movimentam menos e, portanto,
perdem menos energia e permanecem Viaveis por mais tempo.

Alginato de calcio

Nesta formulag@o, o que se objetiva é prender os nematdides para que néo
haja movimentagdo. Nematoides s&o adicionados a telas plasticas circulares com
10 cm de diametro cobertas com alginato de calcio, que permanecem vidveis por
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varios meses em temperatura ambiente ou sob refrigeracdo (Tabela 1). Foi a
primeira formulacdo elaborada com tempo de prateleira superior a um més a
temperatura ambiente. Na hora da aplicacdo, essas telas séo lavadas com citrato
de sddio que dissolve o gel e libera 0s nematdides. As desvantagens desse
método estdo no trabalho em retirar os nematdides, no custo das telas e no lixo
produzido com as telas que ndo sdo biodegradaveis (GEORGIS, 1990). Essa
formulacdo até hoje sd mostrou bons resultados com duas espécies de
Steinernema (Tabela 1).

Concentrado liquido

Nessa formulagdo, diminui-se o metabolismo dos nematdides
adicionando-se um inibidor que faz com que ele se movimente menos, respire
menos e, portanto, gaste menos energia. Esse composto foi patenteado e ndo se
sabe do que se trata. Essa formulacéo é bastante usada nos EUA para aplicacdo
de S. riobrave em Diaprepes na Florida (GREWAL, 1998).

Nematdides requerem pelo menos um filme de agua ao seu redor para
manter 0 metabolismo 6timo e poder se movimentar. Nessas formulagdes, eles
sao parcialmente desidratados, ou seja, a gua livre ao seu redor € retirada, mas a
umidade relativa da formulagdo permanece alta (80%).

P6 molhavel

Essa formulacdo foi primeiramente proposta e patenteada por Bedding
(1988). Nela os nematdides eram misturados a argila que os desidratava
parcialmente. A argila ndo € um bom inerte, pois entope 0s hicos dos
pulverizadores. Outras tentativas foram feitas adicionando absorbantes de agua a
formulagdo, mas o tipo de absorbante ndo é conhecido (GREWAL, 1998). O
produto Nemasysa da Inglaterra, com o nematoide S. feltiae e outros, é formulado
com absorbantes (Figura 4a).
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Granulos

Os grénulos soltveis em agua foram um avanco em termos de formulagao
de NEPs, pois apresentam longo tempo de prateleira, sdo faceis de aplicar, mas,
por sua vez, demandam mao-de-obra e equipamentos especializados, o0 que
aumenta seu custo.

Nesses granulos de 10 a 20 mm de di@metro, 0os nematoides, em altas
concentragbes, sdo primeiramente envoltos em um gel feito de celulose ou
lignina, ou em outros componentes. Gotas desse gel, contendo 0s juvenis
infectantes, caem sobre uma bandeja com diferentes pds, como: silica, argila,
amido, talco, entre outros. Ao entrar em contato com o0s pds, 0 gel comega a
perder agua e endurece (GREWAL, 2002). Os nematdides em seu interior entram
em anidrobiose parcial entre 4 e 7 dias de formado o granulo, por isso nem todas
as espécies de NEPs sdo viaveis para esse tipo de formulacdo. Nematoides
grandes como S. glaseri ou que se movimentam muito como H. bacteriophora néo
podem ser usados nesse tipo de formulacéo? (Figura 4b).

@)

Figura 4. FormulagBes nas quais os nematoides precisam ser parcialmente desidratados.
(a) P molhavel. (b) Granulo.

2 Comunicacdo pessoal de Randy Gaugler, Rutgers University, a autora em fevereiro de 2005.
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Esse tipo de formulagdo pode ser usado com todos 0s nematdides
entomopatogénicos e possui baixo custo. Pode ser utilizado quando a
multiplicac@o dos nematéides € feita in vivo em larvas de G. mellonella. Os juvenis
infectantes provenientes dos cadaveres sdo mais viaveis do que aqueles em
outras formulacdes (SHAPIRO; GLAZER, 1996).

Larvas de G. melonella s&o infectadas com o nematdide que se quer utilizar
no campo depois de quatro dias de infeccdo sdo envoltas em 6leo vegetal e
amido (SHAPIRO et al., 2001). Isso confere ao cadaver turgidez e durabilidade,
sem afetar os nematéides em seu interior (Figuras 5a e 5b). Dessa forma, as
larvas infectadas podem ser embaladas em caixas e transportadas sem o risco de
se romper ou grudar umas nas outras. Para aplicar, s@o feitos pequenos buracos
de 5 cm de profundidade onde os cadaveres séo colocados (Figura 5c).

(@) (b) (c)

Figura5. Larvas de Galleria melonella infectadas com Heterorhabditis baujardi LPP7 (a) Cobertas
por dleo e amido. (b) Sem cobertura. (c) Aplicagdo das larvas infectadas a campo.

A metodologia para a producdo de NEPs evoluiu de forma significativa nos
Gltimos 70 anos, principalmente, no cultivo in vitro. Isso ocorreu devido a
necessidade de se obter maior quantidade de Jis para aplicacdo nas lavouras
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contra importantes pragas. No Brasil, a aplicagdo dos nematdides no campo esta
apenas no comego e mais estudos nessa &rea sdo necessarios.

O sistema de multiplicacdo de nematdides deve ser escolhido de acordo
com a necessidade e a disponibilidade de espago e investimento. A produgéo in
vivo pode ser boa alternativa em laboratérios para associacbes ou pequenas
empresas. Esse tipo de producdo favorece a formulacdo em cadaveres. A
desvantagem desse método seria a impossibilidade de se aumentar a producéo
(scale-up), pois demanda muito espaco e médo-de-obra. A producdo in vitro em
meio solido também parece outra op¢do para pequenos mercados em franca
expansdo. A multiplicacdo em meio liquido precisa ser mais estudada antes de ser
adotada para que ndo haja perda da confiabilidade nos nematoides
entomopatogénicos pelo mercado. Por ser um método mais elaborado, deve-se
fazer uma boa pesquisa de mercado para constatar a real necessidade de se
produzir tdo grande quantidade de juvenis infectantes e aplicar tantos recursos.
Esse tipo de producdo deve estar associado & formulagdo em pds molhaveis ou
em grénulos para que possa atingir grandes mercados.

Produtos bioldgicos ndo devem chegar ao mercado com precos mais
elevados do que produtos quimicos ja estabelecidos. Por isso, o custo de
producdo precisa ser baixo e o produto de alta qualidade.

Outro ponto que se deve manter em mente é que uma espécie de NEP ndo
deve e ndo pode ser utilizada para o controle de todas as pragas, portanto, quando
se almeja produzir varias espécies ao mesmo tempo, deve-se focar no cultivo in
Vivo ou in vitro em meio solido.

AKHURST, R. J.; SMITH, K. Regulation and safety. In: GAUGLER, R. (Ed.). Entomopathogenic
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Capitulo

Carlos Marcelo Silveira Soares

Entre os bioinseticidas empregados em todo o mundo para controle de
pragas agricolas e de vetores de enfermidades em saude publica, estdo os
produtos que utilizam como principio ativo bactérias esporulantes pertencentes ao
género Bacillus, destacando-se Bacillus thuringiensis (Bt) e Bacillus sphaericus
(Bs) que representam mais de 90% do mercado mundial de produtos biologicos.
De acordo com Tamez-Guerra et al. (2001), o continente americano representa
50% do mercado mundial, concentrando-se 0 consumo nos Estados Unidos e no
Canada. A América Latina contribui com apenas 8% a 10% do consumo total,
estimando-se que sejam aplicadas anualmente 13.000 toneladas de bacilos em
todo 0 mundo.

Durante a esporulagdo, essas bactérias produzem inclusbes cristalinas
contendo uma ou mais proteinas, conhecidas como &-endotoxinas, toxicas para
alguns insetos (SCHNEPF et al., 1998). Algumas das vantagens do emprego de
bactérias do género Bacillus sdo: eficacia, alta seletividade, ndo-acumulativas,
ndo-poluentes, praticamente indcuas aos mamiferos e aos vertebrados, e
ndo-toxicas as plantas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986; ORGANISATION MONDIAL
DE LA SANTE, 1987). Podem, também, ser produzidas em larga escala in vitro,
por meio sintético e sdo aplicadas com 0s mesmos equipamentos usados para 0S
inseticidas  convencionais.
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Dentre as limitagBes, destacam-se: o elevado custo dos produtos, quando
comparado aos inseticidas quimicos, o estreito espectro de acdo, a necessidade
de o organismo-alvo ingerir o produto, o baixo poder residual e o
desconhecimento de produtores e de agentes de salde sobre a correta utilizagéo
desses biolarvicidas.

A producdo industrial desses bioinseticidas bacterianos, por meios
sintéticos e com diferentes metodologias de fermentacdo esta sediada em varios
paises, concentrando-se, sobretudo, na Europa, Asia e América do Norte.

Para a producéo comercial de produtos microbianos & base de bactérias, €
necessério, primeiramente, selecdo de uma linhagem que, além de eficaz contra
0 organismo-alvo, seja estavel, ou seja, mantenha inalteradas suas caracteristicas
de viruléncia, eficacia e que, também, seja bem adaptada ao processo
fermentativo que sera adotado, a fim de maximizar a producdo e realizar o
crescimento sob condicbes econdmicas de fermentagdo (DE NARDO; CAPALBO,
1998).

Para B. thuringiensis e para o B. sphaericus, o processo fermentativo
submerso é o0 mais usual. Nesse processo, um meio liquido nutritivo € empregado
para suspender e propagar a biomassa bacteriana; pode ser descontinuo,
denominado de semicontinuo ou descontinuo-alimentado - o feedback - e, ainda,
continuo.

A fermentagdo descontinua consiste na adi¢éo inicial de meio de cultivo
para que 0 microrganismo cresca de forma exponencial até que se esgotem 0s
nutrientes, e o substrato torne-se limitante ao crescimento. No decorrer do
processo, somente sao controlados o pH e a saturacao de oxigénio.

No feedback, durante o processo, hd acréscimo de meio de cultivo
completo ou de algum nutriente especifico em momentos estratégicos ou
continuamente, ndo havendo a remog¢do do meio esgotado.
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Os sistemas continuos caracterizam-se por manter equiparados os fluxos
de adicdo de nutrientes ou de meio de cultivo e a remocdo de meio exaurido ou
de metabdlitos. Essa forma de cultivo é a menos empregada por ocasionar a
diminuic&o da toxicidade de produtos & base de Bt (GONZALEZ, 2004).

A producdo de um bioinseticida bacteriano compreende as seguintes
etapas: preparo do inéculo, fermentacdo, separacéo (recuperagdo da biomassa),
padronizacdo e formulacdo (DIAS, 1992; ROBERG, 2000). Uma representacao
esquematica das etapas de producdo de bioinseticidas bacterianos pode ser
apreciada na Figura 1.

Matéria-prima

Tratamento

Sais minerais ——|

Preparo - Meio
de cultura

Inéculo ——I

Fermentagéo

|

Separacgao

|

Padronizagao

Formulagao

1

BIOINSETICIDA

Figura 1. Etapas para a producéo de um bioinseticida bacteriano.
Fonte: Adaptado de Dias (1992).
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A preparagdo de meios de cultura para o desenvolvimento de processos
fermentativos é uma etapa fundamental para assegurar a produtividade deles
(ERTOLA; YANTORNO; MIGNONE, 1994).

Na selecdo dos componentes que irdo constituir determinado meio de
cultura séo levados em consideragdo, em especial, os trés fatores que seguem:
disponibilidade, custo e habilidade dos microrganismos para utiliza-los (ARCAS,
1996). Deve ser considerada, também, a constancia nutricional desses
componentes (GONZALEZ, 2004). Eles ndo podem sofrer variagdes significativas
de teores, sob pena de resultarem em baixas producbes de biomassa ou
causarem a inefetividade da biomassa gerada (ALVES; ALVES; CAPALBO, 1997).
Existem varios subprodutos, como os residuos agroindustriais que podem ser
utilizados na preparagdo de meios de cultura para a fermentacdo submersa (DIAS,
1992). B. thuringiensis consome aglcares e amido, além de aminoacidos e
proteinas, tornando mais simples a escolha de seus substratos (DIAS, 1992;
BELTRAN et al., 1998; SANCHEZ-YANEZ, 2005). J& B. sphaericus ndo metaboliza
carboidratos, e os componentes do seu meio de cultura tém de necessariamente
apresentar altos teores protéicos.

fons metalicos sdo considerados importantes para 0 crescimento de
espécies do género Bacillus, sdo eles: magnésio, ferro, zinco e calcio (ARCAS,
1996; BERNHARD; UTZ, 1993). A presenca do calcio é essencial no processo de
esporulacdo visto ser integrante da parede do esporo, responsavel pela resisténcia
ao calor e raios ultravioleta (BELTRAN et al., 1998). De acordo com Lacey (1984),
a presenca de manganés também é necessaria para que ocorra a formagdo do
esporo.

De acordo com Sanchez-Yafiez (2005), glicose, amido ou sacarose Sao
utilizados como fonte de carbono organico, componente esse de grande
importancia para a sintese de cristais.
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Extrato de leveduras tem sido recomendado como fonte de nitrogénio para
processos industriais, pois, além de custo compativel, contém vitaminas e fatores
de crescimento importantes para a atividade metabolica do microrganismo,
principalmente, as do complexo B que sdo necessarias como constituintes ou
precursores de enzimas e coenzimas, além de aminoacidos e outras substancias
estimulantes (ROBERG, 2000).

Indculo, pé-de-cuba ou pé-de-fermentacdo € definido como um dado
volume de suspensdo da bactéria ou do microrganismo que se deseja cultivar,
devendo estar em concentracdo adequada, ou seja, capaz de garantir, em
condi¢Bes econbmicas, a fermentagdo de determinado volume de meio de
cultura ou mosto.

Usualmente, o volume do indculo a ser introduzido em um reator biol6gico
industrial ¢ da ordem de 10% de sua capacidade Util, podendo variar de 0,5% a
50%, dependendo do organismo e do processo em questao.

Nessa etapa, a manutencdo da cepa é tdo importante que a grande
maioria das empresas faz testes de viabilidade, estabilidade genética, visando a
reprodutibilidade dos resultados que levaram & escolha de dada cepa. E uma
etapa critica, pois qualquer contaminacdo resultara no fracasso da fermentacao.

O processo fermentativo, por definicdo, é a reacdo em que se faz uso de
recipiente chamado fermentador em geral ou biorreator, no qual substratos que
compdem o meio de cultura s@o transformados por acdo microbiana em
metabolitos e biomassa bacteriana. Ao realizar uma fermentacdo industrial, €
importante observar o reator e as condi¢cfes de operacao que devem ser tais que
assegurem a produtividade maxima do processo e a qualidade do produto que,
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em certos casos, depende das condicBes de operacdo empregadas, Ertola,
Yantorno e Mignone (1994).

Conforme Arcas (1996), Bacillus thuringiensis € um microrganismo que
transforma aerobicamente carboidratos em &cidos organicos. As diferentes
variedades de B. thuringiensis podem ser sensivelmente diferentes quanto aos
requerimentos nutricionais (DULMAGE; CORREA; GALLEGOS-MORALES, 1999).
Um bom meio de cultura para uma variedade pode ndo ser um bom meio para
outra, isso impossibilita a tarefa de definir um UGnico meio que cumpra com a
exigéncia de promover um abundante crescimento, esporulagdo e sinteses de
d-endotoxinas (SANCHEZ-YANEZ, 2005). Também as condicdes de processo em
termos de temperatura, pH, aeracdo e pressdo sdo decisivas para 0 sucesso da
fermentacdo e podem variar em fungdo da espécie ou mesmo da cepa a ser
fermentada.

O processo mais usado para produzir o-endotoxinas a partir de B.
thuringiensis € o cultivo descontinuo visto que o cristal protéico é metabolito
secundario (OSORIO, 2004).

Durante a fermentagdo, o consumo dos nutrientes pode ocasionar
mudancas de pH, sendo que essas devem ser controladas, mantendo-se o pH, na
faixa entre 5,5 e 8,5. A temperatura durante 0 processo deve ser mantida préxima
aos 30°C e a saturacdo de oxigénio em torno de 20%. Os cultivos de Bs e Bt séo
realizados entre 1 e 3 atm, e o tempo de processo, dependendo das condicOes,
pode ser de 24 a 72 horas.

Terminado o processo de fermentagdo, usualmente determinado pelo
percentual de esporulacdo, existe a necessidade de recuperacdo do complexo
esporo/cristal que deve ser separado do mosto fermentado. Cumpre destacar que
os sdlidos totais, representados por esporos, cristais, restos celulares e residuos
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ndo metabolizados representam poucos gramas de biomassa, quando
comparados ao volume total, devendo-se proceder a reducdo do volume de
trabalho pela retirada de agua do sistema.

Vérios sdo 0s métodos utilizados em plantas industriais, mencionando-se a
centrifugacdo, a sedimentacdo, a filtragdo tangencial em membrana, filtragdo
presa de membrana e ultrafiltracdo. Os processos downstream fornecem um
concentrado  cremoso  (mosto  concentrado ou mosto  técnico) que,
posteriormente, devera ser formulado de modo a apresentar caracteristicas
favoraveis para ser utilizado em condicbes de campo (ARCAS, 1996; DIAS, 1992;
ROBERG, 2000).

O mosto concentrado ou mosto técnico pode ser desidratado em estufa por
liofilizacdo ou em spray dryer para formar um pé que, acrescido ou ndo de adju-
vantes, pode ser empregado como ingrediente ativo de formulagdes de base seca.

A padronizag@o visa ajustar 0 mosto concentrado ou pd técnico para que a
quantidade de ingrediente ativo a ser utilizada na formulagdo do bioinseticida
tenha a qualidade e a poténcia necesséarias. Para tanto, sdo feitas corre¢des na
biomassa bacteriana, acrescendo-se adjuvantes, fazendo-se diluicdes ou

concentracfes suplementares.

Na producdo de bioinseticidas bacterianos, € importante que, ao longo do
processo, ou seja, do inoculo ao lote do produto acabado, exista um eficiente
sistema de controle de qualidade cuja finalidade € dificultar quaisquer
contaminagfes por outros microrganismos e que a biomassa gerada mantenha

as caracteristicas de viruléncia inerentes a cepa selecionada. Sdo empregados
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diferentes métodos, como microscopia por contraste de fase, plagueamento em
meios seletivos e bioensaios com o organismo-alvo.

O registro é parte importante para que os bioinseticidas bacterianos
possam ser empregados com seguranca. A obtencdo do registro em 0rgdos
competentes indica que o produto j foi testado quanto a toxicidade, a eficacia e
quanto ao impacto ambiental. No Brasil, ndo sdo raros os casos de problemas
ocasionados por bioinseticidas a base de bactérias, muitas vezes produzidos em
condigbes inadequadas. Existem relatos da ineficacia e do impacto ambiental,
como a mortalidade de peixes. Tais fatos tém denegrido a imagem dos
bioinseticidas bacterianos de maneira geral em Orgdos publicos e em
comunidades, causando descrenca quanto a eficacia desses produtos.

Tecnicamente, uma formulacdo € qualquer combinacdo de um biocida
ativo com um segmento material. Dependendo das caracteristicas desejadas para
0 produto, o material empregado na formulacdo de bioinseticidas pode ter
propriedades aderentes, emulsificantes, tensoativos, conservantes, dispersantes,
protetores contra radiacdo ultravioleta, flutuantes, atraentes, fagoestimulantes e,
ainda, enchimento, veiculos ou inertes. Na escolha dos adjuvantes,
independentemente da sua finalidade, deve-se priorizar a seguranca ao aplicador
e a0 meio ambiente.

A formulagdo que, muitas vezes é a etapa que mais onera a produgdo de
um bioinseticida, tem como objetivo melhorar o desempenho do produto tanto no
momento da producdo quanto na utilizagdo. Os formulados apresentam, em geral,
maior uniformidade, facilitando o controle de qualidade e as recomendacfes de
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uso em campo (DIAS, 1992; MOINO JUNIOR, 2003). As formulagBes comerciais
devem conferir as seguintes caracteristicas aos produtos:

» Facilitar 0 armazenamento e o transporte.

e Manter a viabilidade e a estabilidade do ingrediente ativo, propiciando um
prazo de validade preferencialmente por periodos superiores a 12 meses.

» Melhorar a aplicacdo, permitindo que o ingrediente ativo alcance o organismo-
alvo e fique disponivel para facilitar a dispersdo e a cobertura para aumentar a
aderéncia as superficies, com a finalidade de atrair 0 organismo-alvo para o
local onde o bioinseticida foi aplicado.

» Aumentar o poder residual do produto.
» Permitir a compatibilidade com outros praguicidas.

As caracteristicas dos formulados irdo variar em funcdo da espécie-alvo e
do ambiente onde se encontra. Existem diferentes tipos de formulagao
merecendo destaque, entre as liquidas, as suspensfes concentradas e 0s
concentrados emulsiondveis. Os formulados secos S80 maiS nNUMErosos,
compreendendo os pds secos, 0s pés molhaveis, os briquetes, os granulos
impregnados e os grénulos dispersiveis em agua, as pastilhas e os tabletes.
Espuma, gelo, pasta e gel sdo formulacBes experimentais com grande potencial.
Entretanto, nenhum bioinseticida nessas apresentacBes estd disponivel no
mercado brasileiro. Para 0 aumento da persisténcia, formulagdes
microencapsuladas tém apresentado 6timos resultados ndo s6 as microcapsulas
formadas por polimeros como também pelo encapsulamento por células
bacterianas recombinantes.

Por consistir em fator-chave para o desempenho do produto comercial, as
formulacbes constituem segredo industrial e, em decorréncia, sd0 muito escassas
as informacdes sobre esse tema.

221
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Dois exemplos de formulagdes podem ser observados na Figura 2.

Figura 2. Formulag@es para biolarvicidas bacterianos. (a) Produto experimental a base de Bacillus
thuringiensis israelensis, na forma de pastilhas. (b) Produto comercial de Bacillus sphaericus formulado
cOMo suspens&o concentrada.

As bactérias entomopatogénicas sdo importantes ferramentas do Manejo
Integrado de Pragas (MIP), empregadas na supressdo de populagdo de insetos
indesejaveis em duas grandes areas, na salde publica e na agricultura.

No Brasil, algumas espécies de insetos da Ordem Diptera, pertencentes as
familias Culicidae e Simuliidae sdo fundamentais na transmissdo de agentes
etioldgicos de doengas humanas. Essas enfermidades s&o de importancia para a
saude pulblica, com milhGes de pessoas sendo afetadas anualmente por
parasitoses transmitidas por esses insetos.

Os bioinseticidas bacterianos sdo empregados na supressao populacional
das larvas de culicideos e simulideos. Para tanto, os criadouros devem ser
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tratados com a bactéria, procurando-se disponibiliza-la de maneira que seja
prontamente ingerida pelo inseto-alvo.

O sucesso de um programa de controle que tenha no bioinseticida
bacteriano sua espinha dorsal dependera da escolha correta do principio ativo, da
formulacdo adequada, da aplicagdo no momento oportuno de forma correta e do
conhecimento do recurso humano envolvido na operag&o.

Os Culicideos, popularmente conhecidos como mosquitos, pernilongos,
carapands ou murigocas sdo vetores de importantes doengas, como a febre
amarela (silvestre e urbana), a dengue (na sua forma classica e hemorrégica), a
malaria, a leishmaniose e as filarioses, além das encefalites virais (CIMERMAN;
CIMERMAN, 2001; REY, 1992). Essa familia congrega mais de trés mil espécies,
sendo os géneros Aedes, Anopheles e Culex os de maior importancia no Brasil. A
fase imatura desses insetos € necessariamente de habito aquatico,
desenvolvendo-se sempre em aguas lénticas (paradas) naturais ou antropizadas,
limpidas ou poluidas (Figura 3).

@) (b) ©)

Figura 3. Diferentes tipos de criadouros de mosquitos — Criadouros: (a) de Aedes aegypti;
(b) de Anopheles spp; (c) de Culex spp.

R
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O mosquito Aedes aegypti € o causador de surtos da dengue em quase
todos os estados brasileiros. No verdo de 2001/2002, foram registrados mais de
750.000 casos no Brasil, sendo o Estado do Rio de Janeiro o de maior incidéncia,
apresentando cerca de 250.000 ocorréncias. A. aegypti transmite ainda, a febre
amarela urbana. Em 1997, iniciou-se um programa de erradicagdo do A. aegypti,
usando inseticidas quimicos. Mesmo que a utilizagdo de bioinseticidas & base de
Bacillus thuringiensis sorovar israelensis (Bti) estivesse prevista, 0 emprego deles
ndo ocorreu na pratica até que, no inicio de 2001, foi detectada a presenca de
populacdo de mosquitos resistentes ao inseticida organofosforado denominado
temefds. A partir desse periodo, B. thuringiensis israelensis comegou a ser
empregado. E importante lembrar que todo o bioinseticida usado nas campanhas
antivetoriais da dengue foi importado, pois as inddstrias nacionais ndo estavam
capacitadas a produzir produtos a base Bti em escala industrial (VILARINHOS,
2002).

