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RESUMO

O acaro rajado é uma das pragas mais importantes em culturas no Brasil. O uso do controle
quimico de forma descontrolada leva a sérias consequéncias, como a presenca de residuos em
frutos e surgimento de populacdes resistentes. Faz-se necessario o uso de alternativas de manejo
do acaro, como o controle biolégico, que vem sendo utilizado como ferramenta no manejo de di-
versas pragas de importancia agricola no mundo. Para a realizacao dos bioensaios, foram avaliadas
120 cepas de Bacillus thuringiensis Berliner quanto a patogenicidade para Tetranychus urticae Koch.
Foram preparadas suspensodes das diferentes cepas contendo 3 x 10% esporos vidveis/mL de dgua
destilada, aplicadas em discos de folhas de feijao de porco (Canavalia ensiformes DC). Cada cepa
constituiu-se em um tratamento, com 8 repeti¢des, cada uma contendo 10 fémeas adultas do dcaro.
Os testes em condig¢des de laboratério mostraram que a mortalidade foi significativa, variando de
6,7% (cepa LMJ7A) a 54,9% (cepas 1077B e 886F).
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ABSTRACT

SCREENINGOFBACILLUS THURINGIENSISBERLINER AGAINST TETRANYCHUS URTICAE
KOCH. The two-spotted spider mite is the most important pest to Brazilian crops. The incorrect
use of chemical control leads to serious consequences, such as the presence of residues in fruits
and the emergence of resistant populations. There is a need for alternative methods for managing
the mite, such as biological control, which has been used as a tool in the management of various
pests of agricultural importance in the world. Bioassays were carried out to analyze 120 strains
of Bacillus thuringiensis Berliner in regard to their pathogenicity to Tetranychus urticae Koch. Sus-
pensions were prepared of the different strains, containing 3 x 10% spores/mL of distilled water,
and applied on Jack-bean (Canavalia ensiformes DC) leaf disks. Each strain constituted a treatment,
with 8 repetitions, each containing 10 adult Tetranychus urticae females. The tests in laboratory
conditions showed that mortality was significantly, ranging from 6.7% (strains LMJ7A) to 54.9%
(strains 1077B and 886f).

KEY WORDS: Biological control, entomopathogen, bacterial, cry toxins, mite.

INTRODUCAO

O é4caro rajado Tetranychus urticae Koch
(Tetranychidae) é uma das pragas mais impor-
tantesnaagricultura, atacando varias espécies de
plantas em varias regides do pais, considerado
uma espécie cosmopolita e polifaga (MORAES;
FLECHTMANN, 2008).

Atualmente, o controle de T. urticae é realizado
por meio de acaricidas quimicos, utilizados indis-
criminadamente, podendolevara vérios problemas,
como contaminac¢ao do meio ambiente, eliminacao de
inimigos naturais, intoxicagdes, tanto de produtores
como consumidores e surgimento de populagdes

resistentes, sendo que este tltimo problema ja vem
preocupandoacomunidade cientificadesdeadécada
de 70 (SiLva, 1971; WATANABE et al., 1994; POLETTI et
al., 2006; Sato et al., 2007).

Comisso, novas ferramentas de manejo de pragas
devem ser disponibilizadas aos produtores, como
o controle biolégico com predadores e patdégenos
(PoLanczyk et al., 2004; CoLLIER et al., 2007; FATORETTO
et al., 2007), assim como de sua conservagao, utili-
zando agrotoxicos seletivos (MONTEIRO, 2001; POLETTI
et al., 2008).

Dentro do grupo dos patégenos, as bactérias
pertencentes a familia Bacillaceae, principalmente
a espécie Bacillus thuringiensis, tém comprovada
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atividade téxica em diversas familias de insetos
e acaros, e com grande vantagem por apresentar
inocuidade aos mamiferos e vertebrados e auséncia
de toxicidade as plantas (WHITELEY; SCHNEPF, 1986;
GLARE; O"CaLLAGHAM, 2000; HANSEN; SaLamitou, 2000).
O estudo com fungos entomopatogénicos para
o controle de dcaros é mais difundido e apresenta
excelentes resultados (Tamal et al., 1999; Tamar et al.,
2002; OLIVERA et al., 2004). Assim, visando maior
variabilidade de principios ativos, e uma alternativa
ao manejo da praga em questdo, o objetivo desse
trabalho é selecionar cepas de B. thuringiensis com
potencial para o manejo do acaro rajado T. urticae.

