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as interacoes com as plan-
tas, as formigas e os cupins
podem se tornar pragas ¢
nesse caso faz-se necessario
o controle, onde os entomo-
patégenos assumem um pa-
pel importante no controle bioldgico.
Nesse contexto, alguns dados de pes-
quisa sobre os ensaios de toxicidade
de B. thuringiensis as formigas corta-
deiras e aos cupins de monticulo sao
apresentados nesse artigo.

1.1 Os insetos sociais

Nas sociedades de insetos, o siste-
ma de castas possibilita uma divisiao
do trabalho, permitindo a execucao de
multiplas tarefas, nas quais individuos
estéreis sao responsaveis pela manu-
tencao da coldnia (obten¢ao de alimen-
to, defesa e cuidados com a prole), e
os reprodutores limitam-se a reprodu-
¢ao. O Brasil esta entre os paises que
contemplam a maior diversidade de

insetos sociais do mundo.

As formigas estao entre os orga-
nismos mais abundantes do planeta,
somando, em conjunto, mais de 10%
da massa de todos os organismos ter-
restres, incluindo mamiferos de gran-
de porte (Holldobler e Wilson, 1990).
De acordo com estes autores, em um
hectare da Floresta Amazdnica vivem
mais de oito milhoes de formigas.

As formigas cortadeiras sao os
principais herbivoros dos Neotrépi-
cos. Abundantes nas suas numero-
sas colonias desfolham a vegetacio,
sendo consideradas importantes pra-
gas agricolas no Brasil, com prejui-
zos estimados em milhoes de reais.
O género Acromyrmex representa
uma ameaca as plantas cultivadas.
Esses insetos também se destacam
por atacarem uma ampla variedade
de vegetais, incluindo plantas orna-
mentais, reflorestamento e pastagens.
As diferentes espécies deste género
apresentam ampla distribuicao geo-

Figura 1. Bioensaios com cepas de Bacillus thuringiensis ¢ Nasutitermes
ehrbardti, em laboratorio
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Figura 2. Representacao esquematica dos bioensaios com Acromyrmex

lundi e Bacillus thuringiensis

grifica no Rio Grande do Sul, eviden-
ciando hibitos de forrageamento bas-
tante diversos (Gusmao e Loeck, 1999).

Os cupins estao presentes pratica-
mente em todos os ambientes terres-
tres ou que sofreram alguma pertur-
bagao antrépica, alimentando-se basi-
camente de celulose, obtida através
desta capacidade de ajustar-se a di-
versos ecossistemas. Muitas espécies
desempenham um papel ecolégico
significativo, reciclando nutrientes
minerais no solo e participando na re-
generacao de ambientes devastados.
Porém, vdrias outras espécies se des-
tacam como os organismos mais da-
ninhos a cultura agricola e florestal
(Berti-Filho, 1993). No Brasil, além de
dificultarem seriamente os tratos cul-
turais, os cupins de monticulo sao con-
siderados importantes pragas de pas-
tagens e culturas de arroz, milho, cana-
de-acuicar, amendoim e eucalipto. As
principais espécies responsaveis por
estes danos pertencem aos géneros
Cornitermes, Syntermes, Heterotermes,
Nasutitermes, entre outros.

O controle desses insetos vem sen-
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do realizado basicamente com a apli-
cacao de inseticidas quimicos, sendo
um método alternativo as bactérias en-
tomopatogénicas que podem ser iso-
ladas naturalmente do corpo desses
insetos, representando mais uma fer-
ramenta de combate ao inseto-praga,
sem prejudicar o meio ambiente.

1.2 B. thuringiensis
isolados de insetos-sociais

Na andlise da patogenicidade de
B. thuringiensis sobre um determina-
do inseto, o primeiro passo a ser ado-
tado é a correlacao da atividade das
proteinas Cry no inseto-alvo ja descri-
ta. Caso este efeito ainda nio tenha
sido avaliado, uma das alternativas
poderd ser por meio do isolamento do
microrganismo de individuos da es-
pécie de inseto-alvo. Diversos traba-
lhos sao publicados anualmente des-
crevendo o isolamento de novas ce-
pas de B. thuringiensis de diferentes
substratos, inclusive dos préprios in-
setos (Borm er al., 2002). Nesse senti-
do, Azambuja et al. (2001) obtiveram,

a partir de 80 individuos de Acromyr-
mex sp., 35 isolados do género Baci-
lTus, entre os quais 14 foram identifica-
dos como B. thuringiesis. Através des-
te estudo pode-se constatar a elevada
ocorréncia de B. thuringiensis associa-
do a formigas cortadeiras.

Para tanto, os insetos devem ser co-
letados com pinga e acondicionados em
frascos esterilizados a -18°C até o mo-
mento de sua utilizacao. O isolamento
¢é realizado através da maceracao de
10 insetos em soluc¢ao salina, sendo que
1mL desta suspensiao ¢ submetida a
pasteurizacdo, em seguida a inocula-
cao em Agar Nutriente e incubac¢io
durante 24h a 30°C.