No Brasil, a filariose brancofitiana (elefantiase), transmitida por Culex
quinquefasciatus estd presente na cidade de Recife, e em municipios vizinhos,
apresentando nimeros significativos de pessoas infectadas (REGIS et al., 2002).

A maléria, doenca causada por algumas espécies de protozodrios do
género Plasmodium e transmitida por algumas espécies de Anopheles, afeta
anualmente cerca de um milhdo de pessoas no Brasil. No Estado de Rondonia,
ha espécies de Anopheles resistentes aos inseticidas —convencionais
(VILARINHOS, 2002). No Acre, cidades como Mancio Lima, com cerca de 12 mil
habitantes, tem reportado até 1600 casos de malaria por més. Em 2004, mais de
60 mil agravos a saude tendo como agente etioldgico o Plasmodium foram
reportados na zona urbana de Manaus, AM.

Em 2002, a Fundacéo Nacional de Salde (FUNASA) adquiriu e empregou
360 toneladas de B. thuringiensis israelensis, sob a forma granulos de sabugo de
milho impregnados, para o controle de larvas do mosquito A. aegypti, substituindo
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parte dos seis milhdes de quilos de temefés anualmente empregados no controle
desse mosquito, onde a populagdo do vetor apresentou resisténcia ao
organofosforado (VILARINHOS, 2002). Ainda que a formula¢do escolhida tivesse
sido a mais adequada, visto que se destinava em grande parte a ser utilizada em
agua potavel, o fato representou importante mudanca de paradigmas naquela
instituicRo. Em 2005, a Secretaria de Vigilancia em Salde utilizou cerca de 30
toneladas da Bti, na formulagdo WDG, essa sim adequada para uso em &gua
destinada ao consumo humano.

A Prefeitura Municipal de Manaus, através da Fundacdo de Vigilancia em
Saude (FVS), em parceria com o Instituto Nacional de Pesquisa da Amazobnia
(INPA), elaborou e esta conduzindo um programa de aplicacdo sistematica de
bioinseticida & base de Bs para controle de larvas de anofelinos. Os principais
criadouros sdo 0s igarapés que tiveram seus cursos de agua alterados e
obstruidos por invasdes de terra na periferia da cidade de Manaus e 0s tanques de
piscicultura cuja construgdo foi incentivada, visando a seguranca alimentar e a
oportunidade de trabalho da populagdo carente. Os coordenadores do programa
optaram pelo emprego da formulagdo suspensdo concentrada, visto que as
apresentacdes granuladas serviam de alimento para peixes e patos, prejudicando
0 desempenho delas.

O programa de combate a filariose bancrofitiniana conduzido pelo Instituto
Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ) em Recife € um exemplo do emprego do Bs no
controle do pernilongo comum (Culex quinquefasciatus). Anualmente, sao
utilizadas cerca de 4,5 toneladas de B. sphaericus na formulagdo granulada que é
aplicada em grande diversidade de criadouros. Esse programa pioneiro é outro
marco na utilizacdo de bactérias entomopatogénicas no Brasil, servindo de
referéncia para muitas outras iniciativas.

A cidade de Campo Azul, MG, desenvolveu um método inusitado de
tratamento de fossas, locais que serviam de criadouros para Culex que acabavam

(6]
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infestando toda a cidade, com cerca de 5000 habitantes. Utilizou B. sphaericus
sob a forma de suspensdo concentrada, aplicando 5 mL do produto comercial no
vaso sanitario e imediatamente realizando a descarga, permitindo assim que o
produto chegasse as fossas. Esse simples procedimento acabou com a
infestacdo cronica do pernilongo comum na cidade.

Os simulideos s@o insetos cujas fémeas hematdéfagas causam picadas
doloridas e alergénicas que muitas vezes evoluem para dermatites e infecgdes
bacterianas importantes. O género Simulium (borrachudo), na Africa e na América
do Sul, transmite a oncocercose, doenga causada pela acdo de uma microfilaria
(Onchocerca volvulus) no globo ocular humano, também conhecida como
cegueira-dos-rios, ou mau-dos-garimpeiros. Essa doenca ja foi detectada no
Brasil no Estado de Roraima (VILARINHOS, 2002). Em 2005, houve relatos da
doenca no Municipio de Minassul e Serra da Mesa, Estado de Goias. A fase
imatura encontra criadouro em &guas l6ticas, como corregos e rios de alta
drenagem. Constitui sério problema nos estados das Regides Sul e Sudeste onde
nao sdo considerados como vetores de endemias para 0s seres humanos, mas
atacam fortemente o homem e as criagbes, prejudicando o turismo e o
agronegaocio.

A Secretaria de Salde do Estado do Rio Grande do Sul coordena um
programa que abrange 200 municipios, a grande maioria, na Serra Galcha que
trata exclusivamente do combate ao borrachudo Simulium pertinax. Essa espécie
¢ endémica da regido, muito antropofilica, ocasionando sérios problemas de
dermatites, além de estressar as criagfes, causando perdas de produtividade.
Inicialmente o programa empregava o inseticida quimico temefés. Em virtude do
aparecimento de populacdo  resistente, passou-se a empregar o Bti, na
formulacdo de suspensdo concentrada, com grande sucesso, fundamentado,
sobretudo, no baixo impacto ambiental dos produtos que utilizam essa bactéria
como ingrediente ativo. A forma de aplicacdo do Bti nos criadouros de
borrachudos é apresentada na Figura 4. O método préatico emprega regadores
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cujo conteudo deve ser vertido em 1 minuto, visando obter concentragcdes médias
do produto comercial da ordem de 15 ppm/metro cubico de agua do criadouro/
minuto.

A Fundag&o 25 de Julho (Joinville, SC) desenvolve trabalho semelhante ao
programa gaucho, naquele municipio, consumindo 500 litros de Bti liquido por
més. O produto é aplicado quinzenalmente em 3600 pontos de tratamento nos
rios e corregos da regido.

llha Bela, em Sdo Paulo, é outra regido turistica que realiza o controle de
borrachudos. Embora o programa tenha apresentado oscilagbes, em 2005, a
SUCEN, adquiriu 10.000 litros de Bti para serem empregados no combate aqueles
insetos.

Figura 4. Aplicagdo de Bti em criadouro de borrachudo (Simulium spp.).

Os hioinseticidas bacterianos utilizados na salde publica sdo registrados
como saneantes. Estes sdo mais numerosos e apresentam maior diversidade de
formulagbes entre todos os biolarvicidas bacterianos disponiveis no mercado
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brasileiro. Existem suspensdes concentradas a base de Bti, como Aquabac XT,
Bactivec, Bt-horus SC, Teknar HPD. Vectobac AS. Na mesma apresentacéo, para
Bs, dispdem-se o Grislesf, 0 Sphaerus SC e o Spherico SC. Os granulados que
empregam sabugo de milho estéo liberados para uso o Vectobac CG para Bti e 0
Vectolex CG para Bs. Mosquito Dunk & um briquete que emprega Bti como
ingrediente ativo. Existe um Unico representante de Bti na formulagdo WDG
(Granulos Dispersivos em Agua) que é o Vectobac WDG.

O potencial inseticida do B. thuringiensis é conhecido desde 1915 e ja em
1938 era lancada, na Frangca, a primeira formulagdo comercial destinada ao
controle de lagartas (uso agricola), sendo denominada de Sporeine. Entretanto, a
producdo industrial em larga escala teve inicio no final dos anos 50, com a
entrada no mercado do produto Thuricidae (DE MAAGD; BOSCH;
STIEKEMA, 1999).

Em decorréncia da sua grande eficicia, especificidade e semelhanca na
forma de aplicagdo com os inseticidas quimicos tradicionais, as formulacdes a
base de Bt perfazem mais de 200 em todo 0 mundo, sendo esse 0 microrganismo
0 mais amplamente usado no combate as pragas agricolas, atuando sobre mais
de 170 espécies de lepitopteros-praga em todo o globo.

No Brasil, utilizagdo agricola do Bt ainda € muito pequena, quando se leva
em conta a extensdo das areas agricultaveis, evidenciando que esses produtos
virdo a ocupar importante nicho de mercado na agricultura convencional, na
agricultura organica, em pastagens e florestas. Estima-se que anualmente sejam
tratados 150.000 hectares com produtos a base desse microrganismo, sendo 0s
maiores volumes concentrados em hortalicas.

No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estdo
registrados sete produtos comerciais a base de Bacillus empregados no combate
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a aproximadamente 30 lepidépteros-praga em florestas, pastagens, lavouras e
hortas (POLANCZYK; ALVES, 2003). Como ingredientes ativos, encontram-se duas
subespécies, o Bacillus thuringiensis subesp.  kurstakii (Btk) e o Bacillus
thuringiensis subesp. azawai (Bta). Xentari WDG € o (nico representante do Bta. A
base de Btk, sdo formulados os produtos Bac-Control, Bactur e Dipel como pos-
molhaveis (PM) e Dipel, Agree e Ecothec Pro, como suspensdes concentradas.
Cabe destacar o Bac-Control por ser o Unico produto brasileiro. Existe ainda o
Dymmipel, um Btk na formulacdo pé molhédvel, comercializado pela empresa
Busher & Lepper como saneante para uso em jardinagem amadora.

O Brasil, em decorréncia da grande extensao das areas agricolas, e, em
funcdo dos sérios problemas ocasionados pelos dipteros vetores de endemias,
apresenta um potencial muito grande para a utilizacdo de bioinseticidas
bacterianos. Entretanto, o custo do produto, ainda elevado, quando comparado
aos inseticidas convencionais, a falta de tradicdo no uso de biolarvicidas, somada
a falta de capacitagdo dos atores envolvidos no processo de aplicacdo desses
produtos, tém mantido seu uso muito aquém do real potencial do Pais. O
desenvolvimento de indUstrias nacionais que possibilitem a utilizacdo de produtos
registrados mais acessiveis, acompanhados de capacitacdo e treinamento dos
recursos humanos envolvidos, certamente reverterd o quadro atual.
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Capitulo

Roberto Teixeira Alves

Muitos sdo os governos que, hoje, advogam a reducdo do uso de
agrotoxicos na producdo de alimentos. [Essa tendéncia, encontrada
principalmente entre 0s paises produtores e exportadores de alimento como a
Argentina e o Brasil, tem justificativa comercial e ambiental. Nesse contexto, 0
controle biologico é importante ferramenta para ser utilizada no manejo integrado
de diferentes insetos-praga na agricultura, uma vez que utiliza inimigos naturais
para manter a populacdo da praga abaixo dos niveis de dano econdmico,
evitando, a0 mesmo tempo, prejuizos ambientais.

Produtos a base de fungos benéficos, utilizados no controle de insetos, sdo
chamados de micoinseticidas e podem desempenhar significativo papel em uma
agricultura moderna e sustentavel. Para tanto, é essencial que se amplie o
conhecimento sobre esses fungos e, também, que se desenvolvam técnicas de
produgdo, de formulacdo e de aplicacdo apropriadas.

Os fungos entomopatogénicos s@o capazes de se desenvolver e esporular
sobre diferentes meios de cultura. Podem, igualmente, ser cultivados sobre seus
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insetos hospedeiros in vivo ou usando métodos in vitro de cultivo que sdo mais
econdmicos e mais rapidos. Em geral, a escolha do método dependera da
facilidade com que os propagulos desejados serdo formados (FERRON, 1978).

O controle microbiol6gico, aumentativo ou inundativo, de insetos-praga
requer uma producdo massal do microrganismo benéfico. Existem métodos de
producdo in vitro de fungos entomopatogénicos em substratos sdlidos,
fermentacdo liquida e fermentacdo liquido-sdlida.

Fungos entomopatogénicos podem ser produzidos sobre meios de cultura
contendo &gar, outros nutrientes e antibioticos como: batata, dextrose e agar
(BDA); batata, cenoura e agar (BCA); sabouraud, dextrose e agar (SDA); ou sobre
substratos naturais como arroz cozido durante o processo de autoclavagem em
Erlenmeyers, sacos plasticos ou bandejas. Os substratos sélidos sdo usados para
a produgdo de conidios aéreos. Em geral, grande area de superficie é necessaria
para a esporulacdo do fungo. Muitos estudos sobre processos de multiplicacdo de
fungos como o Metarhizium anisopliae foram desenvolvidos no Brasil e em outros
paises do mundo (GUAGLIUMI, 1971; GUAGLIUMI; MARQUES; VILAS BOAS,
1974; MOURA COSTA et al., 1974; AQUINO et al., 1975; AQUINO et al., 1977;
ALVES, 1986).

No trabalho de Aquino et al. (1975), foi desenvolvida a idéia basica do
processo de producdo massal de M. anisopliae em arroz autoclavado. Depois
disso, varios autores vém realizando melhoramentos e ajustes nesse sistema de
producéo.

Os microrganismos podem ser desenvolvidos em Erlenmeyers ou em
tanques fermentadores visando a producdo em maior escala onde podem ser
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mais bem controlados e monitorados. O fungo se desenvolve, geralmente, como
micélio submerso em cultura liquida. Os produtos finais desejados sdo conidios
(esporos), porém, é mais comum se produzir blastosporos e corpos hifais com
esse método. Blastosporos séo hidrofilicos, sem pigmentacdo e menos resistentes
as condicbes adversas do clima que os conidios aéreos (FERRON, 1978; VAN
WINKELHOFF; McCOY, 1984).

Existem dois micoinseticidas produzidos, no mercado internacional, por
fermentacgdo liquida, usando o fungo Verticillium lecanii como ingrediente ativo, 0
Vertalec para controle de moscas-brancas; e o Mycotal para controle de pulgbes
(GOETTEL, 1994). A colheita dos conidios produzidos em meio liquido é baixa,
pois eles sdo hidrofdbicos e por isso mais dificeis de serem formulados em 6leos
para aplicacdo em Ultra Baixo Volume (ULV).

Este sistema de fermentacdo em dois estagios combina os beneficios da
alta producéo de hiomassa na fase liquida e da producdo estavel de conidios
aéreos hidrofébicos no meio sdlido. O produto da fase de fermentacdo liquida é o
micélio que rapidamente coloniza o substrato sdlido. Organismos contaminantes
ficam menos competitivos devido a grande quantidade do indculo desejavel
colocada sobre o meio solido. Apesar de varios cereais terem sido testados, o
arroz tem-se mostrado o mais apropriado para a esporulacdo de Metarhizium spp.
e Beauveria spp. na segunda fase desse método.

A espécie M. anisopliae tem sido cultivada em meios de cultura artificiais
como Sabouraud-Dextrose-Agar ou Batata-Dextrose-Agar, entre outros, para uso
em bioensaios de laboratério. As condigdes de incubacdo devem ser de
25 £ 0,5°C de temperatura e 24 horas de escuro de 10 a 15 dias. De preferéncia, o
fungo a ser utilizado na producdo ndo deve ter sido repicado mais de quatro vezes
sobre meio artificial.
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Alguns experimentos necessitam de maiores quantidades de conidios
(producdo massal), e a producdo deve ser feita pelo método de fermentacdo em
dois estagios descrito anteriormente. O meio liquido de cultura submersa utiliza
um meio contendo 20 gflitro de extrato de levedura, 20 g/litro de glucose e
1000 mL de agua em um Erlenmeyer agitando em um shaker a 150 rotacbes por
minuto, durante trés dias, na temperatura de 27°C, com a finalidade de produzir
corpos hifais e micélio para a inoculacdo na segunda fase. Arroz branco
autoclavado em sacos plasticos de polipropileno é usado como o substrato sdlido
para a inoculacdo na segunda fase. Eles serdo incubados por, pelo menos,
12 dias a 25 £ 1°C para um bom desenvolvimento e esporulacao do fungo. Feitos
esses procedimentos, 0s sacos plasticos sdo abertos para secagem do fungo no
substrato a 20 + 3°C. Depois de cinco dias, a umidade serd ao redor de 20%. Os
conidios poderdo ser extraidos por peneiramento (300 mm mesh), por extracdo
ou, ainda, por aspiracdo (tipo aspirador de p6). O ideal € que a umidade final dos
conidios fique préxima de 5%, o que permite a formulagdo em 6leos puros ou
emulsionaveis e aplicados no campo contra 0s insetos-praga.

A formulacdo de micoinseticida refere-se & composicdo resultante da
mistura de fungos entomopatogénicos com outros ingredientes. Estes devem
contribuir para a alta viabilidade, estabilidade, viruléncia e eficacia do agente de
controle microbiano e para a aceitagdo do produto pelo usuario.

Conidios, blastosporos e até o micélio podem ser o ingrediente ativo do
micoinseticida que sera o componente biologico da formulacéo.

O desenvolvimento de nova formulacdo de micoinseticida envolve ou
necessita de estudos sobre:

e compatibilidade dos formulantes com os conidios do fungo;
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» possibilidade de armazenamento do produto formulado em prateleiras, de
preferéncia, em temperatura ambiente;

* aumento da eficiéncia do fungo em relagho a outras formulagdes
anteriormente utilizadas;

» capacidade de espalhamento sobre o corpo do inseto e sobre a folhagem
(superficies hidrofabicas);

* testes de volatilidade provando diminui-la;
 hioensaios com diferentes proporcdes dos formulantes e do ingrediente ativo;

* medicbes da viscosidade com diferentes proporcdes para relaciona-la a
evaporacao e a qualidade da pulverizago;

* capacidade de proteger os conidios contra a radiagdo solar;

» proposicdo de melhorias na atomizagdo da suspensdo formulada de modo
que possa ser utilizada a aplicacdo de gotas controladas (CDA) com
equipamentos convencionais de uso cotidiano;

» facilidade de adogao/uso pelo produtor rural.

Concentrados emulsionaveis, suspensdes concentradas, suspoemulsdes,
emulsGes em agua, pés molhaveis, granulos dispersiveis em agua, suspensdes
encapsuladas, géis emulsificaveis e para ultrabaixo volume (GLOBAL CROP
PROTECTION FEDERATION, 1994).
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Pés, granulos, iscas e fumigantes.

Nebulizada, fumaga, tira pléstica.

A maioria dos produtores aplica inseticidas em formulagbes a base de
agua para controlar insetos-praga em baixos, médios e altos volumes de
aplicacdo usando pulverizadores com hico hidraulico ou atomizadores
(MATTHEWS, 1992).

Os resultados obtidos com fungos nao-formulados sdo bastante variaveis,
sendo diretamente influenciados pelas condi¢Bes climéticas, pela qualidade dos
micoinseticidas utilizados e pelo correto manuseio e aplicacdo deles.

Resultados de sucesso foram obtidos com formulacbes & base de dleos
puros contra diferentes insetos-praga e mostraram 0 potencial de alguns 6leos
empregados na formulacdo que ajudam o fungo a superar ou a minimizar as
condicOes adversas do clima (AGUDELO; FALCON, 1983; BATEMAN et al., 1993;
PRIOR; JOLLANDS; LE PATOUREL, 1988).

O uso de oOleos emulsionaveis tem grande potencial para formular
(suspoemulsBes) e aplicar micoinseticidas visando ao controle de pragas.

Estudos laboratoriais da formulagdo de fungos em Oleos adjuvantes
emulsionaveis para controle hioldgico de pragas foram desenvolvidos pela
Embrapa Cerrados para servir de base a futuros trabalhos de campo sobre as
interacBes  cultura-praga-micoinseticida-pulverizacéo.

Formulacbes em 0leo emulsionavel misturam-se com &gua, permitindo a
aplicacdo do micoinseticida com equipamentos convencionais ja utilizados pelos
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produtores rurais (ALVES et al., 2000a), além de aumentar a infectividade do fungo
(ALVES et al., 1998a), diminuir a evaporagdo (ALVES et al., 2000b) e minimizar a
acéo deletéria dos raios ultravioleta sobre os conidios (ALVES et al., 1998b).

O grau com que uma gota se espalha sobre determinada superficie como
a cuticula de um inseto, € geralmente caracterizado por um angulo de contato
entre a superficie sélida e a tangente da gota. Formulages que contém maior
concentragdo de 6leo adjuvante emulsionavel diminuem a tensdo superficial do
liquido e, como conseqiiéncia, 0 angulo de contato é bem menor que no caso de
formulagBes sem concentracfes ou com baixas concentracBes do referido 6leo
(MAAS, 1971).

As formulagbes a base de dleos puros, por causa de sua baixa tensdo
superficial, espalham-se num grau mais elevado que as formulagcbes em 0leos
emulsionaveis e estes, por sua vez, espalham-se bem melhor que as formulacdes
convencionais contendo conidios, agua e um espalhante adesivo.

Um répido espalhamento pode aumentar o nimero de conidios em contato
com a cuticula do inseto. Por sua vez, pode ser uma desvantagem para
formulagbes com baixa viscosidade e alta volatilidade, como as convencionais
com espalhante adesivo, porque pequenas gotas possuem alta propor¢do entre
area de superficie e volume (BATEMAN, 1996). Por isso, em ambientes secos,
pode ocorrer evaporacdo maior e mais rapida dessas formulagdes convencionais,
apesar de os conidios ndo evaporarem.

Comparacdes sobre o espalhamento de gotas demonstraram que, quando
a concentragdo de dleos adjuvantes emulsiondveis foi aumentada, o
espalhamento também aumentou e isso ajuda muito o fungo a controlar o inseto-
praga mais rapidamente (ALVES et al., 2001).

Quando a concentracdo de 6leos adjuvantes emulsionaveis foi aumentada,
a viscosidade aumentou e a evaporacdo diminuiu, mantendo o fungo no alvo
desejado por mais tempo (ALVES et al., 2000b).
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Uma caracteristica essencial a um micoinseticida € a de ele poder ser
armazenado nas prateleiras de uma revenda de produtos agropecuarios ou em
refrigeracdo (8°C), por um periodo de tempo de pelo menos seis meses. Os
esporos de Metarhizium anisopliae, formulados em dleos adjuvantes
emulsionaveis, podem ser armazenados a 27°C, por 35 semanas, mantendo
viabilidade acima de 80% e por cerca de 40 semanas, a 10°C, com viabilidade
superior a 90% (ALVES et al., 2002a).

O dleo emulsionavel funciona tdo bem quanto os 6leos puros ja utilizados
em outros micoinseticidas (BATEMAN et al., 1993, 1994; MILNER et al., 1994;
KOOYMAN et al.,, 1997; LOMER; PRIOR; KOOYMAN, 1997). No entanto, traz
grande vantagem: ele se mistura com 4&gua, permitindo a pulverizagdo do
bioinseticida com os mesmos equipamentos j& utilizados pelos produtores rurais
(ALVES et al., 2000c). J& os micoinseticidas a base de 6leos puros exigem
equipamentos para aplicacdo em ultrabaixo volume (< 5 L/ha). Outra questdo €
que o produtor rural prefere formulagdes prontas para se misturar com agua, pois
estas evitam pds-quimicos, alergias e até intoxicacbes mais graves por inalag&o.
Entdo, nesse caso, 0 micoinseticida deverd ser apresentado na forma liquida, j&
misturado ao 6leo emulsionavel, para que o produtor apenas o dilua em &gua,
aplicando-o na lavoura.

A adicdo de dleos adjuvantes emulsiondveis aumentou a infectividade de
Metarhizium anisopliae em formulagdes a base de &gua sobre larvas do besouro
Tenebrio molitor, quando comparada a formulagdo de &gua com espalhantes
adesivos convencionais (ALVES et al., 1998a).

Também, foi avaliado o residuo da pulverizacdo de esporos de M.
anisopliae var. acridum formulado em 6leo adjuvante emulsionavel sobre folhas de
trigo, o qual foi tdo eficiente quanto o residuo da pulverizacdo de formulacbes em
0leos minerais puros para matar gafanhotos (ALVES et al., 2001).

As formulacBes com oOleos adjuvantes emulsionaveis, selecionados na
pesquisa, aumentaram a tolerancia de esporos de M. anisopliae contra os efeitos
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da radiacéo ultravioleta por até seis horas, 0 que ajuda a preservar o fungo em
melhores condi¢Bes no meio ambiente (ALVES et al., 1998h).

Resultados de pesquisas demonstraram que a vazao de pulverizadores nao
foi afetada quando a concentracdo de oOleos adjuvantes emulsionaveis foi
aumentada em até 10%. Todos os pulverizadores convencionais testados podem
ser utilizados na aplicacdo de formulagBes de fungo a base de agua na faixa
apropriada de tamanho de gotas (70-150 micrometros) dentro do contexto de
aplicagBes de gotas controladas (CDA), mas & necessario ajustar a pressao e
utilizar o bico apropriado para se atingir 0 alvo desejado. Nenhuma das diferentes
combinages de pulverizadores, tampouco 0s bicos testados por Alves et al.
(2000b), afetou a viabilidade do fungo.