MATERIAL E METODOS

Criagao do acaro rajado. A criacdo estoque iniciou-
se a partir de adultos de T. urticae coletados em campo
sob folhas de mamao Carica papaya L., no Municipio de
Linhares (ES), em maio de 2006. No laboratério, foram
transferidos para folhas de feijao-de-porco Canavalia
ensiformis DC. mantidos em pratos plasticos (20 cm de
didmetro), sobre manta acrilica umedecida com agua
destilada e coberta com papel filtro. Os pratos contendo
os acaros foram mantidos em camaras climatizadas
reguladas a temperatura 26 + 1°C, 70 £ 10% UR e foto-
fase de 12h, sendo as folhas renovadas a cada 5 a 7 dias.

Testes de patogenicidade. Foram utilizadas 120
cepas de B. thuringiensis cedidas pelo Laboratério de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LG-
BBA), junto ao Departamento de Biologia Aplicada
a Agropecudria na Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterindrias, Unesp, Campus de Jaboticabal, SP. As
cepas desta colegdo, coletadasemsolo e provenientes
dediferenteslocais, foram estocadas em fitas de papel
filtro impregnados com uma suspensao de esporos,
e mantidos em tubos tipo eppendorf a 5°C.

Estes isolados foram multiplicados em meio de
cultura BHI (infusdo de cérebro e coracao) a 30° C,
sob agitagdo orbital a 180 rpm por 48 horas. Apés a
lise bacteriana, a mistura contendo esporos, cristais
e células vegetativas foi submetida a trés centrifu-
gacdes consecutivas de 5.000 rpm, por 20 minutos
eliminando-se o sobrenadante. Entdo, uma aliquota
de 1 mL foi diluida 1.000 vezes em agua destilada
autoclavada, e a concentragdo de esporos foi deter-
minada conforme método descrito em ALVES; MORAES
(1998). Em seguida, foram preparadas suspensdes
de B. thuringiensis, contendo 3 % 10° esporos vidveis/
mL de dgua destilada autoclavada.

Em cada experimento foram utilizadas 30 cepas, to-
talizandoquatrogruposcom120cepasnototal (Tabela1l).

Discos de folhas de feijao-de-porco de 4,5 cm de
didmetro foram imersos durante 5 segundos nas
suspensoes previamente preparadas. A testemunha
foi imersa em agua destilada.

Apbs a imersdo nas suspensoes, os discos foram
colocados para secar a temperatura ambiente por 15
minutos e depois foram acondicionados sobre uma
pequena placa de isopor flutuando na agua, fixado no
centro de uma placa de gerbox (didmetro de 6 cm) por
umalfinete coladocomcolaabase desilicone, deixando-
se um disco por placa, sendo esta unidade considerada
uma repetigdo, tendo sido preparadas 8 repeticdes.

Apbs esta etapa, foram transferidas 10 fémeas
adultas de T. urticae por disco e as placas foram man-
tidas em camara climatizada a temperatura de 26 +
1° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12h. As avaliacGes
foram feitas cinco dias ap6s a transferéncia, anotando
amortalidade observadaem cadafolha, considerando
morto todo acaro que, com o toque de um pincel,
apresentava movimento limitado, ou seja, que se
locomovia a uma distancia inferior ao préprio corpo.

Os dados foram corrigidos pela férmula de
Schneider-Orelli (ALVEs ef al., 2005) e submetidos a
andlise de variadncia e as médias submetidas ao teste
de Scott - Knott, a nivel de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados evidenciam que houve
efeitosignificativo dos tratamentos sobrea populagao
do T. urticae em todos os experimentos (F = 4,675;
P <0,05) (Tabela 1).

