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PATOLOGIA E SUSCEPTIBILIDADE EM LARVAS INFECTADAS
POR Bacillus thuringiensis var. kurstaki (H-3a:3b).
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RESUMO - Devido & falta de informagoes sobre Urbanus acawoios (Williams, 1926) (Lepidoptera:
Hesperiidae), ¢ pelos danos severos por ele causados em érvores de Clitoria racemosa, o presente
trabalho foi desenvolvido seb condigdes de laboratorio para verificar a possibilidade de utilizar
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (H-3a:3b) como agente microbiano para o seu controle. O pH
do intestino médio do hesperideo mostrou ser bastante alcalino, variando de 8,4 a 9,2 (média de
8,7), indicando a possibilidade das larvas serem susceptiveis ao patdgeno. Os ensaios confirmaram
a alta susceptibilidade a dosagens equivalentes a 110 g/ ha, resultando em tempos letais medianos
(TL,,) de 42,28 , 37,18 , 28,00 e 51,87 horas para larvas de 3° , 4°, inicio ¢ final do 5" instares,
respectivamente. Trés outras dosagens (80, 150 e 280 g/h) foram aplicadas para larvas do 3" instar,
resultando em TLs30 de 42,62 , 30,77 ¢ 30,06 horas, respectivamente. Descrigoes detalhadas
sobre os sintomas externos nas larvas infectadas foram dadas. As alteragdes histologicas do intestino
médio afetado pela d-endotoxina de B. thuringiensis foram descritas. Os resultados obtidos no
presente trabalho revelam a grande possibilidade de controlar esta praga utilizando-se produtos ¢
formulados a base desta bactéria.

Palavras-chave - Bacillus thuringiensis var. kurstaki (H-3a:3b), patologia, Amazonia brasileira,
Clitoria racemosa.

Biology and Microbial Control of Urbanus acawoios (Williams, 1926) (Lepidoptera:
Hesperiidae): I1. Pathology and Susceptibility Studies in Larvae Infected by Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (H-3a:3b).

ABSTRACT - Due to the lack of information concerning Urbanus acawoios (Williams, 1926)
(Lepidoptera: Hesperiidae), and the severe damage caused by it in Clitoria racemosa trees in Manaus,
AM, the present research was conducted. The study was undertaken under laboratory conditions, in
order to investigate the possibility of its microbial control, utilizing a commercial formulation, Dipel,
based on Bacillus thuringiensis var. kurstaki (H-3a:3b). The larval mid-gut contents of this insect
species showed to be highly alkaline, with a pH varying between 8.4 and 9.2, with an average of
8.7, indicating initially, a possible susceptibility of the larval stage to such a pathogen. Posteriotly,
Such an indication, was confirmed by bioassays. During the preliminary tests, a dosage, equivalent
to 110 g / ha (17.40 IU/em’ of leaf-covered area) was utilized and resulted in median lethal times
(LTs,, ) of 42,28, 37.18, 28.00 and 51.87 hours for the 3% , 4% | beginning of the 5" and end of the
5" instar, respectively, Giving more attention for the 3* instar larvae, three dosages were applied:
80 g/ha (13 IU/em?), 150 (25 1U/cm?) and 280 g/ha (45 [U/em?). In this case, the LTs,, were calcu-
lated as 42.62, 30.77 and 30.06 hours, for each dose, respectively. External symptoms of the bacte-
rial disease were studied among 5" instar infected larvae. Detailed description of these symptoms is
given. The mid-gut histopathological changes caused by the d-endotoxin of B. thuringiensis are also
described. The results obtained during the present work could indicate applications of B. thuringiensis,
as a promising method for the micrebial control of this urban pest.
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INTRODUCAO

A importincia econdmica,
juntamente com dados bio-ecologicos
e descrigdes morfolégicas de Urbanus
acawoios (Williams, 1926) (Lepi-
doptera: Hesperiidae) e a sua interagdo
com a palheteira, Clitoria racemosa
(Leguminosae), foram detalhados por
Nogueira & Habib (Artigo submetido
a publicagdo). Registros anteriores
sobre o comportamento € a bionomia
desta espécie sio desconhecidos.

Uma revisio sobre as interagdes
entre bactérias cristaliferas e insetos
pode ser encontrada em Habib (1982)
e Habib & Andrade (1998).

O presente trabalho tem como
objetivo estudar a patologia ¢
susceptibilidade de larvas de Urbanus
acawoios (Williams, 1926) (Lepi-
doptera: Hesperiidae) infectadas por
Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(H-3a:3b). Tal estudo levara a
estabelecer uma alternativa soélida e
segura para combater esta praga num
ambiente que necessita sempre estar
protegido.