O processo de aplicacdo eficiente de micoinseticida ou de qualquer
pesticida, descrito por Steinke e Giles (1995), consiste em algumas etapas como:

Pode ocorrer tanto na formulagdo do produto na biofdbrica quanto no
momento da diluicdo do produto no tanque do pulverizador em fungdo do volume
de aplicagdo (litros/ha). Os diluentes no tanque podem ser agua, oOleo,
espalhantes adesivos.

E a etapa de formag&o de gotas do produto ou do produto com o diluente. E
realizada com o auxilio de bicos hidraulicos, atomizadores rotativos ou
pneumaticos. Forcas electrodindmicas e ultra-sbnicas também podem ser
utilizadas para formar gotas de pulverizacdo. Material seco, em geral, ndo €
quebrado ou atomizado no momento da aplicacdo, mas pode ser finamente

247



248

Producéo, Formulacéo e Aplicagéo de Fungos para o Controle de Pragas

separado e colocado em uma corrente de ar formada no proprio equipamento e
ser aplicado como uma fina poeira.

O transporte das gotas ou de p6s € muitas vezes acompanhado,
propositadamente, de uma corrente de ar e liberado atraves de pressao hidraulica
ou de forca gravitacional.

Resulta da deposicdo do produto no alvo desejado que pode ser inseto,
planta ou animal. A coleta do produto pode incluir processos impactantes,
interceptacdo, difusdo, descida do produto por gravidade e atracdo eletrostatica.

Depois de a gota ou particula ser coletada na superficie-alvo ela pode ou
ndo mudar o processo de formacéo de deposito. As gotas ou particulas podem ser
transportadas pelos insetos-praga no ambiente.

Depois de o produto ser depositado na praga, na vegetacdo ou em outra
superficie, havera uma interagdo entre o produto e o inseto-praga. Isto podera
ocorrer pelo contato (como o caso de conidios na cuticula do inseto), absorg&o,
ingestdo, inalagdo ou por outro modo de acdo.

Se todas as etapas mencionadas anteriormente foram executadas com
sucesso, e, uma dose necessaria do produto foi aplicada sobre o inseto-praga de
forma apropriada e em um estado vidvel, o resultado desejado terd grandes
chances de ser alcangado.
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Se a compra e a utilizagdo de um equipamento de aplicagdo especial
forem pré-requisito para adogdo de um novo micoinseticida, entdo a
probabilidade de esse produto ser utilizado em grande escala sera muito pequena
(CHAPPLE; BATEMAN, 1997).

As faixas para os diferentes volumes de aplicacdo podem ser vistas na
Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Volume de aplicagdo em diferentes culturas (litros/ha).

Termos Culturas anuais Arvores e arbustos
Alto volume >600 >1000
Médio volume 200-600 500- 1000
Baixo volume 50-200 200-500
Muito baixo volume 5-50 50-200
Ultrabaixo volume <5 <50

Fonte: Matthews (1992).

As formulagbes de fungos em oleos emulsionaveis podem ser aplicadas
desde muito baixo volume (5 a 50 L/ha) a médios volumes (200 a 600 L/ha) com
técnicas de gotas controladas e permitir, ainda, 0 uso de equipamentos
convencionais de pulverizacdo e agua.

Boas formulacBes devem proporcionar melhorias na atomizacdo da
suspensdo formulada de modo que a aplicacdo de gotas controladas (CDA) possa
ser utilizada com equipamentos convencionais de uso cotidiano pelo produtor
rural.
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» Tamanho de gotas entre 50 e 100 micrémetros de VMD para formulagdes
oleosas.

» Tamanho de gotas entre 70 e 150 micrometros de VMD para formulagdes
agquosas.

 Uniformidade do tamanho das gotas Span < 1,0.

VMD é o didmetro do volume mediano que divide as gotas de um liquido
pulverizado em duas partes, as maiores e as menores que 0 proprio diametro do
volume mediano.

Span indica uma faixa de tamanhos semelhantes de gotas e é calculada
por meio da distribuicdo do volume aplicado pela formula:

Span =D, - Dy01) ! D,

v,0.9) v,0.5)

» Densidade das gotas (n° de gotas/cm?) igual ou maior que 20 gotas/ cm? para
inseticidas bioldgicos ou quimicos.
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Capitulo

Flavio Moscardi

Entre os diversos virus associados a insetos e a outros invertebrados
(RIBEIRO; SOUZA; KITAJIMA, 1998; EVANS, 2000), aqueles pertencentes a familia
Baculoviridae tém sido isolados de mais de 700 espécies de invertebrados,
incluindo Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Neuroptera, Trichoptera
e Thysanura, bem como Crustaceae, sendo 0s mais empregados mundialmente
como inseticidas microbianos. Essa familia é composta de dois géneros: o
Nucleopoliedrovirus, que compreende os virus de poliedrose nuclear (VPN); e o
Granulovirus, que engloba os virus de granulose (VG). A principal via de infeccdo é
a oral, quando larvas hospedeiras se alimentam de folhas ou outros substratos
alimentares contaminados com corpos protéicos de inclusdo (CPI) (poliedros ou
granulos) contendo as particulas virais. No intestino médio (ventriculo), devido ao
pH altamente alcalino, os CPls sdo dissolvidos, liberando os virions
(nucleocapsideo(s) + envelope viral), cujos envelopes se fundem as membranas
das microvilosidades das células epiteliais do ventriculo. Em seguida, o0s
nucleocapspideos migram através do citoplasma da célula e, no caso dos VPN,
penetram por meio dos poros nucleares, atingindo o ndcleo, onde liberam o DNA
viral, ai ocorrendo a transcri¢do dos genes do virus e a replicacdo do seu genoma.
Nessa fase primaria de infeccdo, sd@o sintetizados no ndcleo apenas
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nucleocapsideos, geralmente, ndo havendo formagdo de CPI, a excecdo de VPNs
associados a larvas de himendpteros desfolhadores, nos quais a infeccdo se
restringe as células epiteliais do ventriculo, com formacdo de CPl. Os
nucleocapsideos formados passam pela membrana nuclear e atravessam a
membrana basal das células, adquirindo novo envelope. Nessa fase, séo
chamados de budded virions(BV), com caracteristicas morfologicas e presenca
de proteinas especificas. Atingindo a hemolinfa do inseto, provocam infec¢Ges
sistémicas em varios tecidos do hospedeiro. Em estdgios avangados da infeccéo,
h& a formagdo de CPI, nos quais ocorre a oclusdo de virions. Gradativamente, 0s
nucleos das células infectadas tornam-se repletos de CPI, havendo a ruptura das
membranas celulares e a liberacdo de grande quantidade de CPI na hemolinfa do
hospedeiro. No processo de infeccdo, o inseto é debilitado, perdendo a
capacidade motora e de alimentacdo, apresentando, geralmente, a caracteristica
de se deslocar para as partes superiores da planta onde morre em cerca de 5 a
10 dias, apresentando o corpo descolorido em relagdo a lagarta sadia. Em pouco
tempo, 0 corpo da lagarta se rompe, liberando grande quantidade de virus sobre
partes da planta, constituindo em in6culo para a transmissdo horizontal do virus.
Para mais detalhes quanto aos aspectos basicos: taxonomia, processo infectivo,
hiologia, ecologia, ver o Capitulo 8.

A maior utilizagio de baculovirus no controle de pragas, em nivel mundial,
em relacdo a outros virus entomopatogénicos tem ocorrido, principalmente,
devido a algumas caracteristicas importantes (MOSCARDI, 1998, 1999) para seu
uso em programas de manejo integrado de pragas, tais como: (i) em geral,
apresentam alta viruléncia e especificidade ao hospedeiro; (i) as particulas virais
sdo oclusas em massas de proteinas (poliédricas ou granulares) que as
protegem, em certo grau, contra a desativacdo pela radiacdo solar e a
degradacdo microbiana; (iii) sdo restritos aos invertebrados, ndo se encontrando
virus similares em plantas e vertebrados, o que confere seguranca (inocuidade) a
esses organismos; (iv) por ser altamente especificos ao hospedeiro de origem,
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ndo afetam outras espécies de pragas e de inimigos naturais (predadores e
parasitdides), ndo causando desequilibrio bioldgico em agroecossistemas; e
(v) por ser inocuos aos vertebrados e plantas e ocorrer naturalmente, ndo se
constituem em risco de contaminacdo do solo e de aguas superficiais e
subterraneas e tampouco se acumulam em cadeias alimentares, tornando-se
inseticidas hioldgicos importantes para uso em programas de manejo integrado
de pragas.

Neste capitulo, serdo abordados, principalmente, os baculovirus, quanto
aos aspectos relativos & producéo, a formulacéo e a aplicagdo (uso) no controle
de pragas, utilizando, sempre que possivel, 0 uso do nucleopoliedrovirus da
lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) no Brasil como exemplo, pois,
atualmente, tem sido o maior programa mundial de uso de um entomopatégeno
contra uma Unica praga em uma cultura.

Apesar de muitas tentativas e avangos quanto a producédo de baculovirus in
vitro, utilizando células de insetos em biorreatores, essa técnica € usada apenas
em laborat6rio, em pequena escala para estudos de processos relacionados a
infeccdo viral e a producdo de proteinas de interesse medicinal, através da
modificacdo genética de baculovirus. No entanto, sua aplicagéo pratica, visando a
producdo comercial desses agentes como inseticidas biolégicos, ainda esharra
em problemas técnicos e econdmicos, inviabilizando seu uso até o momento.
Portanto, apenas a producéo in vivo, envolvendo, necessariamente, a producdo do
inseto hospedeiro do agente viral, tem sido realizada em todos 0s casos
conhecidos de utilizagdo de baculovirus (SHAPIRO, 1986; ALVES et al., 1998;
MOSCARDI, 1999). Essa producéo é realizada para a maioria dos baculovirus, em
laboratdrio, onde o inseto hospedeiro é criado continuamente, sendo a fase larval
alimentada com dieta artificial apropriada a cada espécie. Nesse sistema, cerca
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de 95% da producdo diéria de lagartas sdo utilizadas para a produgdo de virus,
sendo as lagartas alimentadas com dieta artificial contaminada com o virus,
coletando-se as mortas pelo patégeno, para posterior processamento e
formulagdo. Em alguns casos, a producdo pode ser efetuada no campo,
aproveitando a ocorréncia natural do inseto hospedeiro, para aplicar determinado
baculovirus sobre a planta preferencial do inseto e coletar as lagartas mortas pelo
virus, para armazena-las sob congelamento, visando ao processamento posterior
para obter uma formulacdo do inseticida hiol6gico.

Em geral, a formulagdo de bioinseticidas virais envolve o ingrediente ativo
(virus), o inerte principal e outros adjuvantes, como dispersantes, protetores contra
a radiacao ultravioleta (UV), entre outros, que variam de acordo com a formulacéo
(p6 molhavel, suspensdo aquosa.) (BURGES, 1998). A exemplo de outros
entomopatdgenos utilizados como inseticidas biol6gicos, 0s componentes da
formulac&o de inseticidas virais ndo podem afetar o agente ativo. Estes devem ser
testados separadamente e em conjunto, de modo a garantir a atividade viral na
formulacéo.

De modo geral, as técnicas para a producdo de virus entomopatogénicos
em laboratério variam de acordo com o inseto hospedeiro e o virus, demandando
condicOes especificas a cada sistema (SHAPIRO, 1986; ALVES et al., 1998), o que
envolve as seguintes etapas: (i) elaboracdo de procedimentos de criacdo do
inseto que possibilitem sua producdo massal, envolvendo condi¢cbes ambientais,
fisicas (recipientes de criacdo), sanitarias (impedindo  contaminaces
indesejaveis) e nutricionais (dieta artificial adequada a espécie), 6timas para o
desenvolvimento e a manutencdo continua dos insetos em laboratério; (i) selecéo
do isolado mais virulento do virus a ser produzido e sua caracterizacdo
morfoldgica e molecular; (iii) determinacdo dos parametros para a producdo
massal do virus (condicBes ambientais, estadio larval a ser inoculado para
méaxima producéo/lagarta, modo de inoculacdo da dieta e dosagem do virus, tipo
de recipiente a ser utlizado e densidade populacional 6tima de lagartas/
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recipiente); e (iv) método apropriado para coleta e armazenamento de insetos
mortos pelo patdgeno, visando a posteriores processamento e formulagdo. Um
esquema de producdo massal do nucleopoliedrovirus da lagarta-da-soja, A.
gemmatalis (AgMNPV), em laboratorio, € apresentado na Figura 1.

Produgéo Producgéo do
do inseto virus

—» Mariposas em gaiolas Inoculagéo de L4
plasticas

}

Ovos Incubacéo
L1 Coleta de lagartas
l mortas pelo virus
L2 l
5% l Armazenamento sob
° L3 congelamento

!

L4 Homogeneizagao e
l filtragem
L5 l
l Formulagao
L6
Pupas

Figura 1. Esquema simplificado para a producéo do nucleopoliedrovirus de Anticarsia gemmatalis
(AgMNPV), em laboratorio. Pré-oviposicao: de 3a 4 dias; L1 a L4: 6 dias; L4: de 2 a 3 dias; L5: 4
dias; L6+pré-pupa: 6 dias; pupa: de 9 a 10 dias, a 26°C.

in
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No campo, a produgdo de virus entomopatogénicos € realizada
aproveitando a ocorréncia natural do inseto-alvo, para a aplicagdo do virus contra
populagBes médias e altas, visando & coleta de lagartas mortas pelo patdgeno
para armazenamento sob congelamento (-10°C) e posteriores processamento e
formulacdo. Essa técnica é apropriada para espécies de lagartas que se
alimentam expostas (desfolhadoras) e que ndo tém o tegumento rompido assim
que morrem pela infeccdo viral, como é o caso da lagarta-da-soja que morre
dependurada em folhas e hastes de soja, sem rompimento do tegumento, por
cerca de dois a trés dias, permitindo sua coleta manual. Para a maioria das
espécies, no entanto, hd a associacdo de quitinase ao processo de replicagao
viral, com o tegumento do inseto se rompendo com muita facilidade por ocasido
da morte larval. Nesse caso, uma alternativa seria coletar as larvas, ainda
moribundas, cerca de um dia antes da morte.

Para a producdo do AgMNPV no campo, as seguintes etapas sdo adotadas
(MOSCARDI; SOSA-GOMEZ, 2000): (i) selecdo de areas de sojicultores com 15 a
20 lagartas/m linear de soja; (ii) aplicagdo diaria do virus em duas a trés lavouras;
(iii) inspecéo de lavouras no sexto dia apds o tratamento (DAT), selecionando,
pelos sintomas da doenca e nimero de lagartas, a melhor das areas para coleta;
(iv) coleta aos oito ou nove DAT, utilizando diaristas; (v) a cada duas horas, 0s
diaristas entregam o material coletado, que é colocado em bandejas plasticas,
sendo descartado por pessoas treinadas, tudo o que for indesejavel (folhas,
lagartas sem sintomas, lagartas de outras espécies), acondicionando as lagartas
mortas pelo AGQMNPV em caixas de isopor com gelo; e (vi) o material coletado
durante cada dia é, em seguida, colocado em sacos plasticos e armazenado em
camara fria ou freezer (-4° a -10°C), para posterior processamento e formulacéo
(Figura 2). Nesse processo, a aplicacdo do virus e a coleta ocorrem diariamente,
durante o periodo de ocorréncia natural da lagarta-da-soja, obtendo-se média de
1,8 kg de lagartas mortas/diarista/dia.

O processamento e a formulagdo de baculovirus envolvem diferentes
técnicas (BATISTA FILHO et al., 1998; BURGES, 1998, MOSCARDI; SOSA-
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GOMES, 2000: WILLIAMS: CISNEROS, 2001). As larvas mortas, obtidas da
producdo em laboratério ou em campo, passam por um processo inicial de
homogeneizagéo (trituragdo em liquidificadores industriais), filtragem do material
para separar 0s tecidos do inseto do liquido larval que contém o virus (existem
equipamentos, como maquinas extratoras de sucos de frutas adaptadas que
realizam, simultaneamente, a homogeneizagdo e a filtragem do material), adicao
de inertes e outros componentes da formulagdo, secagem (em bandejas por ar
forcado, em atomizadores), controle de qualidade e embalagem. Um esquema de
processamento e da formulagdo do AgMNPV é apresentado na Figura 2.

Lagartas mortas pelo VPNAg,
produzidas em campo
ou em laboratério

Raspagem do material seco,
na forma de beiju

A4

A 4 \ 4

Descongelamento e

homogeinizacdo em Moagem em moinho
extrator de sucos, de martelo
modificado
v A 4
Caldo filtrado misturado Peneiramento em maquina
com caulin (1L/1kg) em sob agitagdo (malha 100)

misturador industrial

A 4 A 4

Pasta obtida espalhada Separagdo em lotes de 60 kg
em bandejas revestidas Controle de qualidade
de plastico

A A4

Secagem sob ar forcado
e sob desumidificagao

Embalagem

Figura 2. Esquema simplificado do processamento e da formulagdo do AgMNPV para o controle da
lagarta-da-soja, A. gemmatalis.
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A formulacéo de virus entomopatogénicos deve ser realizada de forma a se
obter um produto: (i) de facil manuseio pelo agricultor; (i) que tenha estabilidade
no armazenamento; (jii) que tenha propriedades fisico-quimicas adequadas para
mistura com &gua ou 6leo e cobertura da planta-alvo; e (iv) que permita maximizar
a persisténcia do indculo viral sobre a planta. Em relacdo a esse aspecto, €
importante mencionar que 0s baculovirus sdo muito afetados pelo espectro
ultravioleta (UV-A e B) da radiacdo solar e, quando aplicados como inseticidas
bioldgicos, sua atividade pode ser perdida em horas ou poucos dias (MOSCARDI,
1998, 1999). Desse modo, é desejavel que formulacbes de baculovirus conte-
nham alguma substancia que atue como “protetor solar”, permitindo prolongar a
atividade do agente ativo no campo e o controle eficiente da praga visada. Varias
substancias podem ser utilizadas nesse sentido (SHAPIRO, 1992, 1995).

Outro aspecto da formulagdo de baculovirus € que determinadas
substancias podem aumentar a atividade viral em relagdo ao controle do
hospedeiro visado, algumas delas, proporcionando, também, protecdo contra UV,
como é o caso dos &cidos stilbenes ou branqueadores oéticos (SHAPIRO;
ROBERTSON, 1992). O &cido bhorico, a quitinase, enzimas associadas a alguns
baculovirus (ex. fator sinérgico — enhancin — que é uma metaloprotease) e deriva-
dos do &cido stilbene dissulfénico (branqueadores 6pticos) (SHAPIRO, 1995) tém
sido utilizados em formulagdes de baculovirus. Os resultados mais promissores
tém sido obtidos com branqueadores 6dticos, que sdo produtos utilizados em
sabdes em po, detergentes, amaciantes de roupa, tintas. Esses produtos
rapidamente absorvem a luz UV, que é convertida em ondas longas e emitida a
440 nandmetros na porcao azul do espectro visivel (VILLAUME, 1958), conferindo,
portanto, protecdo a bioinseticidas & base de baculovirus contra a desativacéo
pela radiagdo solar. O primeiro relato sugerindo o efeito de branqueadores GOpticos
como agentes de prote¢do contra a luz ultravioleta para um virus de inseto foi feito
por Martignoni e Iwai (1985), com o branqueador Tinopal DCS na concentragéo
de 5,0%, associado ao virus de Orgyia pseudotsugata. Shapiro (1992), avaliando o
efeito de protecdo de baculovirus por branqueadores dpticos contra raios UV,
verificou que alguns desses produtos também provocavam aumento substancial
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da viruléncia do VPN de Lymantria dispar. Em estudos subseqlentes, varios
autores observaram, também, aumento substancial da atividade viral para varios
sistemas baculovirus-hospedeiro, bem como reducdo no tempo médio de
mortalidade do inseto visado (MORALES et al., 2001).

Estudos, associando varios branqueadores disponiveis no mercado
brasileiro com o VPN da lagarta-da-soja, A. gemmatalis, indicaram que quatro
desses branqueadores Tinopal UNPA-GX, Tinopal DMS, BRY-10 D2 100 e
Leukophor DUB, na concentracdo de 0,5%, aumentaram a atividade desse
inseticida bioldgico, variando cerca de 32 vezes (Leukophor DUB) a 145 vezes
(Tinopal UNPA-GX), em lagartas de segundo instar, e de cinco a 356 vezes,
respectivamente, em lagartas de quarto instar, além de reduzir bastante o tempo
médio de mortalidade do inseto e proporcionarem prote¢do consideravel ao virus
contra sua desativacdo pelo espectro UV da radiacdo solar (MORALES, 2000,
MORALES et al., 2001). O aumento mais expressivo da associagdo do AgMNPV
com branqueadores Opticos deu-se, no entanto, contra populagdes de lagartas de
A. gemmatalis, selecionadas em laboratério, para uma alta resisténcia ao
AgMNPV, com aumento da atividade viral, variando de 10.000 vezes (Leukophor
DUB) a 61.600 vezes (Tinopal UNPA-GX) (MORALES et al., 2001). Portanto,
branqueadores dpticos do grupo do &cido stilbene dissulfénico possuem grande
potencial para serem utilizados em formulacdes a base de baculovirus, visando ao
aumento da atividade viral, a reducdo do tempo de mortalidade do hospedeiro, a
protecdo contra raios UV e, ainda, ao manejo de eventual desenvolvimento de
resisténcia a baculovirus por populacBes de hospedeiros, em condicbes de
campo. De acordo com a literatura, 0 aumento da atividade viral por
branqueadores 6pticos pode ocorrer por acdo ndo-ruptil dessas substancias sobre
a membrana peritrdfica do inseto (WANG; GRANADOS, 2000), permitindo
passagem inicial de grande nimero de nucleocapsideos virais para multiplicacao
em celulas epiteliais do intestino meédio efou diretamente através dessas,
atingindo rapidamente a hemolinfa do hospedeiro ou, ainda, por interferir no
mecanismo de descarte/substituicdo pelo hospedeiro de células infectadas do
intestino médio (WASHBURN et al., 1998). O uso futuro de branqueadores Opticos
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em formulacbes de bioinseticidas a base de baculovirus, como o AgMNPV, néo
significa risco & saude humana, uma vez que essas substancias sdo utilizadas em
haixas concentracdes na formulacdo de inseticidas biolégicos (0,5% ou menos),
além de serem utilizadas rotineiramente em detergentes, sabdes em p6, amaciantes.

Uma das primeiras tentativas de utilizacdo de virus para o controle de
insetos ocorreu, em 1942, com a introducdo de um VPN em populacdes de
Lymantria monacha, em florestas de Pinus, na Alemanha (HUBER, 1986). Balch e
Bird (1944) relataram a importancia do controle natural exercido por um VPN de
larvas do hymendptero Gilpinia hercyniae, introduzido, acidentalmente, no Canada
junto com parasitdides importados da Europa para o controle biologico do inseto.
Esse virus, apesar de sua introducdo acidental no Canada, resultou num dos
poucos casos de controle biologico classico (introdugdo e colonizagdo) utilizando
virus entomopatogénicos que resolveu o problema da praga naquele pais. Os
primeiros experimentos realizados com éxito, em campo, a partir de VPN
produzido em laboratorio, foram conduzidos por Steinhaus e Thompson (1949), na
California (EUA) para o controle da lagarta-da-alfafa, Colias eurytheme,
constituindo-se em um marco histérico do controle microbiano através de virus.
No inicio da década de 1950, agricultores da California, EUA, tinham por habito
coletar lagartas de C. eurytheme, mortas por VPN em epizootias naturais, para o
controle do inseto em alfafa, através da maceracdo de lagartas, filtragem e uso
das suspensdes obtidas para pulverizagdo na cultura (THOMPSON; STEINHAUS,
1950). Ainda, durante varios anos, nos EUA, agricultores coletaram e aplicaram
VPN de espécies de Plusiinae, principalmente de Trichoplusia ni e de Autographa
californica, bem como de Spodoptera spp., em varios cultivos (FALCON, 1975).

A partir da década de 1960, esforcos foram realizados, principalmente nos
EUA, quanto ao desenvolvimento de produtos bioldgicos & base de virus
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entomopatogénicos, visando ao seu registro como inseticidas hioldgicos.
Passados mais de dez anos de desenvolvimento, o VPN de Heliothis (Helicoverpa)
zea foi registrado nos EUA, em 1975, pelo nome Elcar®, produzido pela empresa
Sandoz, para o controle do inseto em algodoeiro (IGNOFFO; COUCH, 1981).
Esse registro constituiu-se num marco historico e teve influéncia significante no
desenvolvimento, registro e uso de outros baculovirus nos EUA e em outros paises.