Amaiormortalidadefoiapresentada pelosisolados
1077 B (experimento 2) e 886 F (experimento 4) com
54,9%, seguida pelos isolados 941 D (experimento 3)
com 51,0% e 1024 A (experimento 1) com 45,9% de
mortalidadecorrigida, respectivamente, destacando-os
das demais cepas, em seus respectivos experimentos.

Estes dados evidenciam uma acao significativa das
cepaseagrandevariabilidade deresultadosencontrados
em pesquisas envolvendo selecdo e agdo tdxica de B.
thuringiensis. Prova disso é que, utilizando-se produtos
formuladosespecificos paralepiddpteros, evidenciou-se
diminui¢aona populagdodeécaros. Contudo,emoutros
estudos, houve incremento na populacao (KrieG, 1981).

Em insetos, a eficiéncia, assim como essa varia-
¢do, é comprovada por diversas pesquisas, como
podemos citar resultados em Spodoptera frugiperda
para a qual se obteve mortalidade méxima de 45%
(PoraNczyk et al., 2004) a 100% (SiLva-WERNECK et al.,
2000). E, ainda, em teste com 115 isolados na mesma
praga, 41 cepas causaram 100% de mortalidade e 16
entre 75 e 90% (FaToreTTO et al., 2007).

Da mesma forma, para Diatraea saccharalis, em
um estudo comparando cinco cepas, apenas uma
apresentou 100% de mortalidade, a segunda melhor
cepamatou 69,1% das lagartas e as outras trés cepas
apresentaram mortalidade inferior a 3% (PoLaNczyk
et al., 2004; SILvA-WERNECK et al., 2000; FATORETTO et
al., 2007; GiTaHY et al., 2007).
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Tabela 1 - Mortalidade corrigida (+EP) de acaro rajado Tetranychus urticae por diferentes cepas de Bacillus thuringiensis

em quatro experimentos distintos.

Selecdo de isolados de Bacillus thuringiensis Berliner para Tetranychus urticae Koch.

Cepas Mortalidade corrigida (%) Cepas Mortalidade corrigida (%)
Experimento 1
1024 A 459+3,77 A PR 13 240+2,71 B
1044 34,3+3,87B 816 A 240+2,71 B
1052 B 31,7+1,89 B 1009 K 22,7 +3,90 C
868 G 31,7+3,34 B 766 B 227 +3,37C
R 61 30,8 +4,70 B R 253 20,1+3,23C
862 C 28,0+9,57 B 1075 D 18,8 +4,10 C
1002 B 278 +3,90 B 1075 A 18,8 +3,04 C
775 C 27,8 +3,90 B 862 CF2 18,8 +2,34 C
927 R 278+276B PR 7 18,8+4,10 C
872B 27,8 +4,36 B 1009 SLR 144 +3,91C
SEIVA1 26,5+ 6,59 B 858 EC 13,6 +1,89 C
1000 Q 26,5+3,04 B 1010 J 13,1+3,47C
Br 35 26,5+3,04 B 1000 A 10,2+3,03 C
76.25 A 252 +3,77 B 979 C 8,4+3,48C
R 239 243 +444 B 971 8,0+2,36C
Experimento 2
1077 B 54,9 + 6,73 A 1075 C 18,8 +3,04 C
948 G 33,0+551B 985 18,8 +2,34 C
CUB4 278+1,95B 937 H2 18,8 +1,29 C
51328 25,6 +5,50 B 805 B2 16,6 +3,33 C
E14 252 +5,42B SP 16 16,6 +3,85 C
R 43 22,7 +4,36 C E15 12,7 +3,14 C
CST seiva 22,7 +4,36 C Br 75 12,4+1,95C
1043 N-V 22+718C SER 3 11,8 +3,98 C
CST 23.10 222+6,63C 1000 11,5+3,12C
1048 NM 21,4+334C MS 2 16,6 +4,32 C
775 G 21,4+5,49 C 969 A 16,2 £3,04 C
1078 21,4+1,89 C 858 H 93+2,64C
1044 CV 20,9 + 6,60 C 1077 A 88+431C
857 AC2 20,1+3,77 C 1034 F 71+257C
1005 20,1+4,25C LMJ 7A 6,7+1,93 C
Experimento 3
941 D 51,0+ 3,23 A R 251 15,2 +5,87 C
R 89 278 +3,90 B 8.7L 14,9+258C
LMJ4A 20,1+3,77 C S 646 14,9 +3,23 C
1074 B 20,1+3,77 C 5165 14,9 +3,23 C
1039 C 20,1+3,77C 27.7L 14,0 £ 3,64 C
T14001 18,8 +4,54 C 1130 B 14,0 3,64 C
1030 A 18,8 +3,04 C 9.7L 14,0 + 3,64 C
16.7 L 18,8 +3,04 C 852 F 13,1+4,84 C
36.7 L 17,9+4,54 C 857 CD 12,7 +3,14 C
R 238 17,5+3,90 C 888 AD 12,7 +3,14C
SP13 175+3,37C 5109 11,5+3,12C
4D4 15,7 +5,07 C 858 AA 10,9+3,75 C
867 BC 153+3,52C RN 1 98+1,69C
1038 K 153+3,52C 927 A9.15 9,7+3,65C
933 E 15,3+ 4,02 C Br 19 75+3,63C
Experimento 4
886 F 54,9 +7,01 A 83.26A 15,3+3,52 C
1001 30,4+3,77 B R5 15,3 + 4,47 C
862 DE 278+5,.84B 1012 14,9 +3,23 C
810 B 183+5,11C 10.7L 14,9+3,23 C
1010i 17,9+3,61C R 276 14,8 +4,99 C
CUB.1 17,5 +4,36 C spsl1 (Bti ES) 14,4 +3,39 C
Continua
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Tabela 1 - Continuacgao.