MATERIAL E METODOS

A susceptibilidade de larvas de
U. acawoios a bactérias cristaliferas
utilizando-se o produto comercial
Dipel (pé-molhavel) a base de Bacil-
lus thuringiensis var. kurstaki (H-
3a:3b), tendo como viruléncia 16.000
Unidades Internacionais (U} / mg. O
pH intestinal das lagartas foi
determinado com o uso de papel
indicador Merck com precisédo de 0,2.
Os bioensaios foram efetuados,
utilizando-se um total de 818 lagartas
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e 4 diferentes dosagens variando en-
tre 12,79 e 44,51 Ul / m2. As larvas
eram mantidas em placas de Petri (10
cm de didmetro) (10 em cada). Para as
testemunhas, utilizou-se um total de
170 larvas. A aplicagéo do produto foi
feita sob a forma de suspensdo em
agua, na qual as folhas eram
mergulhadas para obter-se uma
distribui¢do total e uniforme em toda
a area foliar e, apos serem postas a
secar naturalmente, foram oferecidas
as lagartas. As avaliagdes de TL50
foram realizadas com intervalos de
tempo em progressdo geométrica; 0s
calculos foram efetuados de acordo
com o modelo proposto por Thompson
(1947) e adaptado por Habib (1982).
Para os estudos de sintomatologia e
histopatologia adotou-se critérios
estabelecidos por Habib (1982).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As larvas de U. acawoios
revelaram perda de apetite € parada de
alimentagdo como primeiros sintomas
da bacteriose, a partir de 60 minutos
apos a ingestao de folhas de Clitoria
racemosa  contaminadas  por
B. thuringiensis. O quadro
sintomatoldgico revelou, em
seguida, e apos poucas horas da
infecgdo, intensa regurgitacio e
diarréia. A coloracdo do
tegumento das larvas doentes
comecou a perder o seu brilho, 10
a 12 horas apos a infecgido,
adquirindo uma coloragio fosca
que comegou a ser substituida por
manchas pretas que se espalham
gradualmente até atingir o total do
corpo da lagarta com o decorrer
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da infecgdo. Esses sintomas
revelam claramente a ocorréncia
de alteracdes em nivel de tecidos
e orgdos internos.

A fase seguinte no quadro
sintomatolégico foi caracterizada
pela perda de agilidade. As larvas
tornaram-se progressivamente mais
lentas em seus movimentos, até to-
tal imobilidade. Através da
dissecacdo das larvas infectadas,
verificou-se que o intestino
permaneceu cheio de alimentos, en-
tre intactos e mal digeridos,
indicando a ocorréncia de paralisia
intestinal. Nio se verificou,
entretanto, a ocorréncia de paralisia
geral, fazendo com que esta espécie
fosse colocada na categoria II,
segundo a classificacdo de Heimpel
& Angus (1959) que inclui, entre
outras, Brassolis sophorae e Ala-
bama argillacea (Habib, 1982) e
Ascia monuste (Ronchi-Teles &
Habib, 1989b).

Na morte, verificada a partir
de 18 horas apds a infeccdo, as

lagartas adquiriam o aspecto preto
carbonizado. Os sintomas pos-
mortais desencadearam-se
rapidamente. Os caddveres
secavam e permaneciam com o
aspecto externo preto
carbonizado.

De acordo com os dados
constantes na Tabela 1, verifica-se
que o conjunto dos bioensaios
realizados revela a alta suscep-
tibilidade de lagartas de U. acawoios
a B. thuringiensis var. kurstaki.

Para as larvas do 3° estadio,
verificou-se que a agdo de 25,16 UI/
cm? foi o que resultou em menor valor
de TL50 (30,77 horas); ou seja, maior
eficiéncia. A dosagem de 44,51 Ul/
cm?, embora superior, seria
desnecessdria, pois ndo resultou em
TL50 menor. As duas doses inferiores
apresentaram valores de TL50
similares para o mesmo 3° estadio.

As larvas no inicio do 5° estadio
mostraram-se mais susceptiveis que as
do 4° estddio. Para a mesma dose
(17,40 Ul/em?), o TL50 foi de 28,00

Tabela 1. TL50, em horas, e intervalo de confianga, para lagartas de U. acawoios infectadas por
Bacillus thuringiensis var. kurstaki, em laboratério.

Fase n Dosagem TL50 Intervalo
3% instar 25 17,40 Ul/icm2 42,28 38,56 - 46,37 a
32 jnstar 100 12,79 42,62 37,83 - 47,53 a
¢ instar 100 25,186 30,77 27,78 - 34,92 b
3¢ instar 100 44 51 30,06 27,79 -32,51 b
4° instar 90 17,40 37,18 34,48 - 40,10 a
Inicio 5°¢ 33 17,40 28,00 23,11 - 33.92 b
Fim 5°¢ 200 17,40 51,87 47,92 - 55,14 ¢
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e 37,18 horas, respectivamente.
Comparadas com as larvas do 3° instar,
as do 5° mostraram-se mais susceptiveis.
No final do 5° instar (o ultimo), as lar-
vas revelaram menor susceptibilidade.
Nesta fase o inseto para de se alimentar
e comega a entrar nas atividades
metabdlicas de metamorfose para
transformar-se em pupa.

As alteragdes histologicas
detectadas no intestino meédio de lar-
vas do 5° instar de U. acawoios,
infectadas por B. thuringiensis (Fig. 1)
revelaram uma dissociagio bastante
acentuada das células epiteliais, da
membrana basal, da musculatura intes-
tinal circular e longitudinal, além da
degeneracao da membrana peritrofica.
Em fases mais adiantadas da infecgdo,
verificou-se a destruigdo da
microvilosidade, uma intensa
vacuolizacdo citoplasmatica,
condensacgdo da cromatina nuclear e

inicio da degeneracio das membranas
celulares. Na fase pré-mortal, o
epitélio encontrou-se totalmente em
estado de  degeneracdo da
microvilosidade, do citoplasma, e
intensa dissociagdo e relaxamento das
fibras musculares. Com essas alteragoes
histologicas na parede intestinal, o
caminho ja esta aberto para que o
patogeno comece a sua invasio na
hemolinfa, onde se multiplica causando
septicemia ¢ a morte do inseto.

Virios autores fizeram
observagoes semelhantes em outros
lepidépteros desde Heimpel & Angus
(1959) em B. mori, Hoopingarner &
Materu (1964) em Galleria mellonella,
Sutter & Raun (1967) em Ostrinia
nubilalis, Habib (1968 e 1982) em
Anagasta kuhniella e Alabama
argillacea, Ebersold et al. (1977) em
Pieris brassicae e Ronchi-Teles (1985)
em Ascia monuste monuste.

Figura 1. Degeneragdo ¢ vacuolizagio citoplasmatica do intestino médio de U. acawoios.
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