Alguns dos mais importantes programas envolvendo a utilizacdo de
baculovirus séo apresentados na Tabela 1. Os principais programas envolvem o
uso do VPN da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis no Brasil, o VPN de
Helicoverpa spp. (EUA, China, Austrdlia, Tailandia), VPNs de espécies de
Spodoptera (China, EUA, Brasil, Guatemala, Tailandia, Europa) e 0 VG de Cydia
pomonella (EUA, Europa, Russia). No geral, 0 uso desses agentes é ainda muito
restrito, & excecdo do baculovirus da lagarta-da-soja no Brasil (MOSCARDI, 1999),
programa este que serd discutido na seqiéncia.

A lagarta-da-soja, A. gemmatalis, é o principal desfolhador de soja no Brasil,
contra a qual é realizada a maioria das aplicagBes de inseticidas na cultura
(média de duas aplicagdes/safra). Na década de 1970, antes da implementacdo
de um programa de manejo integrado de pragas da soja (MIPSoja), 0 nimero
médio de aplicacbes de inseticidas, especialmente contra esse inseto e
percevejos, era de cinco a seis aplicacdes por safra. Além disso, 0s produtos
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utilizados se constituiam, na maioria, de organoclorados (como DDT, Endrin) e

organofosforados (monocrotofds, paration metilico) de alta toxicidade ao homem,

de baixa seletividade e de impacto negativo ao meio ambiente (solo e &guas).
Com o advento da implementag&o de um programa de MIPSoja, a partir de 1977,
essa situagdo comegou a ser revertida, com progressiva e réapida reducdo no
numero médio de aplicacbes de inseticidas contra as principais pragas da cultura
e do perfil dos produto quimicos utilizados (MOSCARDI, 1993).

Tabela 1. Principais baculovirus utilizados como inseticidas microbianos.

Espécie de Inseto

Adoxophyes orana
Anagrapha falcifera
Anticarsia gemmatalis
Autographa californica
Cydia pommonella
Dendrolimus sibericus
Erinnyis ello
Helicoverpa spp.

Homona magnanima
Hypantria cunea
Leucoma salicis
Lymantria dispar
Mamestra brassicae
Neodiprion lecontei
Neodiprion sertifer
Orgyia pseudotsugata
Pieris rapae
Spodoptera litura
Spodoptera litoralis
Spodoptera exigua
Spodoptera frugiperda

Cultura

VG
VPN
VPN
VPN

GV
VPN

GV
VPN

VG
VG e VPN
VPN
VPN
VPN
VPN
VPN
VPN
VG
VPN
VPN
VPN
VPN

Fontes: Moscardi (1998, 1999).

Baculovirus

maca

algodo, hortalicas
soja

algodo, hortalicas
magca, péra
pinheiro

mandioca

algodéo, hortalicas e
leguminosas

cha

frutiferas e parques
parques ormamentais
florestas

couve, ervilha, beterraba

florestas

pinheiro

florestas

hortalicas

algodéo, hortalicas
algoddo

hortalicas, ornamentais
milho

Pais/Regido

Suica

EUA

Brasil, Paraguai, México
EUA, China

EUA, Russia, Europa
Russia

Brasil

China, india, Austrélia, RUssia,
Tailandia e EUA

Japdo

Bulgéria, Russia
Russia, Polonia

EUA, Canadéa e Russia
Russia e Europa
Canada

EUA, Russia e Europa
EUA, Canada

China

China

Africa, Franca

EUA, Europa, Tailandia
Brasil
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A partir de 1979, por um esforco de pesquisa da Empresa Brasileira de
Pesquisa de Soja, na Embrapa Soja, em Londrina, PR, foi desenvolvido um
programa para o uso de um baculovirus, isolado de lagartas mortas de A.
gemmatalis, na regido de Londrina, PR, caracterizado como um virus de
poliedrose nuclear de inclusdo multipla de nucleocapsideos (AgMNPV), para o
controle da lagarta-da-soja (MOSCARDI, 1986). Durante duas safras consecutivas
(1980/1981 e 1981/1982), o AgMNPV foi testado em vérias propriedades agricolas
do Parand e Rio Grande do Sul, mostrando-se eficiente para reduzir populacdes
da praga e manter o potencial produtivo das lavouras de soja, quando comparado
a dareas pareadas com controle quimico ou sem aplicacdo de medidas de
controle (testemunha) (MOSCARDI, 1986). Em seguida (safra 1982/1983), o
programa foi difundido para agricultores pelos 6rgdos de assisténcia técnica
oficiais (Ematers) e privados (cooperativas, empresas de planejamento). Houve
progressivo aumento do uso do baculovirus nas safras subseqientes, atingindo
patamar de cerca de um milhdo de hectares tratados na safra 1989/1990. Na safra
1997/1998, 0 uso desse inseticida microbiano atingiu cerca de 1.250.000 ha
(cerca de 10% da éarea de soja cultivada com soja no Pais) (MOSCARDI, 1999).
Nos dias atuais, esse produto bioldgico é utilizado em aproximadamente
2.000.000 ha de soja no Pais, e a sua utilizacdo na Regido Centro-Oeste tem
aumentado, rapidamente, nas ultimas cinco safras.

No inicio da década de 1990, empresas privadas realizaram contratos com
a Embrapa para producdo e comercializacdo desse inseticida biologico, com
royalties das vendas sendo revertidos para a Embrapa Soja. As empresas
envolvidas (Coodetec, Nitral, Nova Era e Tecnivita, PR, e Geratec, RS) foram
instrumentais para a difusdo de produtos de alta qualidade entre sojicultores das
varias regides do Pais. Além disso, a Embrapa Soja, em Londrina, PR, através de
sua Associacdo de Empregados, e a Embrapa Agropecuéria Oeste, em Dourados,
MS, também foram importantes para o atendimento desse objetivo.
Presentemente, a utilizacdo do AgMNPV tende a aumentar sobremaneira na
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Regido Centro-Oeste. Apenas a Coodetec comercializou 0 produto para uso em
350.000 ha na safra 2001/2002 no Estado do Mato Grosso*.

A producdo comercial de virus entomopatogénicos em laboratério sempre
foi um desafio para pesquisadores envolvidos com o controle biolégico de pragas,
devido aos altos custos relacionados a dieta artificial do inseto e & méo-de-obra.
No entanto, esses problemas foram resolvidos com o nucleopoliedrovirus da
lagarta-da-soja, A. gemmatalis (AgMNPV), levando a inauguragdo, em novembro
de 2004, da maior biofabrica mundial de um virus entomopatogénico, com o
desenvolvimento dessa inovagéo sendo relatada a seguir.

No inicio do programa para uso do AgMNPV, uma col6nia de A. gemmatalis
foi estabelecida na Embrapa Soja (inicio da década de 1980) para produzir o virus
em laboratério, visando fornecer indculo para a assisténcia técnica realizar dias
de campo e instruir sojicultores sobre como utilizar o virus. Para aumentar sua
disponibilidade, iniciou-se um programa de producdo no campo, aproveitando a
ocorréncia natural do inseto. A partir de 1990, a Embrapa Soja firmou contratos
com cinco empresas para a producdo e a comercializacdo do AgMNPV. Duas
delas estabeleceram produgdo do virus em laboratério com a tecnologia entdo
vigente. A Geratec chegou a produzir virus para 150 mil ha/ano, mas essa empresa
e a Nova Era desistiram desse tipo de produgdo, em virtude de o custo do produto
final ndo ser competitivo com o dos inseticidas quimicos.

Portanto, a produgdo em campo passou a ser 0 Unico método empregado,
com pequenas empresas se especializando para fornecer matéria-prima (lagartas
mortas pelo virus, coletadas em campo) para as empresas privadas. No entanto, a

! Comunicacéo pessoal do Dr. Ivo Marcos Carrato da Coodetec ao autor em agosto de 2005.
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partir de 1999, a produgdo passou a ndo atender a crescente demanda do
inseticida biologico. Com isso, 0s produtores de lagartas mortas pelo virus em
campo passaram a gerar maior volume, mas de qualidade inferior, com o material
coletado contendo muita matéria organica ndo desejavel (folhas, outros insetos).
Além disso, a produgdo no campo, em cada safra, era muito variavel, devido a
fatores bidticos e abidticos que influem na abundéancia de populagdes da lagarta-
da-soja. Portanto, o aperfeicoamento de procedimentos de criacdo do inseto e de
multiplicacdo do AgMNPV em laboratrio tornou-se prioridade. Nesse contexto,
resultados de Moscardi, Leite e Zamataro (1997) e Abot (1997) serviram como
ponto de partida para tese de doutorado de Santos (2003), desenvolvida na
Embrapa Soja, com a finalidade de viabilizar técnica e economicamente a
producdo comercial do inseticida biolégico em laboratorio. Avango significativo no
processo de producdo do AgMNPV foi obtido nesse estudo, com posterior
estabelecimento de um laboratdrio-piloto na COODETEC, Cascavel, PR, em
junho de 2003. Estudos iniciais resultaram em expressiva reducdo nos custos da
dieta de A. gemmatalis, tornando economicamente viavel a criagdo massal do
inseto. Obteve-se reducdo do custo entre 60% e 85%, substituindo o &gar-agar por
outro gelificante e reduzindo em 50% a caseina na dieta. Os insetos foram criados
em caixas plasticas (30 x 35 x 12 cm), contendo 400 g de dieta artificial inoculada
com virus e recebendo cerca de 350 lagartas no inicio do 4° instar. Nesse sistema,
obteve-se a producdo de 26 g de lagartas por caixa, considerando uma taxa
média de canibalismo de 42%. Nessa condi¢do, o custo de producdo de uma
dose (produto para um ha) foi de R$ 0,93. Comparativamente, o custo de
producdo em campo era de R$ 0,63, pois, por esse método, obtém-se de 35 a 50
doses/kg de material coletado. Os resultados da producdo em laboratorio, apds
processar 1000 kg de lagartas, variaram de 65 a 72 doses/kg, compensando, 0
maior custo da producdo em laboratério que, também, proporciona um
abastecimento continuo de matéria-prima de maior qualidade para a formulagéo
do bioinseticida.
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Depois 17 meses de producdo-piloto e comprovada sua viabilidade
econdmica, foi construida uma biofabrica, composta de dois blocos
independentes e climatizados, sendo um para producdo do inseto (700 m?) e outro
para produgdo do virus (750 m?), além de cerca de 500 m? j& existentes na
empresa para 0 processamento e a formulagdo do inseticida biolégico. No
primeiro, realiza-se a criacdo desde a fase adulta, para a obtencéo dos ovos, até o
inicio do quarto instar larval. Diariamente, 3% dessas lagartas sdo destinados a
obtengdo de pupas para manter a col6nia do inseto. O restante (97%) é destinado
ao laboratdrio de produgdo do virus onde as lagartas sdo criadas em caixas com
cerca de 350 lagartas e 420 g de dieta inoculada com o virus. Depois de sete dias,
as lagartas mortas sdo coletadas e destinadas a formulagdo do bioinseticida
COOPERVIRUS PM. Nessa condicdo, tem-se obtido rendimento de 35 g de
lagartas mortas/cx, superior ao obtido no projeto-piloto. Com os trabalhos
iniciados em dezembro de 2004, o laboratdrio esta expandindo a producéo até
atingir o maximo de sua capacidade, quando havera a geracdo de 45 empregos
diretos e a producgdo de virus para a aplicacdo em 1,8 a 2,0 milhdes de hectares
de soja/ano, demandando a inoculagdo de cerca de 800 mil a 1 milhdo de
lagartas/dia.

A Embrapa Soja finalizou a constru¢do de um Laboratorio-piloto para
aperfeicoar 0 processo e propiciar treinamento de outras empresas conveniadas
interessadas em produzir o inseticida biolégico em laboratério. Com isso,
espera-se atender a crescente demanda pelo produto e ofertar um produto de alta
qualidade aos sojicultores.

Considerando 0 uso atual desse inseticida biologico em cerca de
2 milhdes de ha no Pais, nessa area, estima-se que cerca de 2 milhdes de litros
de inseticidas quimicos deixem de ser utilizados anualmente, levando em conta
que sdo realizadas duas aplicacbes de inseticidas quimicos, em média, contra a
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lagarta-da-soja, significando consideraveis beneficios ambientais. Considerando,
ainda, que o custo atual do AQMNPV para o sojicultor é de aproximadamente 40%
inferior ao custo médio dos inseticidas quimicos e que o virus é, em geral,
aplicado apenas uma vez durante a safra. Comparado a uma média de duas
aplicagBes de inseticidas quimicos, o retorno econdmico relativo ao uso do virus
atinge cerca de R$ 17,00/ha/safra, incluindo os custos do produto e de aplicacéo
(combustivel, mao-de-obra, desgaste dos equipamentos). Ou seja, ha area
considerada (2 milhdes de ha), os beneficios econémicos diretos aos sojicultores
significam aproximadamente R$ 34 milhdes/safra. Desde a implementacdo do
programa (safra 1982/1983) até a safra 2004/2005, estima-se que 0 UuSO
cumulativo do AgMNPV atingiu cerca de 23 milhdes de ha, representando
beneficios econdbmicos diretos a sojicultores da ordem de R$ 390 milhbes nesse
periodo. Importancia maior, desde o inicio do programa, mais de 23 milhdes de
litros de inseticidas quimicos ndo foram pulverizados no ambiente, resultando em
beneficios consideraveis para a sociedade como um todo. Outro aspecto
importante é que o programa de uso do AGQMNPV tem contribuido, ao longo dos
anos, para a mudanca do perfil dos inseticidas utlizados contra A. gemmatalis em
soja (MOSCARDI et al., 2002).

Vérios fatores contribuiram para 0 sucesso do programa de uso do

baculovirus da lagarta-da-soja no Brasil, tais como:

e alta viruléncia contra o hospedeiro (A. gemmatalis) e transmissdo eficiente do

virus nas populacdes do hospedeiro por fatores bidticos e abidticos;

 possibilidade de producdo do virus em campo, com o custo do produto final
competitivo com o dos inseticidas quimicos disponiveis para o controle desse

inseto;

~
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e larvas de A. gemmatalis, por serem desfolhadoras, séo continuamente
expostas ao baculovirus aplicado sobre as plantas de soja;

e em geral, na maioria das regibes produtoras de soja, ndo ha outras pragas
simultaneas a A. gemmatalis que demandem controle;

e a soja tolera desfolha substancial (>30%) no periodo vegetativo sem que
ocorra reducdo significativa do rendimento de gréos da cultura;

e implementacdo de um programa de manejo integrado de pragas da soja, na
década de 1970, favorecendo a aceitacdo do baculovirus pelos sojicultores;

* acdo proativa e formal da assisténcia técnica oficial em alguns estados, como
Parana e Rio Grande do Sul; e

e mais recentemente, a viabilizacdo da producdo comercial do virus em
laboratdrio, indicando perspectivas futuras favoraveis a expansdo do programa
de uso do AgMNPV.

Os fatores que favoreceram a implementacdo e o uso do baculovirus da
lagarta-da-soja no Brasil dificimente s&o encontrados na grande maioria dos
outros sistemas virus-hospedeiro-planta, dificultando o uso de baculovirus como
inseticida biolégico. As vezes, dispbe-se de um virus altamente virulento a
determinada espécie de inseto, mas seu habito criptico (brocas, minadores,
insetos subterraneos) dificulta a ingestdo de uma dose letal do patégeno. Em
outros casos (ex. algodoeiro), a ocorréncia simultinea de vérias pragas
importantes limita 0 uso de um produto tdo seletivo como um baculovirus. Em
outros sistemas, 0 inseto-alvo afeta diretamente o fruto (macd, péra, tomate),
tornando a tecnologia de aplicacdo de virus sofisticada e intensa durante a safra,
para evitar dano aos frutos e sua rejeicdo pelo mercado ou depreciacdo. A
expansdo do uso de baculovirus como inseticida biolégico vem sendo limitada por
esses e outros fatores (MOSCARDI, 1998,1999; MOSCARDI; SOUZA, 2002).

)
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Apesar das limitagbes para uso de virus da familia Baculoviridae, ha
enorme potencial para emprego desses agentes no controle bioldgico de pragas
em vdrias culturas no Brasil. Talvez o principal exemplo seja o baculovirus da
lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda, praga essa que tem
demandado um ndmero cada vez maior de aplicacbes de inseticidas quimicos
para seu controle em milho, trigo e, mais recentemente, em algod&o, sobretudo
na Regido Centro-Oeste. Se esse virus estivesse disponivel para comercializagao,
traria  considerdveis beneficios econdmicos aos agricultores, bem como
beneficios ambientais e sociais, resultantes da reducdo no uso de inseticidas
quimicos de amplo espectro e de alta toxicidade. Esse virus chegou a ser
produzido pela Embrapa Milho e Sorgo em laboratorio, para a aplicacdo em até
5.000 ha, ha alguns anos (MOSCARDI, 1998), mas sua producdo decresceu
devido a problemas na criacdo do inseto e, principalmente, quanto a producédo do
virus que hoje se encontra desativada. No entanto, ha uma iniciativa dessa
instituicdo para 0 desenvolvimento do processo de produgdo do virus em
laboratdrio?. Mas ha outras possibilidades de uso de Baculoviridae (VPN elou VG),
tanto em sistemas agricolas como de reflorestamento, que incluem o curuqueré-
do-algodoeiro (Alabama argillaceae), a lagarta-da-macad (Cydia pomonella),
recentemente introduzida no sul do Brasil, a lagarta-do-maracuja (Dione juno
juno), a lagarta-falsa-medideira-da-soja (Pseudoplusia inxludens), que tem
assumido papel de praga economicamente importante em diferentes regides
produtoras de soja no Pais, a lagarta-da-couve (Plutella xylostella), lagartas
associadas ao dendé, como Opsiphanes spp. e Sibine spp. e a lagarta-do-alamo
(Condylorrhiza vestigialis), entre outras espécies que sdo passiveis de controle por
VPN ou GV no Brasil. O potencial de uso desses agentes no Brasil € enorme, mas

2 Comunicacéo pessoal do Dr. Fernando Hercos Valicente da Embrapa Milho e Sorgo ao autor
em setembro de 2005.
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ha limitagbes quanto & disponibilidade de pesquisadores para desenvolver
programas que levem ao seu uso comercial no Pais.

O nucleopoliedrovirus da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (AgMNPV),
€ 0 Unico inseticida biolégico a base de virus registrado no Brasil. Esse registro,
obtido no inicio da década de 1990, por diferentes empresas privadas, seguiu a
legislacdo da época. Atualmente, ha nova legislacdo para registro de produtos
biologicos (Decreto 4074 de 2002). Embora haja aperfeicoamentos, ha problemas
na legislagdo atual que levam algumas empresas produtoras de inseticidas
hioldgicos (virus e fungos, principalmente) a atuar na clandestinidade, dadas as
exigéncias atuais para a obtencdo do Registro Especial Temporario (RET) e para
registro de determinado produto, que demandam consideravel volume de dados e
custos elevados. Para determinada empresa, em geral de pequeno a médio
portes e que se aventura na produgdo de inseticidas bioldgicos, esses custos s6
se justificam quando o produto em questdo tem amplo mercado e possibilidade
de retorno justo aos investimentos efetuados no seu desenvolvimento. Sabe-se
que o virus de granulose do mandarova-da-mandioca, Erinnyis ello e o virus de
poliedrose nuclear da lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda, tém
sido produzidos e utilizados em pequena escala no Brasil, ha muitos anos, sem
que tenham sido registrados de acordo com a legislagdo brasileira. Do mesmo
modo, isso ocorre com alguns inseticidas biologicos a base de fungos
entomopatogénicos. Isso ocorre por que a legislacdo vigente sobre agrotoxicos e
afins ndo proporciona adequado incentivo governamental quanto ao uso de
produtos bioldgicos que ndo intoxicam vertebrados, inclusive a espécie humana,
nao poluem o meio ambiente, incluindo solo e &guas (de superficie e
subterraneas), ndo se acumulam em cadeias alimentares e ndo causam
desequilibrios em agroecossistemas.
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O potencial de uso de virus entomopatogénicos como inseticidas
biolégicos, no Brasil, € enorme, conforme j& mencionado anteriormente. No
entanto, a legislacdo atual dificulta 0 uso desses agentes em sistemas onde néo
ha interesse em desenvolver produto comercial, mas apenas resolver problemas
locais ou regionais, evitando 0 uso de inseticidas quimicos para o controle de
determinadas pragas. Como exemplos, podem ser citados os virus de lagartas
que atacam o dendé (cerca de 80.000 ha), o &lamo (cerca de 5.000 ha), entre
outros virus com potencial de uso. Sugere-se, portanto, aos 0rgaos
governamentais envolvidos com o RET e ao registro de produtos destinados ao
controle de pragas que efetuem revisdo da legislacdo atual, de forma que os
produtos bioldgicos tenham legislacdo especifica, bem como incentivos
governamentais para as empresas que produzem esse tipo de produto, tendo em
vista 0s beneficios que esses representam a salde humana, ao meio ambiente e
a sociedade em geral.
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Capitulo

Deise Maria Fontana Capalbo

A agricultura moderna enfrenta desafios econdmicos e ambientais que
impulsionam 0s processos produtivos para a adogdo de principios de
conservacdo dos ecossistemas naturais. Nessa nova realidade, ndo se pode
depender unicamente do uso de produtos de origem quimica para o controle de
insetos, doencas e plantas invasoras dos cultivos, sendo por isso necessario um

enfoque integrado para manejo das culturas.

Nesse contexto de manejo integrado, o desenvolvimento e a utilizacdo de
produtos biologicos merecem destaque, especialmente, aqueles a base de
insetos benéficos e microrganismos.

Alguns exemplos de programas integrados de controle, realizados no
século 20, na América Latina, podem ser lembrados (VARON, 2005):

» Controle da broca da cana-de-aclcar (Diatraea saccharalis) — com o
desenvolvimento da criagdo massal de insetos benéficos (Trichogramma spp.,
Paratheresia spp., Metagonistylum minens), em paises como Brasil, Colombia,
Peru, Cuba;
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e Controle da broca-do-café - pelo uso de insetos benéficos (como
Cephaolonomia stephanoderis) e uso de fungos (como Beuaveria bassiana e
Metarhyzium anisopliae), no Brasil e na Colémbia;

» Controle de Heliotis sp. e Alabama arguilacea, em cultivo de algoddo - pela
aplicagdo massal de Trichogramma spp. na Colémbia, reduzindo o nimero de
aplicagbes de pesticidas quimicos de 25 para 4 a 6, apenas. Essa tecnologia
expandiu-se para outros cultivos como soja, fumo, milho, tomate e hortalicas
em paises como Equador, Venezuela, Costa Rica, Guatemala;

» Controle de doenga causada por Rhyzoctonuia solani, em arroz, tabaco, batata
- com o desenvolvimento da producdo massal de Trichoderma sp. Estimativa
de producdo atual ao redor de 25.000 kg por ano apenas para aplicacdes em
tratamento de sementes de arroz;

e Programa de controle da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) - com
Baculovirus anticarsia, iniciado nos anos 70, no Brasil — maior programa
mundial de controle de insetos com virus.

e Controle de vetores de doencas para humanos - desenvolvimento de
producdo massal de produtos a base de bactérias, em especial, Bacillus
thuringiensis e Bacillus sphaericus.

Ja neste inicio deste século, os esfor¢os continuam na linha de manejo
integrado, com produtores de flores utilizando massivamente Dygliphus sp., para
controle de Liriomyza sp., empresas reflorestadoras testando o controle de Glena
bisulca com Telenomus alsophilae em conjunto com o de produtos a base de
Bacillus thuringiensis.

Segundo informagBes de Fernandez-Larrea® o mercado de produtos
microbianos estd composto das seguintes parcelas:

! Comunicacéo pessoal de Orietta Fernandez-Larrea, Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal - Cuba a autora em maio de 2005.
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Produtos a base de microrganismos  US$ 300 milhdes

Feromonios US$ 60 milhdes
Produtos biogquimicos US$ 40 milhdes
Insetos benéficos US$ 40 milhdes

O uso e a aplicacdo de insetos e microrganismos para controle de pragas,
ndo obstante os varios exemplos apresentados, ndo atingiram a expectativa de
mercado prevista no século 20 por alguns autores (LYSANSKY; COOMBS, 1992,
1994), representando menos de 2% do mercado mundial de pesticidas.

Nos proximos itens, abordaremos alguns dos fatos e motivos relacionados
ao mercado latino-americano dos produtos de origem microbiana, em especial,
aqueles a base de bactérias.