Cepas Mortalidade corrigida (%) Cepas Mortalidade corrigida (%)
RS1 17,5+2,76 C S 244 14,4+3,91C

1043 W 17,5+3,37C 977 FA 144+4,78 C

R112 17,5+2,76 C 100.27 A 14,4 +4,78 C

347L 1754337 C SP5 14,0 £3,64 C

977 B 175+3,37C 928 14,0 + 6,60 C

Br42 15,7 5,07 C Br 34 11,5+2,44 C

1010 F 15,7 +3,78 C 814 B 10,6 £3,41 C

Br4 153 +4,47 C 218 A 9,7+414C

878 B 153 +4,47 C R 186 9,7+3,65C

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Scott - knott.

Especificamente em relagdo aos acaros, algumas
espécies apresentaram suscetibilidade a B. thuringi-
ensis var. israelensis (GLARE; O'CALLAGHAN, 2000).
Porém, neste trabalho, as duas cepas dessa espécie
resultaram em mortalidade de 18,8% para a cepa
T14001 e de 14,4% para a cepa spsl (Bti ES).

Em Cuba, alguns trabalhos avangam em relagao
autilizacdo de Btem dcaros. Nesse sentido, MARQUEZ
(1997) caracterizou uma cepa especifica para diver-
sas espécies de acaros daquele pais, a LBT-13, com
resultados satisfatérios e promissores. Essa carac-
terizagdo foi importante para o desenvolvimento
de outros trabalhos.

Posteriormente, ALMAGUEL (2000) realizou um
trabalho de manejo do acaro T. tumidus em banana,
com aplica¢do da cepa LBT-13, em conjunto com a
liberagdo de um predador e conseguiu reduzir os
gastos com o controle dessa praga com acaricidas da
ordem de 50 a 70%. E segundo Rojas (2006), citada
por PoLanczyk et al. (2008), a cepa de B. thuringiensis
(LBT-13) é eficiente contra trés espécies de acaros
(Phyllocoptruta oleivora, Polyphagotarsonemus latus e
T. tumidus), causando mortalidade que varia de 70
a 100%, dependendo da espécie em aplicagdes em
cultivos comerciais. Porém, a autora cita esses resul-
tados em aplicagdes no campo, e ndo em pesquisa.

Essa possibilidade de ampla variagdo de resulta-
dos podeser devidaa varios fatores inerentes a ativi-
dadetéxicade B. thuringiensis, tais como: estabilidade
da protoxina, solubilizagdo dos cristais, processo
proteolitico, auséncia e alteracdes dos receptores
especificos nas células epiteliais do intestino médio
(Garciaetal., 1982, Fiuza et al., 1996, PEYRONNET et al.,
1997), evidenciando a sua complexa agdo.

A presenga de duas ou mais toxinas € comum em
estirpes de B. thuringiensis e isso pode resultar em
interacdo, negativa ou positiva, provocando efeitos
sinérgicos, aditivos ou antagonicos (Benz, 1971).

Essa interacdo pode ocorrer também entre pro-
teinas e esporos, como constatado por MryasoNo et
al. (1994), que comprovaram o aumento da eficiéncia
de uma suspensao de B. thuringiensis com proteinas
purificadas ap6s a adigao de esporos. A presenca de

esporos apresenta grande importancia na patogeni-
cidade dabactéria, aumentando suaatividade toxica
(CoprING; MENN, 2000).

Umaforma eficiente de evitar o efeito dainteracdo
entre toxinas diferentes é a purificacdo, ou seja, isola-
mento e producado de suspensao contendo apenas a
toxina especifica ao artrépode alvo, eliminando-se
assim a influéncia de outras toxinas como as VIP’s
e as exotoxinas (PoLanczyk et al., 2004; ARANDA et
al.,1996), além de possibilitar a avaliacdo de sua
atividade isolada.

Asproteinas Cry5AaeCry5Ab, Cry6AaeCry6Ba
e Cryl2Aa sao descritas como ativas contra acaros
(Horte; WHITELEY, 1989; MONNERAT;, Bravo, 2000;
CrickMORE et al., 2008), sendo portanto interessante a
tentativa de se formular produtos contendo apenas
essas proteinas para realizagdo de experimentos em
T. urticae. Para isso, pesquisas futuras envolvendo
a caracterizagdo molecular sdo importantes para se
determinar as proteinas envolvidas na atividade
toxica das cepas testadas. Nesse caso, a agdo sobre
os dcaros pode estar ligada a atuacao de uma toxina
ainda ndo caracterizada para a praga, por acao dos
esporos ou aatuagdo emconjunto de toxina e esporos,
ja que as cepas utilizadas nos experimentos tinham
sido previamente caracteri-zadas pelo Laboratério
de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicadada
Unesp/Jaboticabal antes de serem utilizadas e ndo
apresentaram as proteinas especificas citadas acima.

Quanto a relacdo das proteinas Cry com recep-
tores especificos presentes nas microvilosidades
das células epiteliais do intestino médio, existe
muita controvérsia, pois esta interagdo engloba
intimeros processos quimicos e metabdlicos, onde
qualquer alteracao em um desses processos pode
ocasionar uma maior ou menor atividade tdxica.
Alguns autores consideram que ha uma correlagao
positiva entre a ligacao da toxina no receptor intes-
tinal e a toxicidade (HormaNN ef al., 1988; Fiuza et al.,
1996). Em contrapartida, outros autores descrevem
que o reconhecimento do receptor é necessério,
mas ndo é suficiente para provocar a toxicidade
(WOLFERSBERGER, 1990). Ha ainda outros, como ARANDA
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Selecdo de isolados de Bacillus thuringiensis Berliner para Tetranychus urticae Koch.

etal. (1996) que afirmaram ndo existir relagdo entre a
capacidade de ligacdo aos receptores e a toxicidade,
considerando ainda que a atuagdo da proteina é
um processo complexo, no qual a ligacdo com um
receptor é uma etapa necessdria, mas insuficiente
para conferir atividade inseticida.

Os resultados deste experimento demonstram
que, apesar da evidente agdo das cepas sobre o dcaro
rajado,ainda devem ser realizados mais estudos para
se obter niveis mais elevados de mortalidade, bem
como elucidar o mecanismo de acdo de Btem acaros,
para, posteriormente, testar produtos formulados
mais puros e estdveis as condi¢cdes ambientais.

CONCLUSAO

Bacillus thuringiensis Berliner é patogénico para
Tetranychus urticae Koch e osisolados que apresenta-
ram maior mortalidade (1077 B, 886 F, 941 D e 1024
A) sdo promissores para pesquisas futuras no uso
de Bacillus thuringiensis Berliner em T. urticae Koch.
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