Véarios sdo os casos de microrganismos com sucesso notavel de uso para
controle de pragas agricolas, como resultado dos esforcos para se atingir bons
processos de producdo e formulagdo. As bactérias sdo, atualmente, 0s agentes de
controle biolégico mais promissores. Mais de cem espécies de bactérias ja foram
descritas infectando insetos. Algumas sao, inclusive, produzidas comercialmente,
entre elas: Bacillus thuringiensis (Bt), Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus moritai
(AIZAWA, 1990; IGNOFFO; ANDERSON, 1979; KHETAN, 2001; MORAES et al.,
2001b; REGIS et al., 2001). Outras como Bacillus popilliae, agente causador da
enfermidade leitosa em larvas de escarabeideos, tém sido comercializadas, mas
sua disponibilidade no mercado é limitada.

A bactéria B. thuringiensis é conhecida desde 1915, sendo essa espécie a
mais utilizada mundialmente como biopesticida. Essas bactérias sdo altamente
eficientes contra algumas pragas agricolas e vetores de doencas, sendo mais
utilizadas em paises desenvolvidos, onde sdo feitos maiores investimentos no

o
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desenvolvimento de produtos. Tamez-Guerra et al. (2001) indicam que dos 140
milhdes de ddlares anuais comercializados em produtos a base de Bt , 50% sédo
referentes & comercializacdo nos Estados Unidos e Canada.

O topico de processos de producéo foi abordado por outros autores neste
livro, ndo necessitando maior detalhamento. Apenas gostariamos de deixar
algumas sugestdes de leitura complementar para aqueles que desejam maiores
detalhes sobre:

e Sele¢do, multiplicagdo em pequena escala e estudos béasico: Alves (1998).

e Processos de producdo em larga escala: Bernhard e Utz (1993) e Couch
(2000).

» Escolha de substrato e opcbes de fontes de carbono, nitrogénio e sais: Del
Bianchi et al. (2001), Arruda (1999), Moraes e Capalbo (1985) e por Aranda,
Lorence e Trejo (2000).

» Parémetros de producdo: Moraes, Capalbo e Arruda (1998, 2001a).

e Tipos de reatores para processo de producdo, controle e monitoramento
desses processos, parametros mais importantes e sua forma de
acompanhamento: Arruda e Moraes (2003), Capalbo e Moraes (1997),
Moraes, Capalbo e Arruda (1998).

E notavel o esforco realizado em alguns paises latino-americanos para
desenvolver tal producdo massal de bactérias e seus derivados por ermentacao
liquida ou semi-sélida.

A producdo industrial de Bt, apesar desses esforcos, € dominada por
grandes companhias multinacionais que cobrem mais de 70% do mercado
mundial. Segundo Aranda, Lorence e Trejo (2000), nos paises menos
desenvolvidos, o custo elevado dos bioprodutos (por serem importados), aliado a
falta de conhecimento de manejo de pragas, € o fator determinante para que haja
limitagdo de aplicagdo de controle microbiano de pragas. Dessa forma, essa
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autora também estima que a pequena producdo local, proxima aos pontos onde
serdo utilizados os produtos, podera diminuir as despesas de transporte, reduzindo
conseqlientemente os custos do produto.

Outra oportunidade importante é a de ser explorada a diversidade local de
cepas bacterianas com caracteristicas entomopatogénicas que favorecem o
controle mais especifico das pragas regionais. Além disso, ha um aspecto
socioecondmico de destaque que é a geragdo de empregos e o0 desenvolvimento
tecnoldgico devido a instalagdo de plantas industriais de fermentacdo. A pequena
producdo local também é adequada por controlar pragas em colheitas com
producdo de alto custo e area cultivada pequena para pragas regionais
especificas efou para as etapas iniciais de um programa de MIP.

A competéncia cientifica, estabelecida na maioria dos paises
latino-americanos citados anteriormente, a existéncia de cepas bem adaptadas
as necessidades de controle de pragas e a integragdo entre grupos
multidisciplinares no desenvolvimento de alternativas especificas a cada ambiente
parecem indicar que 0 ponto critico para o atingimento do maior uso de controle
microbiano na agricultura esta na transposicéo para o setor produtivo. Esse passo
importante depende, entretanto, do fortalecimento da confianga no produto por
parte dos usuarios e, também, da maior confianca no mercado por parte da
iniciativa privada. A integracdo da producdo com as demandas locais por sistemas
de manejo parece ser a meta para estabelecer a escala desejavel — isso pode ser
atingido com uma escala de producdo menor que a de paises industrializados.

O controle de qualidade nas menores escalas de producéo tem sido como
um diferencial significativo. O mercado s6 podera ser ampliado se um produto
competitivo em preco e em qualidade e com continuidade de oferta for obtido.

Dent e Waage (2000) apontam vérias razfes para 0 baixo volume de
mercado dos biopesticidas, além dos vérios j& apontados: a falta de protecdo dos
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novos isolados microbianos por lei, como a de patentes; a comercializacdo de
produtos de baixa qualidade que levou & descrenga o processo de controle de
pragas pela pouca eficiéncia de alguns produtos; o uso de modelo inadequado de
desenvolvimento e comercializacdo de biopesticidas. Segundo o0s autores, 0
modelo mais adequado € 0 modelo (d) da Figura 1, pois os produtos microbianos
sdo especificos em relacdo a seus alvos com vida de prateleira relativamente
baixa, sendo mais apropriado produzi-los sob demanda para pequenos mercados
locais ou regionais.
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Figura 1. Modelo de producéo e comercializacdo de pesticidas: (a) uma indUstria produz em
determinado local e distribui globalmente; (b) uma industria subcontrata produc&o e comercializacéo
e vende em diversos locais; (¢) uma industria comercializa mediante franchising a produgéo e
comercializagdo em diversos mercados; (d) varias industrias produzem e comercializam
regionalmente.

©)

Um levantamento dos estudos realizados em cinco paises da América
Latina e os relatos sobre a escala de produgdo atingida em cada um deles sao
apresentados a seguir, visando identificar oportunidades para o controle biologico
e dificuldades comuns a esses paises.
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No Brasil, varios estudos estdo sendo desenvolvidos por pesquisadores de
universidades e instituicbes de pesquisa, abordando desde o isolamento e
caracterizacdo de cepas nativas brasileiras até a producdo em escala-piloto e
industrial utilizando substratos adequados a realidade nacional e expectativas de
mercado regional. A vantagem comparativa entre pequena producgdo local e larga
escala, bem como as escalas que se tém mostrado adequadas parecem
concorrer para escalas de producdo mediana, com objetivo de atingir mercados
especificos. No cenario nacional, destacam-se iniciativas de empresas privadas
associadas a institutos de pesquisa, desenvolvendo produtos para controle de
pragas agricolas e de vetores de importancia para a saude humana.

No Meéxico, estudos vém sendo realizados pelos grupos de pesquisa do
CINVESTAV, da Universidad Autdnoma de Nuevo Leon e Universidad Nacional
Autbnoma de México, permeando temas como isolamento, selecdo de cepas,
mecanismos de acdo, genética microbiana e producdo em fermentacao
submersa. O processo de producéo em estado sdlido foi considerado interessante
para o desenvolvimento de producdo de cepas nativas mexicanas em sistemas
denominados rurais locais onde a pesquisa poderia interagir mais diretamente
com os produtores. Os substratos sugeridos sdo residuos agroindustriais
disponiveis na regido (quirera de arroz, bagago da cana-de-aglcar, farelo de milho
ou de soja).

No Peru, os estudos séo liderados por pesquisadores da Universidade
Peruana Cayetano Heredia e do Instituto Medicina Tropical Alexander von
Humboldt. Bt variedade israelensis vem sendo produzido em meio contendo coco,
mandioca e aspargos, por processo artesanal, local, em meio liquido, para
controle de alguns vetores de doencas tropicais que se desenvolvem em pocos
artificiais. Como em outros paises latino-americanos, um cuidado especial é
tomado com o controle de qualidade dos produtos obtidos. A chave para o
sucesso desse processo é a participacdo da comunidade no programa.
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Os estudos, na Argentina, sobre aspectos da fermentacdo e produgdo de
Bt, vém sendo realizados por pesquisadores da Universidad Nacional de La Plata
e pelo Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) que adaptaram e, em
alguns casos, desenvolveram tecnologia para produzir Bt visando controlar
lepidopteros, pragas de culturas. Foi desenvolvido o pacote tecnologico completo
para a producdo, avaliacdo e emprego desse bioinseticida, meios de cultivo
liquidos, levando em consideragdo a disponibilidade continua desse material e
sua homogeneidade e qualidade. O resultado desses trabalhos foi um bioin-
seticida formulado como p6 molhavel, de muito baixo custo de producédo e cuja
estabilidade e eficiéncia foi comprovada em estudos de laboratério e de campo.

A producdo em Cuba (Figura 2), com resultado bastante interessante
devido ao sistema em que sdo produzidos e utilizados (pequena a média escala,
visando a diversificacdo de culturas com uso de cepas especificas), demonstra
que, para a realidade daquele pais, a meta pode ser atingida com pequena
producdo regional (FERNANDEZ-LARREA, 1993, 1999, 2001, 2002).
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Figura 2. Uso de Bacillus thuringiensis, em Cuba (em litros de produto fermentado)* .

! Comunicacéo pessoal de Orietta Fernandez-Larrea, Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal - Cuba a autora em maio de 2005.
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Nas pequenas plantas de producéo, alguns cuidados devem ser tomados
pelos técnicos de supervisdo: controle de qualidade (especialmente padronizacdo
e prevencdo de contamina¢do microbiana); formulagdo (eficiéncia e eficacia);
descarte no ambiente (possivel atividade contra organismos ndo-alvo,
persisténcia; disseminacdo); regulamentacdo (diretrizes para registro). Tambhém a
elaboracdo de um manual de utilizagdo do biopesticida € recomendavel: o fato de
a acdo do pesticida bioldgico ser diferente da atuacéo do inseticida quimico levou
alguns produtores rurais ao descrédito esse produto. (MORAES; CAPALBO;
ARRUDA, 1998; MORAES et al., 2001b).

Na década de 1980, os propdsitos da pesquisa sobre bactérias
entomopatogénicas concentravam-se no conhecimento da estrutura e no modo
de agdo desses microrganismos. A partir dos anos 90, as pesquisas buscam
conhecer como 0s produtos a base de Bt interagem com o ambiente, fortalecendo
os fundamentos para um uso ecologicamente seguro desses produtos. Esses
trabalhos tém enfoque fortemente inter e multidisciplinar.

Na producdo de pesticidas bacterianos eficazes, a multidisciplinaridade é
fundamental para a etapa do processo fermentativo de produgdo e também na
obtencdo de um bom espalhamento da formulagdo, adequada taxa de propa-
gacdo do agente, boa viruléncia e estabilidade do produto no campo, baixo custo
de producdo como também estabelecimento de medidas de biosseguranca.

Diante do grande potencial de aplicagdo de bactérias entomopatogénicas
para controle de insetos que causam danos a producdo agricola e a salde
publica, da sua utilizacdo crescente em outros continentes e da simplicidade dos
processos de producdo aqui apontados, que ndo requerem tecnologia sofisticada,
a producdo de pesticidas bacterianos na América Latina pode ser considerada
ainda incipiente. A exce¢do de Cuba, onde o estabelecimento de um programa de

2817



288

Comercializacdo de Agentes Microbiol6gicos ...

producdo em rede foi motivado pelos altos custos da importacdo de produtos para
0 controle de pragas, 0 que existe em outros paises sdo iniciativas pontuais,
geralmente, de grupos isolados de pesquisadores conscientes das vantagens e da
viabilidade de producéo e uso desses produtos em substituicdo aos inseticidas
quimicos.

Uma reflexdo sobre os motivos da utilizacdo ainda limitada dos pesticidas
bacterianos na América Latina € importante para orientar acbes com a finalidade
de ampliar seu uso e estimular a produgdo local. Podem ser apontados como
fatores limitantes a expansdo do uso de produtos microbianos e, com certa
seguranga, pode-se extrapolar essas conclus@es para outros produtos bioldgicos:
0 desconhecimento das vantagens e da facilidade de uso operacional, a pressao
de venda exercida pela indUstria de pesticidas quimicos; a cultura de confianca
nos inseticidas sintéticos, bem como o desconhecimento da relacdo positiva
custo/beneficio (apesar de o preco dos produtos serem altos em alguns casos, 0s
resultados sdo muito positivos especialmente quando se considera a seguranca

ambiental e do ser humano).

Do ponto de vista da producdo de pesticidas bacterianos na América
Latina, constata-se a existéncia de bons produtos, competitivos quanto a
eficiéncia e quanto a qualidade em relagcdo aos produtos disponiveis no mercado
internacional, desenvolvidos por grupos competentes de pesquisadores. O ponto
critico parece ser a transposicao para 0 setor produtivo, um passo que depende
do fortalecimento da confian¢a no produto por parte dos usuarios e, também, no
mercado, por parte da iniciativa privada. Assim, 0 escalonamento de processo,
vidvel para producdo de bactérias, parece ser restritivo para o aumento de escala
de porte industrial para o caso de fungos e principalmente limitante para produgao
de virus.

Em relacdo a necessidade de estabilidade durante armazenamento e nas
condiches de campo, sabe-se de varios estudos envolvendo formulagGes
promissoras. Para o caso de fungos, esse tdpico € especialmente limitante. Para



Fundamentos para regulac&o ...

baculovirus e bactérias formadoras de esporos, ndo obstante importancia de
formulagdo para estabilidade de armazenamento, o principio ativo € mais estavel
e requer temperaturas mais amenas do que os fungos para 0s quais a condigao
de refrigeragdo é geralmente imperativa.

S@o mencionadas, com freqléncia, entre os fatores de desestimulo a
producdo de biopesticidas, as exigéncias de registro que sdo: caras, demoradas
de se obter e muito complexas. Isso indica que devem ser redobrados os esforgos
para que as avaliacdes sejam mais simples e, conseqiientemente, mais baratas
para tais produtos hiolégicos, por serem menos danosos ao ambiente.

Como possibilidades para o processo de geracdo do produto a base de
bactérias entomopatogénicas, a producdo local de menor escala desponta como
uma opcdo interessante para a América Latina. Pode-se facilmente relacionar
varias vantagens que resultam da produgdo local de inseticidas microbianos, em
pequena ou média escala, nos paises em desenvolvimento: estabilidade -
reducdo do risco de perda de toxicidade pelo transporte e armazenamento por
periodos prolongados em temperaturas variaveis; formulagfes — a producéo local
permite 0 desenvolvimento de formulacBes adequadas as condicbes ambientais
locais especificas e aos insetos-alvo naquela regido; biodiversidade - a producdo
local explora a oportunidade de o0s microrganismos locais naturais serem
utilizados em todo o Pais; ambientalmente correto — as plantas de producdo
utilizariam residuos agroindustriais locais como substrato, 0 que resulta na
diminuicdo da contaminacdo ambiental e também dos custos de producdo. Outro
ponto de destaque é a economia de recursos financeiros por dispensar a
importagdo de pesticidas.

Ha indmeras possibilidades de programas de cooperacdo na América
Latina que podem ser apontadas, como o desenvolvimento de novos processos
fermentativos (FSS, producéo artesanal; impactos ambientais de biopesticidas;
desenvolvimento de metodologias e estudos para apoiar decisdes de politicas
plblicas). Essa interacdo é estimulante, e a troca de experiéncias entre paises
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com grau de desenvolvimento semelhante traz o beneficio do baixo custo, aliado e
alinhado as prioridades dos fundos de financiamento cientifico e tecnolégico dos
paises.

No ambito de colaboracdo multiinstitucional envolvendo grupos de
pesquisas do Mexico, Brasil, Coldmbia, Argentina, Chile, Costa Rica e Espanha,
estd em desenvolvimento um projeto coordenado pelo Instituto de Biotecnologia
da UNAM em Cuernavaca no México com o objetivo de identificar cepas
latino-americanas com alto nivel de toxicidade contra pragas da agricultura e
culicidios vetores de doencas endémicas de grande importancia na América
Latina. Nesse projeto, cepas de Bt com elevada atividade larvicida contra
mosquitos e contra Spodoptera fugiperda j& foram selecionadas, algumas delas
produzindo novas toxinas e atestando a importncia de explorar a rica
biodiversidade latino-americana em busca de novos agentes entomopatogénicos.

Certamente, poderemos chegar a melhores métodos de producdo,
utilizacdo e aplicacdo das bactérias entomopatogénicas e suas toxinas, se
buscarmos e desenvolvermos 0s estudos em cooperacdo entre paises e com
equipes multidisciplinares, a exemplo do grupo mencionado anteriormente.

Em complemento, uma intima relacdo entre indUstria, ciéncia, agricultores
e governos permitira 0 desenvolvimento do mercado para esses produtos que se
prevé como de crescimento para um futuro muito préximo.
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Capitulo

Eduardo Cyrino Oliveira-Filho

O primeiro produto comercial da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis, chamado Sporeined, estava disponivel em 1938 na Franca (VAN
FRANKENHUYZEN, 1993). Nos Estados Unidos, o primeiro agente microbioldgico
para controle de pragas (Bacillus popilliae) foi registrado em 1948 pelo Depar-
tamento de Agricultura daquele pais e somente em 1957 foi produzida a primeira
formulacdo comercial de B. thuringiensis. O entdo denominado Thuricided era
indicado para controle de lagartas, e 0s estudos toxicoldgicos foram incluidos na
solicitacdo de registro do produto a Agéncia de Drogas e Medicamentos dos
Estados Unidos (USFDA), em 1958, resultando na liberagdo para uso temporario
no mesmo ano e registro definitivo em 1960 (IGNOFFO, 1973).

Entretanto, essa medida gerou uma série de ddvidas, nos o6rgaos
reguladores de todo o mundo, quanto a maneira de se avaliar tais produtos. Afinal,
esses diferiam significativamente dos tradicionais quimicos sintéticos.

Os primeiros agentes microbiolégicos de controle foram submetidos a
todos os testes requeridos para substancias quimicas, incluindo os estudos de
longo prazo, como carcinogenicidade. Todavia, logo se tornou evidente que o0s
testes indicados para avaliagdo da seguranca de produtos quimicos ndo
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poderiam ser aplicados diretamente para agentes microbioldgicos pelas

seguintes razoes:

1.

3.

Nos testes toxicologicos convencionais, assume-se que a medida do efeito
biolégico de uma substancia quimica pode ser avaliada quando a dose
administrada for suficientemente alta. Em geral, essa medida se expressa como
a Dose Letal para 50% da populagdo exposta (DL50). Todavia, a obtencéo da
DL50 de um microrganismo administrado em espécies nao-hospedeiras
pode-se tornar impraticavel por vias convencionais tais como aplicagdes orais,
dérmicas ou por inalacdo, j& que muitas vezes a quantidade de material
necessaria para levar a morte seria tdo grande que o animal morreria sufocado
ou por blogueio do trato gastrointestinal (SHADDUCK, 1983).

Também, nos testes com substancias quimicas, assume-se que 0 composto
administrado pode ser metabolizado ou excretado e que produtos metabolicos
podem ser tdo ou mais tdxicos que o composto original. Contudo, ndo existem
evidéncias que demonstrem que os Agentes Microbiolégicos de Controle (AMCs)
podem ser ativados metabolicamente em mamiferos. Embora a endotoxina delta,
alcalino-sollvel, do B. thuringiensis ssp. israelensis seja toxica quando
administrada pela via endovenosa em camundongos e em outros testes in vitro,
a mesma ativacdo ndo ocorre se a administracdo for via oral pelo fato de as
condi¢Bes de ingestdo dos mamiferos ndo serem favoraveis (THOMAS; ELLAR,
1983; ARMSTRONG; ROHRMANN; BEAUDREAU, 1985; GILL; SINGH;
HORNUNG, 1987).

Assume-se, ainda, que, nas avaliagdes de seguranca para substancias quimicas,
0 conhecimento da estrutura quimica ou de compostos relacionados pode
fornecer informacdes sobre o perigo potencial para 0 homem, enquanto grande
disparidade pode ocorrer entre microrganismos do mesmo género em relagdo
a viruléncia e a patogenicidade. Por exemplo, apesar da grande relacdo genética
entre B. thuringiensis e B. anthracis (Anthrax), o primeiro nao é patogénico aos
mamiferos (SIEGEL; SHADDUCK, 1990).
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Por essas razBes, entre outras, foi percebido pela comunidade cientifica e
reguladora internacional que a avaliacdo de seguranca ndo poderia ser realizada
da mesma maneira para os dois tipos de produto (quimicos e microbioldgicos),
embora tenha ficado evidente que a determinagdo de efeitos de toxicidade de
provaveis toxinas como: a irritacdo e a alergia, além da infectividade e da
patogenicidade propriamente dita, teria de estar incluida em qualquer bateria de
teste referente aos produtos a base de microrganismos.

Nesse contexto, surgiu uma abordagem diferente para a avaliagdo da
seguranca dos AMCs: os testes de desafio maximo, sugerindo a utilizagdo da
maior dose possivel, dependendo da natureza fisica do material e da dose
recomendada para uso, a ser administrada pela rota que mais severamente
compromete as defesas naturais do animal. Desse modo, embora sejam
recomendadas rotas invasivas (intracerebral, intraocular, intraperitoneal), €
possivel quantificar efeitos bioldgicos, sem a utilizacdo de doses macicas do AMC.
Para a escolha da via mais indicada, aconselha-se a verificagdo dos registros
bibliogréficos sobre os 6érgdos-alvo de vertebrados, selecionados para infec¢do de
microrganismos semelhantes (SHADDUCK, 1983). Todavia, a execucdo dos
testes de desafio maximo é controversa, devido a dificuldade na interpretacéo dos
dados de mortalidade e a extrapolagdo dos resultados para a seguranga humana.
Segundo Burges (1981), o valor de um estudo de injecdo intracerebral é que este
representa o pior caso (worst case scenario), e um resultado negativo fornece forte
evidéncia da seguranca do AMC. Contudo, organismos nao patogénicos podem
ser letais se injetados via intracerebral, e esse resultado levaria a rejeicdo
prematura de um microrganismo candidato.

Por algum tempo, os protocolos para avaliagdo de substéncias quimicas
ainda serviram como modelos e, com a percepcdo das diferencas apresentadas,
esses passariam por algumas alteracbes com o objetivo de verificar 0s possiveis
efeitos produzidos pelo microrganismo propriamente dito (IGNOFFO, 1973). No
inicio, somente estudos agudos eram conduzidos para avaliar a potencial
toxicidade/patogenicidade de um patdgeno de insetos para outros organismos. Os
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testes mais longos, geralmente, eram executados pela inddstria, depois da
comprovacdo de que o microrganismo teria condicbes de se tornar um forte
candidato a AMC, n&o apresentando problemas nos testes iniciais (agudos).

Os testes desenvolvidos para avaliar a seguranga dos primeiros candidatos
a AMC estdo descritos nas Tabelas 1 e 2 a seguir, € seus protocolos estdo
detalhados em Ignoffo (1973).

Tabela 1. Série de estudos in vivo utilizados para avaliar a seguranga do Bacillus thuringiensis
para vertebrados, invertebrados e plantas.

Tipo de Estudo Sistema Teste

Toxicidade Aguda/Patogenicidade

Viadieta Peixes, galinha, camundongo, rato, cobaia, porco e homem
Viaintraperitoneal Galinha, camundongo, rato, cobaia e coelho

Via subcutanea Camundongo e cobaia

Viainalatoria Camundongo e homem

Sensibilidade/irritacéo

Olhos Coelho

Pele Cobaia e coelho

Toxicidade subaguda/patogenicidade

Via Dieta Galinha, rato e homem
Viainalatoria Rato e homem
Sensibilidade/alergenicidade Cobaia e homem
Transmissao e viruléncia Camundongo
Persisténcia em mamiferos Camundongo
Especificidade de agéo Artrépodes benéficos
Fitotoxicidade Culturas agricolas



Tabela 2. Série de estudos que estabeleceu a seguranga do virus Heliothis Nuclear Poliedrosis.

Tipo de Estudo

Toxicidade aguda/patogenicidade
Via dieta

Viainalatoria

Via dérmica

Viaintraperitoneal
Viasubcutanea

Viaintravenosa

Viaintracerebral
Sensibilidade/irritacdo

Ocular

Dérmica

Toxicidade subaguda/patogenicidade
Via dieta

Viainalatoria

Via subcutanea
Teratogenicidade
Carcinogenicidade
Potencial replicacéo

Especificidade de acdo

Em todos esses estudos iniciais, ndo houve evidéncias de toxicidade ou

patogenicidade.

Fundamentos para regulac&o ...

Sistema Teste

Rato ou camundongo, passaro, peixe, ostra, camarao
Rato e cobaia

Rato, coelho e cobaia

Rato ou camundongo

Rato

Rato, camundongo

Camundongo

Coelho

Cobaia, coelho e homem

Macaco, cachorro, rato ou camundongo
Macaco, cachorro, rato ou camundongo

Macaco, cachorro, rato ou camundongo
Rato ou camundongo

Rato ou camundongo

Homem, primata, cultura de tecidos

Artrépodes benéficos e outros

R
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Percebido o conflito por causa das inumeras exigéncias e das diferencas
em relacdo aos agrotoxicos quimicos convencionais, em 1981, a Organiza¢do
Mundial de Saide (MAMMALIAN...1981) elaborou um memorando referente aos
testes de seguranca e regulamentacdo de AMCs. O principal objetivo dos testes
definidos pela OMS era realizar analises do risco/beneficio para cada um dos
diferentes usos destinados aos varios agentes microbioldgicos. Nesse contexto, foi
entdo elaborado um esquema de teste de seguranca para mamiferos em trés
fases (Figura 1) e recomendacbes para a realizacdo de vigilancia soroldgica
regular em todos os individuos expostos ao microrganismo durante seu
desenvolvimento e utilizacdo, além de sugestdes para estudos epidemiolégicos
(SAIK; LACEY; LACEY, 1990).

A avaliacdo em trés fases, proposta pela OMS, foi desenvolvida buscando
reduzir as exigéncias para produtos considerados menos agressivos ao meio
ambiente e & satde humana e pelo fato de serem produtos considerados de baixa
toxicidade e persisténcia ambiental. Nesse caso, a proposta da OMS tinha como
objetivo principal evitar que o processo de registro desses produtos fosse
inviabilizado pelo excesso de exigéncias e pelo alto custo dos testes toxicoldgicos.
Tal proposicdo logo foi adotada pelos Estados Unidos e, atualmente, esses
elementos podem ser encontrados entre as exigéncias do Canada e de nacdes-
membro da Comunidade Européia. Segundo Siegel (1997), é bastante incomum
que um AMC, submetido a Fase lll, seja registrado nos Estados Unidos ou em
algum outro pais.

De modo geral, os protocolos para avaliagdo de seguranca de AMCs, em
varios paises, combinam elementos de testes toxicolégicos convencionais, tais
como administracdo oral e exposicdo dérmica, com rotas de exposicdo mais
invasivas como as inje¢Bes intravenosa ou intraperitoneal, dependendo do
microrganismo e as avaliacbes de infectividade e patogenicidade, elementos
tipicos para avaliacdo dos efeitos adversos de organismos vivos.
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No Brasil, s6 a partir de 1997, a legislacdo comegou a se adequar aos
padrOes internacionais. Naquele ano, tendo em vista 0 apoio da comunidade
cientifica, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) publicou a Portaria Normativa N° 131, de 3 de novembro de
1997 (IBAMA, 1997), preconizando avaliagdes toxicologica e ecotoxicologica em
trés fases, conforme o memorando da OMS de 1981. Nesse contexto, é solicitada
ainda, a avaliacdo da patogenicidade de produtos a base de microrganismos, o
que até entdo era uma proposta inexistente no cendrio legislativo nacional.

Em 2002, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), também
com 0 apoio de pesquisadores, representantes do IBAMA e do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), publicou, em 8 de julho de 2002, a
RDC N° 194 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2002), uma
resolucdo com modelo muito parecido com a Portaria N° 131/97 do IBAMA, para a
avaliagdo toxicoldgica e da patogenicidade de agentes microbiologicos de
controle. De modo geral, ambas sdo semelhantes ao modelo da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) que preconiza a avaliacdo em
trés fases com uma mistura de testes toxicol6gicos convencionais e de testes para
avaliar a patogenicidade do microrganismo candidato.

Recentemente, foi publicada a Instrugdo Normativa (IN) Conjunta N° 03, de
10 de margo de 2006 (BRASIL, 2006), entre MAPA, ANVISA e IBAMA, definindo 0s
critérios e exigéncias para o registro de um AMC no Brasil. Trata-se
fundamentalmente de uma combinacdo de itens da Portaria N° 131 e da RDC N°
194, contando, ainda, com alguns requisitos especificos referentes aos critérios
para avaliacdo da eficiéncia e da praticabilidade do produto.

No momento, existe grande expectativa por parte da comunidade cientifica
de que essa IN Conjunta, atrelada aos critérios para a efetivacdo do artigo 12 do
Decreto N° 4.074, de 4 de janeiro de 2002 (prioridade de anélise para produtos de
haixa toxicidade e periculosidade) (BRASIL, 2002), venha facilitar e minimizar as
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exigéncias existentes para a regularizacdo de produtos microbiolégicos no Brasil,
para que produtos dessa natureza possam estar mais presentes no mercado
nacional, tornando menos quimica as defesas fito e domissanitaria.

Com base nos fatos descritos anteriormente, demonstra-se que a avaliagao
da seguranca de produtos agrotoxicos sempre foi baseada na avaliacdo de
agentes quimicos. Nesse contexto, foi percebida a necessidade de adaptacdo dos
requerimentos rotineiros de avalia¢do de produtos quimicos para possiveis efeitos
adversos causados pelo uso de agentes microbioldgicos. A grande diferenca esta
entre a avaliagdo de toxicidade, propriedade intrinseca de substancias quimicas e
a avaliacdo de patogenicidade, ou seja, a capacidade de um microrganismo
causar doenca em seu hospedeiro. A toxicidade a ser avaliada resume-se,
fundamentalmente, na possivel liberacdo de toxinas pelos microrganismos
propostos. No primeiro momento (Fase ), deve-se observar a mortalidade dos
animais experimentais. Em caso de mortes, o produto deve seguir para a Fase Il
na qual sera determinada a Dose Letal para 50% dos animais (DL50) e, na
auséncia de morte, o produto deve passar pelos outros testes da Fase | para
outras avaliagbes. Sobre a patogenicidade, os testes da Fase | apresentardo
indicios em caso de positividade, 0 que podera ser confirmado com mais detalhes
nos testes da Fase I.

Um dos pontos diferenciais entre a avaliacdo de toxicidade convencional e
a avaliacdo de toxicidade e patogenicidade é a taxa de eliminagdo do
microrganismo do corpo do animal (clearance) que deve ser determinada com o
auxilio de provas imunoldgicas ou via exame de DNA para identificar a presenca
do microrganismo em tecidos do corpo. Trata-se de duas avaliacdes distintas, nas
quais o laboratério executor tem de possuir a infra-estrutura exigida e o técnico
avaliador, conhecimentos especificos para realizar tal tarefa.
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Na lingua portuguesa, 0 termo seguranga significa que esta seguro ou
numa condicdo livre de perigo. A avaliagdo toxicologica de agrotdxicos e afins, nos
moldes legislativos atuais seja visando a salde humana, seja a do meio ambiente,
é fundamentalmente uma avaliagdo do perigo oferecido pelo produto, faltando
ainda alguns passos para que se processe a real avaliacao do risco.

Do ponto de vista toxicoldgico, sabe-se que, para substancias quimicas, o
risco zero ndo existe e, de certo modo, esse mesmo principio pode ser
empregado para 0s AMCs. O registro de um agrotéxico quimico é essencialmente
uma autorizacdo de uso, na qual 0s riscos Sdo aceitaveis, e 0 mesmo
procedimento deve ser aplicado aos AMCs.

Assim, com base em estudos realizados e solicitados por ocasido do
registro do produto, incluindo entre outros os testes de seguranca, determinar-se-a
0 qudo seguro € um AMC. Os testes sugeridos nos protocolos deverdo subsidiar
pesquisadores e orgdos reguladores na determinagdo do perigo oferecido pelo
AMC candidato, tanto a mamiferos quanto ao meio ambiente em geral. A partir da
avaliacdo realizada, irdo ser definidos os critérios relacionados & melhor forma de
utilizacdo e o manuseio que, em geral, sdo apresentados nos rétulos e nas bulas
dos produtos e que devem ser cumpridos, de modo a garantir a eficiéncia e a
seguranga do usudrio e do ambiente.

A grande questdo para os reguladores de hoje € a compreensdo das
diferencas entre quimicos e bioldgicos e da capacidade para distinguir e avaliar
toxicidade e patogenicidade.

Considera-se que, pelo bom senso, alguns patégenos de vertebrados ndo
serdo utilizados para fins agricolas ou domissanitarios, pois isso, em condi¢des
desfavordveis, podem se tornar uma ameaca a salde publica. Todavia,
destaca-se que, em todo o caso, as pesquisas hibliografica e on-line sdo sempre
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ferramentas prioritaria e fundamental para se conhecer o estado da arte de
determinado microrganismo ou do grupo ao qual ela pertence, além de levantar
suas condicOes de registro em outros paises.

Na verdade, sabe-se que ainda ndo existe o agrotdxico (pesticida) ideal
seja ele natural, seja sintético, bioldgico, seja quimico. A almejada seletividade
contra a espécie-alvo ainda é uma busca que de certo modo tem diminuido, a
medida que determinado produto concentra sua acdo, fundamentalmente, em
algumas ordens da classe insecta e, nesse caso, torna-se muito facil o
gerenciamento da relagdo risco/beneficio da utilizagdo de um AMC.
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Marco Antonio Abla
Francisco Alexandre Shammass de Mancilha

Neste capitulo, sdo apresentados o0s aspectos reguladores mais
importantes, do ponto de vista técnico, para registro de produtos saneantes
categorizados como desinfestantes contendo principios ativos bioldgicos.

A Lei n° 6.360 de 23 de setembro de 1976 (BRASIL, 1976) estabelece como
um dos produtos sujeitos a regulamentacdo sanitaria, os desinfestantes de registro
obrigatorio, como um saneante, de acordo com a defini¢éo:

Substancias ou preparagdes destinadas a higienizacao, desinfec¢édo ou
desinfestacdo domiciliar, em ambientes coletivos e/ou publicos, em
lugares de uso comum, e no tratamento da dgua compreendendo:

Inseticidas - destinados ao combate, a prevencdo e ao controle dos insetos em
habitag0es, recintos e lugares de uso publico e suas cercanias.

Raticidas - destinados ao combate a ratos, camundongos e outros roedores em
domicilios, embarcag@es, recintos e lugares de uso publico, contendo substancias
ativas, isoladas ou em associagdo as quais nao oferecam risco a vida ou a saude
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do homem e dos animais Uteis de sangue quente, quando aplicados em
conformidade com as recomendacfes contidas em sua apresentagao.

Em termos especificos, o registro desses produtos foi tratado na Resolugao
RDC n° 326 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005) e na Portaria
da Secretaria de Vigilancia Sanitaria n° 322 (BRASIL, 1997), nas quais se
normatizaram o uso de inseticidas, raticidas, repelentes e o0s produtos para
aplicacdo em jardinagem amadora respectivamente.

Os principios ativos para desinfestantes, enquadrados como saneantes,
sdo previamente aprovados pela Geréncia Geral de Toxicologia da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que faz constar, em monografia, a
discriminacdo das categorias e as formas fisicas permitidas, com as respectivas
concentragBes limitrofes sendo, s6 a partir disto, que a Geréncia Geral de
Saneantes aprecia 0 pleito de registro de produto que os contenham.

De acordo com a Resolugdo — RE n° 165 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2005), apenas dois principios ativos de origem bioldgica
estdo permitidos para produtos desinfestantes: Bacillus thuringiensis e Bacillus
sphaericus, conforme transcricdo abaixo:

Identificacdo: Bacillus thuringiensis, Var. israelensis, Sorotipo H14

Modalidade de emprego: Empresas especializadas e jardinagem amadora

Tipos de formulagBes autorizadas:
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a) Granulado - concentracdo méxima de B. thuringiensis: 1200 Unidades Toxicas
Internacionais por miligrama (1200 UTI/mg) ou 3000 Unidades Aedes aegypti por
miligrama (3000 U.aa/mg).

b) Suspensdo concentrada — concentracdo méxima de B. thuringiensis: 1200
Unidades Toxicas Internacionais por miligrama (1200 UTI/mg) ou 3000 Unidades
Aedes aegypti por miligrama (3000 U.aa/mg).

c) Solucdo aquosa concentrada — concentracdo méaxima de B. thuringiensis: 1200
Unidades Toxicas Internacionais por miligrama (1200 UTI/mg).

Tipos de formulacdes autorizadas:

a) P6 - concentracdo méxima de B. thuringiensis: 1200 Unidades Toxicas
Internacionais por miligrama (1200 UTI/mg).

Identificacdo: Bacillus sphaericus estirpe 2362 (USDA/USA)
Modalidade de emprego: somente Empresas especializadas
Tipos de formulagBes autorizadas:

a) P6 molhével — concentragdo maxima de B. sphaericus: 1700 Unidades Toxicas
Internacionais (UTI)/mg.

b) Suspensdo concentrada - concentracdo maxima de B. sphaericus: 1700
Unidades Toxicas Internacionais (UTI)/mg.

c) Granulos - concentracdo maxima de B. sphaericus: 1700 Unidades Toxicas
Internacionais (UTI)/mg.
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Esses produtos sdo regulamentados pela Resolucdo n® 326 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2005) podendo-se destacar os seguintes
pontos:

Somente serdo permitidos desinfestantes para venda a entidades
especializadas de produtos formulados cuja diluigdo final de uso apresente Dose
Letal 50%, por via oral, superior a 2000 mg/kg de peso corp6reo para produtos sob
a forma liquida ou a 500 mg/kg de peso corpéreo para produtos sob a forma
solida, incluidos na classe Il da Classificacdo de Pesticidas segundo a
Periculosidade recomendada pela OMS.

O uso de mascarantes é vedado na formulagéo de tais produtos.

Os testes para registro desses produtos, além dos demais documentos
exigidos legalmente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004)
estdo discriminados abaixo:

» Determinagdo do(s) teor(es) do(s) principio(s) ativo(s)
 Toxicidade oral aguda (DL 50 oral)

» Toxicidade dérmica aguda (DL 50 dérmica) — produto formulado
 Sensibilizacdo cuténea (SC) — produto formulado
 Irritabilidade dérmica — produto formulado

* Irritabilidade ocular — produto formulado

 Estabilidade

 Eficacia — produto formulado

NOTA: Os testes de eficicia para esses produtos foram recentemente discutidos, devendo ser
incluidos na proxima revisdo do Manual de Testes de Eficicia para Produtos Desinfestantes.
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Esses produtos, utilizados normalmente para eliminagdo de lagartas em
plantas, sdo regulamentados pela Portaria n® 322 (BRASIL, 1997) dos quais se
exige que:

Os produtos utilizados em jardinagem amadora, para venda direta ao
consumidor, serdo comercializados na diluigdo de uso ou em dose Unica e devem
ter o ingrediente ativo na menor concentra¢do possivel visando a uma agdo eficaz
conforme suas indicacdes e instrucdes de uso.

Somente serdo permitidos, para uso em jardinagem amadora, para venda
direta ao consumidor, produtos formulados cuja Dose Letal 50%, por via oral, seja
superior a 2000 mg/kg de peso corpreo para produtos sob a forma liquida ou a
500 mg/kg de peso corpéreo para produtos sob a forma solida, incluidos na
classe Ill da Classificacdo de Pesticidas, segundo a Periculosidade recomendada
pela OMS.

Os testes para registro desses produtos, além dos demais documentos
exigidos legalmente, estdo discriminados abaixo:

» Determinag@o do(s) teor(es) do(s) principio(s) ativo(s)
 Toxicidade oral aguda (DL 50 oral)
» Estabilidade

» Eficacia - produto formulado

Um dos aspectos para gerenciamento de risco dos produtos sujeitos a
regulamentacdo sanitéria é seu registro em que, de alguma maneira, a empresa
se Vvé obrigada a prestar e a comprovar & autoridade sanitaria que o produto que
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ela deseja colocar no mercado é seguro para o consumidor e eficaz para os fins
aos quais se propde.

Embora nédo seja, ainda, 0 modelo ideal de controle sanitario, representa o
primeiro modelo de fiscalizagdo a exemplo dos praticados nos EUA e em paises
da Comunidade Européia, tidos como modelos bem-sucedidos.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Resolug&o-RE n° 165, de 29 de
agosto de 2003. Determina a publicacao do “indice das monografias dos ingredientes ativos de
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Luis Eduardo Pacifici Rangel

Os agrotdxicos sdo definidos pela Lei 7.802 como: “produtos ou agentes de
processo fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores da
produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo
da flora ou da fauna a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos” (BRASIL, 1989).

Com base nessa definicdo, é possivel enquadrar todos os produtos que
hoje compdem a gama de alternativas para os profissionais que trabalham com
agricultura no controle das diferentes pragas e doencas.

Os agrotdxicos ou os afins de agrotoxicos sdo considerados pelo Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) como uma importante
ferramenta para o estabelecimento de culturas economicamente viaveis no Brasil.
O grande nimero de pragas que assolam as diferentes culturas nacionais age
como fatores que reduzem a producdo (CONCEICAO, 2000). Como qualquer
ferramenta de trabalho, os riscos de sua utilizacdo devem sempre ser ponderados
de forma que a ferramenta seja utilizada com seguranca e eficiéncia.
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E sobre este paradigma que o registro de agrotéxicos no Brasil é baseado:
eficiéncia, seguranca e qualidade.

A partir da publicacdo da Lei 7.802 em 1989, o registro de agrotoxicos no
Brasil passou a ser trabalhado conjuntamente por trés pastas do poder executivo:
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, Ministério da Saude e
Ministério do Meio Ambiente. Dessa forma, o registro de agrotdxicos é
considerado um ato complexo com a observancia de pareceres das trés pastas
para que se garantam as caracteristicas ja descritas de qualidade, seguranga e
eficiéncia dos produtos registrados.

A evolugdo dos produtos para controle de pragas vem ocorrendo desde a
sintese da primeira molécula organica desenvolvida para esse controle: o DDT.
Desde o inicio do século XX, quando moléculas quimicas comecaram a ser
utilizadas no controle de pragas, até os dias de hoje, houve evolucdo significativa.
As principais mudangas foram na eficiéncia, na dosagem e na seguranca dos
produtos (CONCEICAO, 2000).

Em linhas gerais, a média da DL50 (Dose Letal experimental responsavel
pelo 6hito de 50% das cobaias), dos produtos utilizados na agricultura, aumentou
significativamente nos ultimos 30 anos, transformando-se em produtos cada vez
mais seguros para 0s organismos nao-alvo (Figura 1). Esse progresso se deveu a
diversos fatores, entre eles a preocupacdo do governo e da populagdo com a
seguran¢a dos trabalhadores, dos consumidores e do meio ambiente. Dessa
forma, produtos persistentes no ambiente e produtos com indicios de
mutagenicidade ou carcinogénicos sdo paulatinamente substituidos por outros
menos toxicos e menos agressivos ao meio ambiente (CONCEICAO, 2005).
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Figura 1. Progressdo da reducéo de DL50 de produtos inseticidas ao longo dos anos.
Fonte: Conceicéo (2005).

O reflexo na busca de produtos mais seguros vem, também, da propria
sociedade. A procura por alimentos organicos vem crescendo ano ap6s ano e,
considerando a necessidade desses sistemas de produgdo, quanto ao controle de
pragas e doengas, 0 desenvolvimento e o registro de produtos adequados a suas

premissas tornam-se necessarios.

Hoje o0s principais produtos considerados de baixa toxicidade e
periculosidade sdo os inseticidas microbioldgicos e os feromdnios (Tabela 1).
Entretanto, 0 nimero de registros desses produtos no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento ainda € muito baixo (Figura 2). Foi considerando esses
aspectos e a necessidade de aumento da oferta de produtos dessa natureza
registrados, visando ao aumento da sustentabilidade das atividades agricolas, que
0s orgdos do governo, responsaveis pelo registro de agrotoxicos, elaboraram um
conjunto de normas técnicas para regular o registro de produtos de baixa
toxicidade e periculosidade, entre eles: os semioquimicos, 0s microbioldgicos, 0s

bioguimicos e os inimigos naturais.
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Figura 2. Produtos registrados no Brasil pertencentes as diferentes classes toxicoldgicas.
Fonte: Brasil (2005a).

A palavra sustentabilidade ou desenvolvimento sustentavel tem um
significado bastante complexo: encontrar 0 que Se precisa no presente sem
comprometer as geracdes futuras de encontrar o que eles precisarem de acordo
com as suas necessidades (UNITED NATIONS, 2005). Na agricultura, a palavra
sustentabilidade vem adquirindo vérios significados, considerando a necessidade
de ampliacdo da producdo para atender a uma populacdo crescente, porém,
mantendo a capacidade produtiva e um equilibrio vidvel no custo de producéo.

Tabela 1. Classificacdo ambiental dos principais representantes dos produtos bioldgicos registrados.

Classificagéo de produtos Numero de produtos Principais representantes
Baixo risco ambiental 9 Feromdnios para uso em armadilhas.
Pouco téxico ao meio ambiente 87 Oleos, Bacillus thuringiensis, Beauveria

bassiana, horménios vegetais,
inorganicos (S e Cu), Baculovirus e
feromonios

Fonte: Brasil (2005a).
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O desenvolvimento de agrotoxicos que se enquadrem nas caracteristicas
de baixa toxicidade e periculosidade, em geral, colabora para a manutencdo da
definicdo de sustentabilidade na agricultura e sdo importantes componentes na
aplicacdo do Manejo Integrado de Pragas.

O Manejo Integrado de Pragas é definido como: “um sistema de apoio a
tomada de decisdes para a sele¢do e uso de taticas de controle de doengas,
pragas e plantas daninhas harmonicamente coordenadas em estratégias de
manejo, baseadas em analises de custo beneficio que levam em consideracdo 0s
interesses dos produtores, da sociedade e do meio ambiente” (ZAMBOLIM, 2000).

Para a aplicacdo desses conceitos, € necessario que haja a
disponibilidade de produtos que se enquadrem nas caracteristicas de
sustentabilidade e, hoje, aqueles que mais se enquadram nessas definicdes sdo
0s produtos j& listados neste capitulo.

As pesquisas realizadas com produtos de baixa toxicidade e periculosidade
vém sendo desenvolvidas ha bastante tempo por diversas instituicdes,
principalmente, aquelas diretamente envolvidas com a sustentabilidade do
agronegaocio brasileiro, como a Embrapa e as Universidades Federais. Entretanto,
para a evolugdo das pesquisas de produtos dessa natureza, & importante observar
como 0s pesquisadores abordam as acOes de controle de determinado produto
ou agente bioldgico.

Por meio de atos de regulagdo como as Instrugbes Normativas, € possivel
definir os par@metros técnicos exigidos para um registro. As Instrucées Normativas
que versam sobre o registro de agrotoxicos estdo subordinadas ao Decreto 4.074
de 04 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2002) que por sua vez regulamenta a ja
mencionada Lei 7.802/89.
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De acordo com as novas Instrucoes Normativas (INs) Interministeriais, as
definicbes técnicas para semioquimicos, agentes microbiologicos e agentes
biologicos de controle sé&o:

Produtos Semioquimicos — “entende-se por produtos semioquimicos aqueles
constituidos por substancias quimicas que evocam respostas comportamentais
ou fisioldgicas nos organismos receptores e que sSao empregados com a
finalidade de deteccdo, monitoramento e controle de uma populacdo ou de
atividade bioldgica de organismos vivos, podendo ser classificados, a depender da
acdo que provocam, intra ou interespecifica, como feromdnios e aleloquimicos,
respectivamente”.

Agentes Microbiolégicos de controle — “os microrganismos vivos de
ocorréncia natural, bem como aqueles resultantes de técnicas que impliguem na
introducdo natural de material hereditario, excetuando-se 0s organismos cujo
material genético (ADN/ARN) tenha sido modificado por qualquer técnica de
engenharia genética (OGM)".

Inimigos Naturais ou Agentes Bioldgicos de Controle — “os organismos que
naturalmente infectam, parasitam ou predam uma praga especifica, dentre eles,
0s parasitdides, predadores e nematdides entomopatogénicos”.

Outros conceitos sdo utilizados nas normas que regulamentam esses
produtos como:

Infectividade — “habilidade do microrganismo para atravessar ou escapar das
barreiras naturais, colonizando o hospedeiro”.

Patogenicidade — ‘“habilidade do microrganismo para causar doenga ao
hospedeiro apés a infeccdo”.

Toxicidade — “lesdo ou dano causado ao hospedeiro, por um veneno ou toxina,
independentemente  da infeccdo, da replicacdo ou da viabilidade do
microrganismo”.
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Toxina: “substdncia tdxica, gerada por um microrganismo, planta ou animal,
capaz de causar lesdo ou dano ao interagir com as células do hospedeiro”.

Técnica do Inseto Macho Estéril (TIE) — “consiste na liberacdo de machos que
foram esterilizados por radiagdo ionizante como método de controle que pode ser
usado na supressao ou erradicacdo de pragas”.

Esses conceitos, retirados de definicbes cientificas, montam o arcabouco
das normas para produtos de natureza biologica e estabelecem de forma mais
exata quais os candidatos a registros desta natureza e que podem ser tratados de
forma diferenciada.

Muitos produtos enquadrados nessas definicBes podem ser utilizados nos
sistemas de producdo da agricultura organica e de acordo com o art. 9°, da Lei
10.831 de 23 de dezembro de 2003: “os insumos com uso regulamentado para a
agricultura organica deverdo ser objeto de processo de registro diferenciado, que
garanta a simplificacéo e agilizacdo de sua regularizacdo” (BRASIL, 2003).

A competéncia exclusiva do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento no registro de agrotdxicos é avaliar a eficiéncia dos produtos
candidatos ao registro. Para avaliagdo dessa eficiéncia, o MAPA utiliza os
pardmetros definidos no art. 2° da portaria n° 45 de 10 de dezembro de 1990
(BRASIL, 1990).

A evolucdo dos experimentos em agronomia, acompanhada de diferentes
metodologias desenvolvidas e adequadas a cada situacdo, coloca as normas
anteriormente publicadas em certa desarmonia com as correntes de pesquisa
modernas. A pesquisa com agrotoxicos pode ser enquadrada, de maneira geral,
em um modelo pré-definido de tratamentos, padrfes, testemunhas e repeticdes.
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No entanto, nem todos os produtos modernos devem ser avaliados segundo a
mesma metodologia.

A descricdo das metodologias que sdo adotadas pelos pesquisadores
durante a execucdo dos testes de campo deve ser bem detalhada, da forma o
mais precisa possivel, e devidamente contextualizada, para que haja uma
avaliacdo de qualidade pelos 6rgdos reguladores.

Em um teste de campo que visa comprovar a eficiéncia de determinado
produto, o primeiro ponto a ser observado, diz respeito as condicBes e aos
parametros testados que deverdo ser aquelas que o produtor encontrara no
campo. A dose a ser utilizada, os alvos combatidos ou monitorados e a forma de
utilizacéo dos produtos deveréo ser os mesmos conforme as indicacdes de uso na
bula do produto.

As constata¢Bes dos pesquisadores nos testes de eficiéncia realizados nao
podem suscitar duvidas quanto a eficiéncia do produto. Do contrario, o parecer
sobre eficiéncia e praticabilidade agronémica fica comprometido.

Outro problema freqlientemente encontrado nos testes de eficiéncia
agrondbmica com produtos biologicos é a escolha do produto-padrdo de
comparagdo nos testes. Segundo as regras estabelecidas para realizacdo dos
testes de eficiéncia, & necessario utilizar um produto-padréo, e este deve estar
registrado para a cultura e o alvo bioldgico a ser combatido. Para produtos
biologicos, no entanto, a utilizacdo de padrfes quimicos convencionais nem
sempre traz representatividade significativa na comparacdo de seus efeitos de
controle. Dessa forma, recomenda-se a aplicacdo de maior nimero de doses
durante os testes e o artificio de andlises estatisticas que permitam concluir com

mais preciséo qual a dose mais efetiva de controle.

No Brasil, todas as pesquisas com agrotoxicos necessitam de registro para
serem realizadas. Para a modalidade de pesquisa e experimentagdo, o registro de
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agrotoxicos é diferenciado e estd previsto na Lei 7.802/89 no Decreto 4.074/02.
Mais recentemente, essa modalidade de registro foi normatizada pela Instrucéo
Normativa Conjunta n® 25 de 14 de setembro de 2005. Segundo essas normas,
todas as pesquisas realizadas com agrotdxicos no territério nacional necessitam
de Registro Especial Temporario — RET, sem exce¢do (BRASIL, 2005b).

Contudo, é importante ressaltar e identificar quando um produto biol6gico
passa a ser enquadrado como agrotdxico. A pesquisa sobre indices de
parasitismo de determinado parasitdide ou pesquisas preliminares sobre o efeito
de semioquimicos no comportamento sexual de lepdopteras ndo podem ser
enquadradas ainda como agrotéxicos, por que ndo sdo utilizadas no “setor da
produgdo (...) para o controle da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos” (Lei 7.802/89). A partir da identificacdo da capacidade de um produto ou
agente de controle bioldgico agir como um “agrotoxico” e da necessidade de
execucdo de experimentacdo para estabelecer e comprovar doses, composicao,
efeitos toxicolégicos e eficiéncia de controle, € que ha a necessidade de registro
para pesquisa e experimentagdo para produtos dessa natureza.

As pesquisas com organismos Vivos, nesse caso, devem obedecer ndo so a
legislac@o especifica mas também a de agrotoxicos.

O avanco da legislagdo brasileira no que tange a regulamentagdo do
registro de produtos hioldgicos visa trazer para a legalidade produtos que fazem
parte de alternativas sustentaveis para o controle de pragas na agricultura
brasileira.

O enquadramento dos produtos biolégicos, como 0s inimigos naturais e 0s
feromonios, na definicdo de agrotoxicos, trouxe freqiiente dificuldade para seu
registro, considerando as exigéncias, muitas vezes complexas de serem
cumpridas, bem como os custos relacionados a elas.

(@®)
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As novas normas para registro de agrotoxicos biologicos visam dividir as
exigéncias para registro em fases de forma a reduzir, quando adequado, as
exigéncias toxicologicas e ecotoxicoldgicas para o registro desses produtos.
Recentemente publicadas, a Instrucdo Normativa Conjunta n°® 32, de 26 de
outubro de 2005 e as INs N* 01 e 02, de 23 de janeiro de 2006, possuem
justamente esse objetivo.

Dessa forma, o governo federal, responsével pelo registro de produtos
dessa natureza, cumpre sua parte como 6rgao regulamentador reduzindo alguns
vieses existentes na legislacdo e aumentando a possibilidade de registro de
produtos hioldgicos no mercado brasileiro, mantendo sempre seu papel de
garantir a qualidade a seguranca e a eficiéncia dos produtos destinados a
agricultura.
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Capitulo

Luiz Claudio Meirelles
Maria lonéria de Oliveira Santos

Os produtos de baixa toxicidade, notadamente os de natureza biol6gica
empregados no controle de pragas e doencas na agricultura, vém, nos Ultimos dez
anos, ocupando significativo espaco entre 0s agrotoxicos autorizados para uso
agricola.

Esse fomento em pesquisas, abrangendo maior diversidade de produtos,
bem como a necessidade de atualizacdo do marco regulador, pode ser verificado
no numero das solicitacbes de registro e no aumento de produtos registrados,
atualmente, no Pals.

Algumas das razbes para a mudanca desse cenario sdo 0s custos para
desenvolvimento e pesquisa de substancias quimicas com toxicidade relevante e
as dificuldades de monitoramento dos impactos na agua, no solo, nos alimentos e
na salide humana associados ao uso desses produtos quimicos.

Nesse contexto, o setor de saude, por meio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desenvolveu estratégias e instrumentos para o
entendimento dos mecanismos de avaliagdo toxicolégica de produtos bioldgicos
utilizados no Brasil, traduzindo-os em decisdes reguladoras que permitissem o
desenvolvimento dessa &rea.
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Assim, no texto a seguir, sdo apresentados 0s aspectos legais, as
estratégias e os resultados da atuacdo da ANVISA nesse setor, na seguinte
seqiiéncia: (1) a importancia da avaliacdo toxicoldgica e do controle dos
agrotoxicos; (2) o marco regulador dos agrotoxicos e dos produtos de baixa
toxicidade; (3) os procedimentos para a avaliagdo toxicoldgica dos produtos
agrotoxicos e produtos de baixa toxicidade.

No Brasil, como em outros paises, a existéncia de agéncias especializadas
em vigilancia sanitaria deve-se a necessidade de as sociedades contemporaneas
controlar e garantir a qualidade sanitaria de produtos e servicos oferecidos a
populagdo, de forma a evitar agravos a salde e a contaminacdo ambiental.

Ha varias décadas, vem-se observando significativo incremento na geragao
de novas tecnologias e do crescimento da indUstria, numa difusdo crescente de
novas substancias quimicas. Essas substancias podem trazer problemas para a
populacdo se ndo corresponderem ao resultado esperado ou, ainda, se
provocarem efeitos adversos, considerando suas funcbes e situacdes de uso. E
preciso assegurar que, além de possuirem a eficacia desejada, essas substancias
quimicas ndo gerem problemas de saude para a populagdo ou para 0 meio
ambiente.

Nem todas as substancias quimicas industrializadas sdao controladas ou
tém efeitos sobre a salde e sobre o meio ambiente se pesquisados
cientificamente. Em tese, a producéo de qualquer substancia quimica deveria ser
autorizada por um o¢rgdo regulador, mas existem excecfes como, por exemplo:
tintas, metais pesados e produtos quimicos de uso industrial que podem ndo estar
sujeitos a regulamentacOes especificas, tais como as existentes para 0s
agrotoxicos. Desse modo, esses produtos sdo analisados apenas a partir de
problemas j& existentes e ndo por medida preventiva sistematica.
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Nos dltimos dois anos, dobrou-se o volume de agrotoxicos consumido no
Brasil. Contudo, os servicos de salde e 0s servigos sanitarios responsaveis pelo
controle dos agrotoxicos na fase de pos-registro ndo cresceram de modo
proporcional & produgcdo e ao consumo, de modo a desenvolver acdes e
estratégias de controle eficientes para a producdo total e comercializacdo de
agrotoxicos. Os dados foram de aproximadamente 500 mil toneladas no ano de
2004, alcangando a cifra de US$ 4,5 bilhdes, cerca de 10,8 bilhdes de reais.

A ANVISA tem como missao institucional “Proteger e promover a salde da
populacdo, garantindo a seguranca sanitaria de produtos e servigos e participando
da construcdo de seu acesso” e como valores fundamentais para alcance dessa
missdo o0 conhecimento técnico e cientifico, a transparéncia de suas acBes e a
cooperacao técnica entre todos 0s atores sociais envolvidos com a tematica.

A Agéncia tem ainda ampliado o controle na fase da producdo e no
pés-registro dos agrotoxicos, atendendo a legislagdo em vigor e apoiando a
estruturacdo dos servicos de vigilancia sanitaria de estados e municipios, de
forma a cumprir seu papel de prevenir e controlar os impactos associados ao
volume crescente de agrotdxicos comercializados no Brasil.

A articulagéo intragovernamental constitui importante fator para o éxito da
missdo da ANVISA. Os procedimentos prescritos na Lei de Agrotoxicos requerem a
integracdo entre o Ministério da Salde (MS); o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e o Ministério do Meio Ambiente (MMA), cada um
discutindo diferentes aspectos, dentro de suas respectivas areas de conhecimento
e competéncias.

A Geréncia Geral de Toxicologia (GGTOX) é responsavel pelo
desenvolvimento, planejamento e orientacdo do Sistema Nacional de Vigilancia
Toxicoldgica, com objetivo de regulamentar, analisar, controlar e fiscalizar
produtos e servicos que envolvam risco a salde, notadamente, agrotdxicos,
componentes e afins e outras substancias quimicas, agentes ou substancias de
interesse  toxicoldgico.
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No Brasil, a histéria juridica dos produtos agrotéxicos e afins teve inicio nos
anos 30, com Decreto-Lei de 1934 (BRASIL, 1934), legado juridico tecnicamente
primoroso para a época, porém, em sentido amplo, pouco efetivo, visto ndo existir,
entdo, a grande maioria dos agrotoxicos hoje conhecidos e amplamente
utilizados. Dentro desses preceitos e no contexto geral, a toxicologia dessas
substancias era pouco relevante para os que produziam, comercializavam e
consumiam esses produtos.

Nos anos 80, com o problema do ajuste estrutural, representado pelas
reformas direcionadas para 0 mercado e o ajuste fiscal e, nos anos 90, com a
reforma do Estado com foco na reforma administrativa, o Estado brasileiro passou
a ser pensado como parte de um mundo globalizado. Dessa forma, o Brasil foi
incluido no contexto da regulagdo dos agrotoxicos, componentes e afins.

Dos anos 90 até os dias atuais, o processo de regulacdo tem permitido
vislumbrar novos rumos para desenvolvimento do Pais. Para a salde, esse
crescimento tem-se mostrado eficaz com a criagdo de uma agéncia reguladora
no campo da vigilancia sanitaria. Por exemplo, os regulamentos existentes tais
como a Portaria N° 03/1992 (BRASIL, 1992) nédo tratavam da especificidade dos
produtos de baixa toxicidade, dessa forma, novos mecanismos foram criados, tais
como as regulamentacbes especificas para microbioldgicos e semioquimicos, as
ResolucBes Diretoria Colegiada (RDCs) N° 194 e 195 de 2002 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2002a, 2002b), com foco na
especificidade de produtos desta natureza, objetivando diferencié-los e prioriza-los
no contexto dos agrotéxicos e afins. Tais resolu¢bes mais recentemente foram
publicadas como as Instru¢cdes Normativas Conjuntas N 01 e 03 de 2006
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2002a, 2002b), contemplando,
além do aspecto referente & avaliagdo da ANVISA, as questBes relativas as
avaliagOes do IBAMA e do MAPA.
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De maneira geral, os parametros legais, relativos a avaliagdo toxicologica,
foram orientados para andlise toxicolégica de substancias quimicas de elevada
toxicidade, a exemplo da Portaria N° 03, de janeiro de 1992 (BRASIL, 1992) cuja
ferramenta legal ndo possibilitava a avaliagdo adequada de produtos biologicos
ou produtos de baixa toxicidade.

Nos dias atuais, a ANVISA, em articulagdo com outros Orgdos que
participam do registro de agrotoxicos, Ministério do Meio Ambiente e Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, bem como a comunidade cientifica, tem
buscado instituir mecanismos para que produtos de baixa toxicidade sejam
avaliados de acordo com a sua especificidade. Esses produtos, mesmo antes da
finalizacdo do Decreto N° 4.074 de 2002 (BRASIL, 2002), foram objeto de trabalho
de grupos interinstitucionais que elaboraram varios regulamentos especificos.

Os resultados, entre outros, foram as Resoluces da ANVISA — RDCs N*
194 (regulamentacdo de microbiologicos) e 195 (regulamentagdo de
semioquimicos), ambas publicadas em 11 de julho de 2002, posteriores ao
Decreto 4.074/2002 que traz no seu texto a criagdo de novos regulamentos,
conceituando baixa toxicidade e priorizando os produtos enquadrados nessa
categoria.

Posteres a essas RDCs, foram recentemente publicadas Instrucoes
Normativas Conjuntas, trabalhadas e elaboradas pelos drgdos responsaveis pelo
registro, cuja finalidade € avaliar os produtos de baixa toxicidade. A IN Conjunta
N° 03/06, de 10 de marco de 2006 (BRASIL, 2006b), que regula a avaliacdo de
produtos microbioldgicos, tem como objetivo no seu aspecto toxicoldgico, avaliar
efeitos adversos do produto técnico elou formulado sobre mamiferos,
considerando 0s principais topicos:

» Patogenicidade do agente microbiologico de controle e de contaminantes
microbianos.

 Infectividade/persisténcia do agente microbiolégico de controle e de
contaminantes microbianos.
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e Toxicidade do agente microbiolégico de controle, de contaminantes
microbianos e de seus subprodutos. Ressaltam-se ainda, 0s seguintes pontos:

» Definigdes.

e Obrigatoriedade do Registro Especial temporario — RET.

» Especificacbes de documentos de acordo com o Decreto 4.074/2002.
 |dentificacdo do produto.

 Informacdes do processo de fabricacao.

» Avaliagdo toxicoldgica e da patogenicidade, realizada em trés fases, é
configurada da seguinte maneira:

Fase | — consiste em uma bateria de testes de curta duracdo em que o
organismo-teste (mamifero) recebe dose maxima Unica do agente microbiol6gico
de controle, visando obter a maxima chance de o agente de controle causar
toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se nenhum efeito adverso for
observado nessa fase, ndo h& necessidade de se realizar nenhum dos testes da
Fase Il e Fase lll.

Fase Il — Regulamentagdo e Avaliagdo Toxicologica de Produtos de Baixa
Toxicidade foi elaborada para avaliar uma situagdo particular, quando for
observada toxicidade ou infectividade na Fase |, sem evidéncias de
patogenicidade. Se for observada a patogenicidade na Fase |, devem ser
realizados os estudos da Fase |II.

Nas fases Il e lll, estudos adicionais para avaliar efeito de toxicidade de
preparagdes do agente microbiolégico de controle deverdo ser realizados de
acordo com protocolos apropriados.

Na Instrugdo Normativa N° 01, de 23 de janeiro 2006 (BRASIL, 2006a), que
trata da avaliacdo de produtos semioquimicos, sdo destacados outros pontos:

» Apresentacdo do Registro Especial Temporério.
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» Isen¢do da apresentacdo dos testes toxicologicos para os produtos utilizados
em programas de monitoramento populacional.

» Avaliacdo, em fases distintas, efetuada da seguinte maneira:

¢ Sempre que um ou mais testes da Fase | tiverem seus resultados
enquadrados na Classe |, em termos de potencial de toxicidade ou
resultado positivo para o teste de mutagenicidade, o produto devera ser
submetido a Fase L.

« Sempre que os testes de mutagenicidade realizados na Fase Il ou de
Resposta de Imunidade Celular forem positivos ou indicarem grande
comprometimento imunocelular, respectivamente, o produto devera ser
submetido a Fase IIl.

A GGTOX é responsavel pela avaliacdo toxicoldgica de produtos
agrotoxicos, componentes e afins destinados ao uso agricola, domissanitario,
campanhas de salde publica, preservantes de madeira, uso em florestas
plantadas, ambientes hidricos, areas industriais, ferrovias, rodovias, linhas de
transmisséo e outros ecossistemas. Responde também pela avaliagdo de outras
substancias quimicas de interesse toxicol6gico, tais como: solventes, metais
pesados, fibras (por exemplo, asbestos), ftalatos e toxinas, entre outros.

Em marco de 2006, a GGTOX controlava 440 ingredientes ativos
(substancias quimicas) de produtos técnicos de agrotoxicos ja registrados.
Atualmente, possuem registro 700 produtos técnicos, 1100 produtos formulados e
1500 componentes desses produtos registrados.

A GGTOX tem um servigo estruturado em trés geréncias — a de avaliagdo
toxicoldgica, responsavel por processos de registro; a de normatizacéo,
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responsavel pela elaboracdo de propostas relativas a regulamentagbes e
reavaliacbes de registros; e a de avaliagdo de riscos, responsavel pelos ensaios
de residuos e de controle de residuos de agrotéxicos nos alimentos in natura.

Por meio de suas geréncias, a GGTOX concretiza as competéncias
estabelecidas de forma sistematica e articulada, contribuindo para a orientagéo,
planejamento e coordenacdo do Sistema Nacional de Vigilancia Toxicologica.
Para efetivar sua missdo, prossegue em seu desenvolvimento, buscando
alinhamento internacional, propondo e elaborando regulamentos, capacitando
quadros técnicos e ampliando seu sistema de prevencéo e controle.

Para que se efetive uma avaliacdo toxicoldgica de um agrotéxico ou afim, é
necessario obedecer a determinados critérios preconizados mundialmente. A
apresentacdo de testes toxicolgicos com animais € um dos recursos Uutilizados,
estes sdo pautados em metodologias recomendadas pela comunidade cientifica.

A avaliagdo toxicoldgica dos agrotoxicos realizada na ANVISA/GGTOX tem
como fundamentos:

e A andlise dos estudos em curto e longo prazos considerando-se metodologias
padronizadas internacionalmente. Essa analise tem como principais resulta-
dos, a classificacdo toxicoldgica do produto, a prescricdo de medidas de
protecdo e seguranca € a determinacdo de limites méaximos de residuos nos
alimentos.

e A andlise das caracteristicas intrinsecas do ingrediente ativo, bem como das
impurezas do processo de sintese e metabdlitos de degradacdo do produto.

Dentre os procedimentos de andlise toxicologica, destacam-se as
modalidades abaixo, de acordo com a finalidade de uso dos produtos:

e Produtos Técnicos — os produtos técnicos sdo compostos de ingrediente ativo,
impureza e componentes adicionais. Ndo podem ser comercializados nessa
forma e sdo utilizados na preparacao de pré-misturas e produtos formulados.
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* Registro de Componentes — sdo matérias-primas, ingredientes inertes e
aditivos utilizados na preparagdo de produtos técnicos e na formulagdo dos
agrotoxicos.

» Registro de Pré-misturas — sdo intermediarios entre o produto técnico e 0
produto formulado, com a finalidade de proporcionar estabilidade ou facilitar o
transporte dos produtos técnicos.

* Registro de Produtos Formulados - sdo os produtos comercializados e
utilizados na agricultura.

» Registro de Agrotdxicos por Equivaléncia — registro concedido a um produto
técnico com base na equivaléncia de outro produto técnico ja registrado,
anteriormente, no Brasil.

» Registro de Agrotdxicos para Exportacdo — concedido para produtos que nado
serdo utilizados no Pais.

» Registro Especial Temporario — concedido em carater temporario, para
pesquisa e experimentacdo de novos produtos ou novas finalidades de uso.

* Inclusdo de Culturas — avaliacdo para inclusdo de novos usos de agrotoxicos
ja registrados.

e Inclusdo de Uso Domissanitario — avaliacdo para autorizacdo de uso em
ambiente domissanitario.

* Registro de Produtos de Baixa Toxicidade — esse tipo de pedido é tratado
como prioridade, considerando os beneficios a saude e ao meio ambiente.

Nos processos de registro, todos os estudos e informag@es toxicolégicas
sdo exigidos com base nas metodologias adotadas para estudos laboratoriais
padronizadas internacionalmente, em particular, pela Organizacdo Mundial de
Saude (ONU/OMS), Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD), United States Environmental Protection Agency (USEPA) e Food and
Agriculture Organization (ONU/FAO).

BE 3
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Outro aspecto importante para avaliagdo toxicolégica tem sido a
disponibilidade de bases de dados bibliograficas muito mais completas,
permitindo que os analistas possam comparar as informagOes agregadas aos
processos, com a informagdo disponivel em diversas bases de dados sobre
toxicologia de substancias quimicas. Além dessas bases de dados, hoje
assinadas pela ANVISA, dispde-se ainda de uma biblioteca virtual de toxicologia
em cooperacdo com a Organizagdo Pan-americana de Saude (OPAS) para
atender ndo s6 a GGTOX, mas a todo o publico interessado em toxicologia.

No caso de ingredientes ativos nunca utilizados anteriormente no mundo,
isto é, moléculas novas para as quais, ainda, ndo existe diversidade em termos do
conhecimento cientifico efou epidemioldgico, a avaliacdo estara necessariamente
restrita & interpretacdo de resultados de ensaios laboratoriais. Consideram-se
entdo, apenas esses resultados para avaliagdo das possibilidades de ocorréncias

de efeitos agudos ou crénicos sobre a saude.

Hoje, € possivel diferenciar dois momentos importantes da anélise
toxicoldgica dos produtos agrotdxicos e afins:

» Avaliacdo dos agrotoxicos em geral, com apresentacdo dos testes agudos e
cronicos para todos 0s agrotoxicos, como critério basico.

e Avaliacdo de produtos de baixa toxicidade, com apresentacdo dos testes
toxicologicos em fases, de acordo com a especificidade.

A andlise toxicolégica dos agrotoxicos exige conhecimentos sobre o0s
efeitos toxicos, agudos e cronicos (ingredientes ativos e/ou produtos técnicos),
tendo em vista a possivel toxicidade das substancias quimicas sintéticas.

Em um segundo momento, os procedimentos de andlise sdo
diferenciados, tendo em vista que os produtos de baixa toxicidade podem
apresentar algum risco. Assim, a anélise é realizada em fases.

Todos os dados fisico-quimicos, agronémicos, toxicoldgicos, entre outros,
exigidos e apresentados para avaliagdo toxicoldgica, sd@o importantes, e o

7

detalhamento de cada informagdo é singular a cada produto. Dessa maneira,
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visualizando apenas o0 contexto da apresentacdo dos estudos toxicoldgicos,
pode-se ilustrar a exigéncia dos testes toxicologicos de duas formas:

a) Para os agrotoxicos em geral

Estudos agudos

DL 50 Oral
DL50 Dérmica
CL50 Inalatoria

Estudos de Irritag&o

Irritacéo dérmica
Irritag&o ocular
Sensihilizagéo cutanea

Estudos de toxicidade em curto prazo/
Toxicidade subcrdnica

Dérmica subaguda em 21 dias

Toxicidade em curto prazo para uma espécie
roedora e para uma espécie nao roedora

Estudos de toxicidade em longo prazo/
Toxicidade cronica

Toxicidade em longo prazo com duas

espécies com verificacdo de possiveis
efeitos carcinogénicos

Reproducéo e prole com uma espécie
Teratogénese

Mutagénese

Neurotoxicidade retardada

Notas

Apresentacao obrigatoria para produtos técnicos e
produtos formulados. A partir desses testes, pode-se inferir
a classificagéo toxicoldgica.

Notas

Apresentagao quando houver risco de exposi¢do humana
nao intencional por meio de contatos dérmicos repetidos

Apresentacdo obrigatdria para produtos técnicos e/ ou
ingredientes ativos.

Notas

Apresentacdo obrigatdria para produtos técnicos e/ ou
ingredientes ativos. Anecessidade da apresenta¢éo dos
testes de longo prazo em duas espécies tem como
objetivo principal atestar os efeitos carcinogénicos da
substéncia testada.

Apresentacdo obrigatdria para produtos técnicos e/ ou
ingredientes ativos.

O teste de mutagénese nédo é um teste de longo prazo,
porém, € muito importante no contexto da avaliagao tanto
de longo como de curto prazo. E exigido para produtos
técnicos e produtos formulados.

Exigidos para produtos técnicos e/ou ingredientes ativos,
quando necessario.

o)
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b) Para os agrotoxicos de baixa toxicidade ou produtos de natureza biolégica

A avaliagdo dos produtos de baixa toxicidade é realizada com base no
entendimento de que, quanto menor a toxicidade de produtos usados no controle
de pragas e doencas, maior sera a seguranga da populagdo e do meio ambiente.
Considerando a possivel baixa toxicidade desses produtos, o escopo da analise
toxicoldgica divide-se em trés fases (I, Il e Ill) e objetiva exigir o que é realmente
necessario para comprovar a toxicidade desses produtos diferenciados. Dessa
forma e de maneira geral, sempre que determinado produto, testado na fase I, e
cujos resultados, em termos de potencial de toxicidade ou positividade para
mutagenicidade (infectividade e patogenicidade ou outros a depender do produto
a ser testado), enquadrarem-no na Classe |, este serd submetido a fase II, se ndo,
0s testes a serem apresentados serdo apenas aqueles exigidos da Fase I, e 0s
testes da Fase Il e lll serdo desnecessarios. Para efeitos de demonstracéo,
exemplificamos a seguir os testes toxicologicos requeridos para produtos
semioquimicos:

Fasel
Estudos agudos Notas
DL 50 Oral
DL50 Dérmica Aapresentacao dos testes € obrigatoria para produtos
CL50 Inalatéria tecn|c9s_e formulad(_)s e condlcu_JnaIment_e rquendos para
oL feromonios de cadeia aberta cujo potencial seja
Irritacao dérmica comprovadamente conhecido.
Irritacdo ocular
Sensibilizagéo cutanea
Fasell
Estudo Notas
Mutagénese (células de mamiferos) Aapresentacdo dos testes é obrigatéria para produtos
técnicos e formulados
Continua ...
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Estudo Notas

Subcronico oral

Subcronico dermal

Subcrnico inalatdrio Aapresentacdo dos testes é obrigatéria para produtos

técnicos
Resposta de imunidade celular
Teratogenicidade
Fase IlI
Estudo Notas

Teste de toxicidade cronica /Carcinogenidade A apresentacao dos testes € obrigatdria para produtos
técnicos

As classes toxicologicas para agrotoxicos e afins estdo relacionadas no
Anexo Ill da Portaria N° 03, de 16 de janeiro de 1992 (BRASIL, 1992) e séo
divididas em quatro niveis, Classe | (Extremamente Toxico), |l (Altamente Téxico),
Classe lll (Medianamente Téxico) e IV (Pouco Téxico), existe ainda uma cor para
cada faixa, como forma de identificar o perigo oferecido. Os resultados da
avaliacdo toxicoldgica dos estudos agudos, estudos de irritagdo, condi¢Bes de
exposicdo e formas de aplicagdo permitem classificar o produto em um dos
quatro niveis preestabelecidos. Essa classificagdo estd orientada para produtos
mais toxicos que, quando utilizados de acordo com especificacdo admitida pelos
6rgaos responsaveis pelo registro, oferecem maior seguranca.

Para alguns produtos de baixa toxicidade, a identificagdo do perigo
mediante a utilizagdo de faixa, designando a classe toxicologica ao qual pertence,
além do uso de pictogramas tais como caveira/tibias entre outros simbolos,
também sdo entendidos como inadequados.

Desse modo, hoje sd@o trabalhados novos pardmetros, mais
especificamente novos regulamentos, para enquadrar melhor o0s produtos

BS /
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considerados de baixa toxicidade. No que é pertinente & classificacdo
toxicologica dos produtos de baixa toxicidade, somente 0s semioquimicos, a
exemplo, os feroménios possuem par@metro de classificagdo diferenciados.

Os produtos podem ser identificados, porque trazem no seu rétulo e nas
instrucbes de bula a frase “produto de baixa exposicdo para uso restrito em
armadilhas” e sdo autorizados, quando indicados para utilizacdo em armadilhas,
com a finalidade de monitoramento populacional.

Os parametros usados para a classificacdo toxicologica da grande maioria
dos agrotdxicos sao apresentados de acordo com a Tabela 1.

Para permitir publicidade ao resultado das avaliagdes toxicologicas, a
ANVISA estabelece uma monografia técnica do ingrediente ativo. Essa monografia
contém obrigatoriamente:

» Nome técnico ou comum.

 Sinonimia.

e Nomes quimicos.

e Formula bruta e estrutural.

o Classe (classe de uso).

» Classificagdo toxicologica e;

e Modalidade de emprego (para uso agricola ou domissanitario).

Considerando as especificacfes gerais da monografia, entende-se que 0s
pardmetros descritos na legislacdo em vigor para estabelecé-la, nos casos de
produtos de natureza hioldgica e outros de baixa toxicidade, ndo poderdo ser
similares e devem seguir sua especificidade. Como exemplo, pode ser citada a
monografia  do  microrganismo Bacilus sphaericus cujo escopo agrega

informacOes somente para esse tipo de agente de controle as quais estdo de
acordo com a modalidade de emprego autorizada.
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No Brasil, o processo de andlise de agrotdxicos visa a prevencdo na qual
se avalia o potencial de perigo com base em evidéncias laboratoriais e sdo
exigidos, nos processos de registro, estudos e informagBes toxicoldgicas
prescritos nas metodologias adotadas para estudos laboratoriais padronizadas
internacional-mente, em particular pela ONU/OMS - Organizacdo Mundial de
Salde, OECD - Organization for Economic Co-operation and Development, EPA/
USA e ONU/FAO - Food and Agriculture Organization. Conforme abordado, no
caso de produtos de baixa toxicidade, tem-se buscado o alinhamento com
protocolos e procedimentos internacionais adequando essas exigéncias as
caracteristicas toxicoldgicas dessas substancias.

Nos dltimos anos, 0 marco regulador nacional vem acompanhando a
tendéncia de maiores restricbes a substancias quimicas perigosas a saude e
evoluindo de forma significativa, 0 que permitiu 0 incremento a pesquisa e ao
registro de produtos de baixa toxicidade. O exemplo principal dessa questdo é a
priorizagdo estabelecida no Decreto N° 4.074/2002 para avaliacdo diferenciada
dessa categoria de produtos, acompanhada de significativo aumento no ndmero
de monografias técnicas publicadas pela ANVISA.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Resolug&o-RDC n® 194, de 8 de
julho de 2002. Regulamentagdo de Produtos Microbioldgicos. Diério Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 11 jul, 2002a. Secéo 1, p. 228-229.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (Brasil). Resolug&o-RDC n° 195, de 8 de
julho de 2002. Regulamentagdo de Produtos Microbioldgicos. Diério Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 11 jul, 2002b. Secéo 1, p. 229-230.

BRASIL. Decreto n° 24.114, de 12 de abril de 1934. Aprova o regulamento de defesa sanitaria
vegetal. Disponivel em: <https:/www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/1930-1949/D24114.htm >.
Acesso em: 14 dez. 2005.
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BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria. Departamento
Técnico-Normativo. Diretrizes e exigéncias referentes a autorizacéo de registros, renovagéo de
registro e extensao de uso de produtos agrotoxicos e afins. Portaria n° 03 de 16 jan. 1992. Diario
Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 4 fev. 1992.

BRASIL. Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002. Regulamenta a Lei n° 7.802. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 8 jan. 2002. Disponivel em: <https:/
www.planalto.gov.br/ccivil_03/decreto/2002/D4074.htm>. Acesso em: 14 dez. 2005.

BRASIL. Instru¢do Normativa Conjunta n° 01, de 23 de janeiro de 2006. Estabelece procedimentos
para obtencao de registro de produtos semioquimicos. Diario Oficial [da] Republica Federativa
do Brasil, Brasilia, DF, 26 jan. 2006a. p. 7-8.

BRASIL. Instrucdo Normativa Conjunta n° 03, de 10 de margo de 2006. Estabelece procedimentos
a serem adotados para efeito de registro de agentes microbioldgicos. Diario Oficial [da] RepUblica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 15 mar. 2006b. p. 23-25.
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O Decreto n° 4.074/02 (BRASIL, 2002) que regulamenta a Lei de
Agrotoxicos e Afins n° 7.802/89 (BRASIL, 1989) cita como uma das competéncias
do Ministério do Meio Ambiente a realizacdo da avaliagdo ambiental, dos
agrotoxicos, seus componentes e afins, estabelecendo sua classificagdo quanto
ao potencial de periculosidade ambiental. Nesse contexto, a Lei n° 7.802/89
enquadra como agrotéxicos e afins os produtos de natureza hiol6gica, tais como:
semioquimicos, fungos, virus, bactérias, predadores, parasitdides e alguns
nematdides, ja que ndo é a origem do produto que o classifica, mas a finalidade
para a qual ele se destina, ou seja, controlar seres vivos considerados nocivos.

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), como representante do Ministério do Meio Ambiente, executa
a avaliacdo ambiental de todos os produtos regidos pela Lei n° 7.802/89
observando os parametros fisico-quimicos e de estudos ecotoxicoldgicos e
toxicolégicos.

Devido as caracteristicas proprias apresentadas por tipo de produto
biologico especifico, a avaliagdo ambiental é feita caso a caso pelo IBAMA. Os
instrumentos juridicos necessarios para a realizacdo da avaliagdo ambiental de
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um produto sdo a Lei n° 7.802/89, o Decreto n°4074/02 e regulamentacBes
especificas para cada tipo de produto. Os interessados em registrar produtos
semioquimicos deverdo seguir as exigéncias especificadas ha Instrugdo
Normativa Conjunta n° 01/06 (BRASIL, 2006a). Para o registro de agentes
hioldgicos de controle, tais como: parasitdides, predadores e nemattides deverdo
ser seguidas as exigéncias da Instru¢do Normativa Conjunta n° 02/06 (BRASIL,
2006b). No caso do registro de produtos microbioldgicos, a nova regulamentacéo
conjunta definitiva ainda néo foi publicada e, portanto, o interessado deve solicitar
informagBes aos Orgdos responsaveis pelo registro sobre 0s procedimentos
Necessarios.

Como ja foi dito anteriormente, a avaliagdo ambiental para esses produtos
nao segue um padrdo preestabelecido, como acontece com 0s agrotoxicos
convencionais, pois 0s produtos biolégicos apresentam peculiaridades que o0s
colocam em uma situagdo individualizada e, muitas vezes, inéditas para o
avaliador. Desse modo, ressalta-se a importancia do oferecimento do maximo de
informag0es disponiveis, mesmo que ndo seja sobre a forma de ensaios
realizados ja& que muitas vezes o conhecimento da literatura cientifica pode
oferecer material para uma possivel tomada de decisao.

Na fase inicial da avaliacdo, o IBAMA necessita de dados que caracterizem
0 produto que sera aplicado a cultura e, para tanto, solicita alguns dados
fisico-quimicos. Alguns exemplos de testes e informacbes solicitados séo
detalhados abaixo:

Estado fisico, aspecto, cor e odor — A metodologia ndo requer equipamento
especial, além das habilidades do técnico executante. Devem ser verificadas as
condi¢cBes favoraveis de iluminacdo e ventilacdo do ambiente. Deve-se verificar,
também, o odor desde que haja seguranga e conhecimento de que a substancia
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ndo apresenta toxicidade por inalacdo. Aconselha-se associar a descricédo do
produto com substancias notoriamente conhecidas. A finalidade desse parametro
¢ controlar a fiscalizagdo e o reconhecimento primario de um produto. Nao se
exige teste para esses par@metros, apenas a informacdo do interessado no
registro.

Grau de pureza — efetuado por meio de técnicas analiticas ligadas a
identificacdo molecular, capazes de caracterizar e quantificar a amostra. Verifica a
necessidade de que sejam aprofundadas as abordagens dos testes,
direcionando-os para identificacdo de impurezas significativas, dentro do limite de
deteccdo preestabelecido (menor do que os valores de concentracdes
apresentados).

pH - o valor do pH pode auxiliar a avaliacdo da adequagdo do método de
desativacdo proposto (neutralizacdo, saponificacdo), bem como a avaliacdo de
pardmetros com potenciais de corrosdo e irritabilidade. Para irritacdo ocular, por
exemplo, caso o valor do pH seja < 2, ndo é necessario realizacao de testes.

Densidade — esse parametro é utilizado para estimar a distribuicdo da substancia
ou formulagdo dentro e entre os compartimentos ambientais: agua, solo e ar.

Distribuicdo de particulas por tamanho — particulas menores que 5um
atingem os alvéolos. Particulas com tamanho entre 10 e 50um permanecem na
regido nasal.

Corrosividade — exigida principalmente para avaliar os efeitos da formulagdo do
produto sobre os aplicadores e sobre a embalagem na qual ele sera armazenado.

Estabilidade térmica e ao ar — tem como objetivo determinar a estabilidade do
produto formulado em variacdes de tempo e temperatura.

Solubilidade — substancias muito sollveis tém baixa absor¢do nos solos e sdo
rapidamente transportadas desde a fonte até os corpos de agua. A temperatura e 0
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pH influem na solubilidade. Substancias mais sollveis, em geral, sdo menos
volateis e mais facilmente biodegradadas. Substancias pouco sollveis,
dependendo da densidade, precipitam para os sedimentos ou base dos aqtiiferos
ou flutuam na superficie dos corpos hidricos.

Volatilidade — é a medida da tendéncia para evaporar ou deixar o estado liquido.
E um topico de grande importdncia em vérios aspectos, tanto relacionados a
exposi¢do dos usuarios quanto ao armazenamento dos produtos.

Feita a caracterizagdo do produto, mediante determinagdo dos parametros
apresentados, devem ser realizados ensaios e provas biologicas envolvendo
estudos toxicoldgicos (incluindo ecotoxicidade) com o produto.

A ecotoxicologia € uma extensdo natural da toxicologia e tem como
objetivo estudar o destino e os efeitos das substancias quimicas sobre um
ecossistema, utilizando-se de métodos de laboratério e de campo (KENDALL
et al., 1996). Deve-se ressaltar que, diferentemente da toxicologia ambiental, a
ecotoxicologia ndo tem como objetivo determinar os efeitos sobre a espécie
humana, contudo, animais mamiferos também sdo testados com a finalidade,
sobretudo, de preservar espécies silvestres. Visa-se com essa avaliagdo estimar
qual seria a exposicdo maxima segura para 0S seres vivos ndo-alvo do agente.
Essa estimativa € complexa, mas se baseia em um processo de avaliacdo de
risco que ira subsidiar a tomada de decisdo dos 6rgdos reguladores.

Os estudos toxicoldgicos com mamiferos, solicitados para a avaliagdo da
seguran¢ca de um produto, envolvem a determinacdo da toxicidade aguda,
subcrénica e cronica.

Nos estudos de toxicidade aguda, freqiientemente, determina-se uma
dose letal média (DL,;) ou uma concentracdo letal média (CL,)), para os casos de
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inalacdo, absorcdo dérmica ou ambiente aquético. Esses estudos séo realizados
para verificacdo da letalidade nas 24 horas subseqiientes & exposi¢do ao produto
a ser testado e no acompanhamento dos sobreviventes por no maximo 96 horas.
Nos casos de testes com mamiferos, esse acompanhamento pode durar até 14
dias. Recomenda-se que a exposicdo ocorra por duas vias, sendo uma delas,
uma potencial via de exposi¢do humana.

Segundo Eaton e Klaassen (1996), os estudos subcronicos tém como
finalidade estabelecer doses e observar sinais indicativos de um possivel efeito
cronico e definir doses para a execugdo desse efeito. A exposicdo pode ocorrer
em diferentes periodos de tempo, mas a dura¢do mais comum é de 90 dias. Em
geral, esses estudos s&o realizados com duas espécies, normalmente, rato e
cachorro.

Os estudos relativos a toxicidade cronica ocorrem durante bhoa parte da
vida do animal. Durante esses ensaios, 0s animais devem ser observados
clinicamente e também sdo realizadas determinagdes bioquimicas no sangue e
na urina, bem como exames hematol6gicos e provas funcionais, em todos os
animais, em intervalos de trés a seis meses. Ao final dos testes, faz-se a necropsia
em todos o0s animais, incluindo histologia dos Orgdos para identificar
anormalidades e doencas que podem ser produzidas pelos agentes, além da
observacéo das condigbes de exposicdo e das doses/concentragdes capazes de
produzir formas especificas de doengas ou danos.

Alguns ensaios crbnicos tém a finalidade de detectar efeitos especificos,
tais como:

Reproducdo e prole — a proposta desse ensaio, em duas geraces, é fornecer
informacbes acerca dos efeitos adversos de uma substancia ou microrganismo
sobre a integridade e o desempenho dos sistemas reprodutivos masculino e
feminino.
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Teratogenicidade — a finalidade desse ensaio é avaliar os efeitos da exposicao
da fémea gestante sobre o desenvolvimento embriondrio, incluindo morte,
anomalias estruturais e retardo de crescimento.

Carcinogenicidade — o objetivo desse estudo de dois anos de duracéo é avaliar
se a exposicdo a substancia-teste ou ao agente biolégico pode causar 0
desenvolvimento de lesbes neoplasicas (cancer).

Entre os parametros fundamentalmente ecotoxicolégicos, sdo avaliados o0s
efeitos sobre organismos do solo, organismos aquéticos, aves e abelhas.

Em geral, sdo exigidos ensaios com organismos do solo, para produtos
que serdo incorporados nele; testes com organismos aquaticos, para produtos
aplicados na &gua, ou que possam atingir ambientes aquaticos devido a sua
aplicacdo; testes com aves para produtos granulados e testes com abelhas para
produtos aplicados durante os horarios de visitacdo desses insetos a cultura.

Os testes solicitados pelo IBAMA aos interessados no registro de produtos
biologicos dependem de cada tipo de produto, bem como de seu modo de
aplicacdo e formulacéo.

Tanto a regulamentagdo aplicada aos produtos semioquimicos, Instru¢éo
Normativa Conjunta n° 01/06 (BRASIL, 2006a) como aquela aplicada aos agentes
microbiolégicos, em vigor, Portaria IBAMA n° 167 131/97 (IBAMA, 1997), propdem
a andlise dos produtos em trés fases distintas para apresentacao de testes. Fase |
consiste em uma bateria de testes de curta duragdo. Caso nenhum efeito adverso
seja observado nessa primeira fase, ndo h& necessidade da realizacdo dos
demais testes das Fases Il e Ill. Fase Il avalia uma situacéo particular, quando séo
encontrados indicios de toxicidade ou efeitos adversos na Fase I. Quando forem
observados danos nos estudos da fase Il, devem ser realizados diretamente 0s
estudos da Fase lll. O sistema de fases foi elaborado para facilitar o registro e
valorizar ainda mais o0s produtos considerados de baixa toxicidade e
periculosidade.
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Alguns exemplos de testes ecotoxicologicos solicitados pelo IBAMA:

Toxicidade aguda com algas, microcrustaceos e peixes de agua doce — 0s
testes de toxicidade com organismos de agua doce tém como objetivo avaliar 0s
possiveis impactos da substancia ou do agente bioldgico sobre as comunidades
presentes nesses ambientes. O teste com algas, em geral, avalia a inibicdo do
crescimento de microalgas. As espécies Pseudokirchneriella subcapitata
(Selenastrum capricornutum) e Scenedesmus subspicatus sdo as mais utilizadas.
Entre os microcrustaceos, a pulga-da-dgua do género Daphnia é a mais utilizada.
Esse teste avalia a inibicho da mobilidade do organismo e dura de 24 a 48 horas.
Os testes com peixes tém na letalidade seu principal desfecho. O ensaio dura de
48 a 96 horas, sendo Danio rerio (paulistinha) a espécie mais utilizada.

Toxicidade aguda contato/oral com abelhas — Esse teste foi desenvolvido
visando a determinacdo da toxicidade aguda de substéncias ou microrganismos
para abelhas, um inseto ndo-alvo considerado Util. A exposicao as diferentes doses
ou concentracBes pode ser via oral ou pela exposicdo em ambiente fechado onde
a substdncia tenha sido lancada na forma de aerossol. As abelhas séo
monitoradas por 48 horas, e a mortalidade é registrada ao final do ensaio.

Toxicidade com minhocas — as minhocas s&o organismos presentes no solo e,
por isso, esse ensaio foi delineado para fornecer informagbes acerca da
toxicidade aguda de substéncias quimicas ou de agentes hbiologicos sobre
organismos do solo durante o periodo de exposi¢do. O ensaio dura de 14 a 28
dias e a espécie Eisenia fetida € a mais utilizada.

Toxicidade aguda oral com aves — Baseado no teste de toxicidade oral aguda,
esse ensaio objetiva a determinacdo de efeitos agudos em aves. O grupo de aves
mais utilizado é o das codornas. Os animais sdo dosados pela via oral e
observados por aproximadamente duas horas para a deteccdo de sinais e
sintomas da intoxicagdo, incluindo a letalidade.
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Cabe ressaltar que o IBAMA da preferéncia a testes realizados com
espécies encontradas no Brasil, porém, sdo aceitos estudos com organismos
reconhecidos internacionalmente como padrdes de suscetibilidade.

A anélise ambiental dos agentes biologicos de controle (inimigos naturais),
tais como os parasitoides, predadores e nematoides, é bastante simplificada em
relacdo aos produtos citados até 0 momento. Apesar de o registro desses produtos
ocorrer também de conformidade com a Lei N° 7.802/89 e com Decreto
N° 4.074/02, a regulamentacdo especifica para esses produtos, Instrucéo
Normativa Conjunta n° 02/06 (BRASIL, 2006b) ndo exige a realizacdo de testes
para analises de parametros fisico-quimicos e toxicoldgicos. Os dados solicitados
para a andlise desses produtos sdo essencialmente informagBes sobre a
caracterizacdo biolégica dos organismos, dos possiveis riscos a salde, quando
de sua introducdo nas areas de controle como irritagdes, quadros alérgicos,
informacdes de potenciais riscos ao meio ambiente como efeitos da introducéo
em organismos ndo-alvo, procedimentos em casos de contaminacdo, dados
sobre eficiéncia e praticabilidade, além de informacfes do controle de qualidade
das criag0es.

Provavelmente, o sistema de avaliagdo em trés fases, j& bastante
empregado em paises desenvolvidos, traga grande avanco na demanda pelo
registro de produtos bioldgicos para controle de pragas agricolas no Brasil. Esse
sistema além de ser bem estruturado segue uma linha de raciocinio légica e de
bom-senso. Brevemente, deve estar sendo publicada a Instrugdo Normativa
Conjunta para agentes microbiolégicos de controle que, além de seguir
basicamente esses mesmos preceitos, harmonizard as exigéncias advindas dos
orgaos responsaveis pelo registro: MAPA, ANVISA e IBAMA.

Apesar de essa nova proposta de avaliagdo apresentar um modelo
diferenciado daquele utilizado na Avaliagdo da Periculosidade Ambiental dos
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agrotoxicos convencionais, o IBAMA exige, também, para os produtos hioldgicos,
que todos os testes sejam realizados em laboratérios acreditados pelo Instituto de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial - INMETRO, de acordo com as
Boas Praticas de Laboratorio — BPL. Além disso, o IBAMA somente aceita testes
provenientes de laboratorios estrangeiros se estiverem devidamente traduzidos e
acompanhados de documento emitido pela autoridade de monitoramento em
BPL do pais onde foi conduzido o estudo.

Deve-se ressaltar que, devido as caracteristicas proprias dos produtos
biologicos discutidos neste capitulo, quaisquer testes e/ou informagdes que né&o
sejam pertinentes devem ser tecnicamente justificados ao IBAMA que, apés
avaliacdo, podera dispensa-lo.
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