As colonias obtidas devem ser en-
tao inoculadas em meio seletivo (Peni-
cilina G) e mantidas a 30°C e 180rpm
durante 24 horas. As amostras positi-
vas devem ser avaliadas em microsco-
pia de contraste de fase para identifi-
cacao das inclusodes paraesporais, ca-
racteristicas de B. thuringiensis.

Os isolados de B. thuringiensis,
oriundos de A. lundi, que causaram
mortalidade ao referido inseto foram
avaliados por PCR quanto a sua consti-
tuicao de genes cry conforme descrito
por Pinto et al. (2003). Os autores iden-
tificaram que sete dos nove isolados
que apresentaram toxicidade a A. lun-
di amplificaram fragmentos de DNA
correspondentes a pelo menos uma das
classes de genes cry avaliadas, sendo
elas cryl e/ou cry9. Os genes cry2,
cry3, cry7 e cry8, os quais também
foram avaliados na pesquisa, nao fo-
ram detectados nas amostras testadas.
Além disso, 22% dos isolados obtidos
de A. lundi nao amplificaram com ne-
nhum dos primers avaliados, podendo
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Figura 3. Patogenicidade de Bacillus thuringiensis a Nasutitermes ebrbardti, em ensaios de laboratério; B. thuringiensis
sooncheos (Bts); B.thuringiensis roskildiensis (Btr); B. thuringiensis yunnanensis (Bty); B. thuringiensis huazhongensis (Bth);
B. thuringiensis braliliensis (Btb); B. thuringiensis colmeri (Bic) e B. thuringiensis kurstaki (Btk)
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Figura 4. Isolados de Bacillus thuringiensis a partir da maceracdo de Nasutitermes ebrbardti infectados;
A- Bacillus thuringiensis soocheon; B- Bacillus thuringiensis roskildiensis

representar novos genes cr).

1.3 Bioensaios de B. thuringiensis
com insetos-sociais

Cupins e formigas sofrem ac¢io de di-
versos tipos de patdgenos como: virus,
bactérias, fungos e nematdides, sendo a
defesa contra os mesmos pouco conheci-
da. A complexidade do comportamento e
a biologia dificultam o controle destes in-
setos (Leonardo, 1989; Diehl-Fleig, 1993).
Portanto, técnicas de bioensaios eviden-
ciando o efeito desses entomopatége-
nos sobre os insetos sociais, considera-
dos pragas, sao escassos. Nessa linha de
pesquisa, Castilhos-Fortes et al. (2002)
avaliaram a patogenicidade de diferen-
tes cepas de B. thuringiensis, sobre Na-
sutitermes ebrbardti, onde foram utili-
zadas suspensoes contendo uma mistura
de células vegetativas, esporos e cristais.
Por¢oes de celulose (1cm?), utilizadas
como substrato alimentar, foram mergu-
lhadas nas suspensoes de B. thuringien-
sis, as quais foram colocadas em placas
de acrilico com seis compartimentos de
5,5 cm de diametro. Em cada comparti-
mento, contendo lcm?de celulose trata-
da, foram colocados dez insetos (Figura
D.

O acondicionamento dos ensaios foi
feito em estufa incubadora tipo B.O.D., a
28° C, 70% de umidade relativa, no escu-
ro. A mortalidade dos insetos foi avaliada
diariamente até o 7° dia ap6s a instalacao
dos bioensaios, observando-se os cupins
mortos com sintomas caracteristicos de
intoxicacdo por B. thuringiensis.

Em 2003, Pinto et al. testaram o efei-
to de B. thuringiensis em formigas cor-
tadeiras, cujo método de bioensaio foi
desenvolvido objetivando a sobrevivén-
cia dos individuos por no minimo sete
dias, tempo suficiente para a avaliacio
de bioensaios. Esse método foi constitu-

ido de uma dieta liquida composta de
peptona bacteriolégica, glicose e extra-
to de levedura, com substituicao perié-
dica de 48 horas, previamente acondici-
onada em pequenos frascos de polipro-
pileno, acrescida de cinco individuos de
Acromyrmex lundi (Figura 2).

Utilizando o referido método de bi-
oensaio de B. thuringiensis com
Acromyrmex lundi, pode-se obter 100%
de sobrevivéncia das formigas por 180
horas (7,5 dias), tempo suficiente para a
avaliacao dos bioensaios com o ento-
mopatogeno.

1.4 Toxicidade de B. thuringiensis
aos cupins e formigas cortadeiras

As referéncias de B. thuringiensis
contra isopteros sao restritas, havendo
poucos dados disponiveis, como os de
Cowie et al. (1989), que citam algumas
cepas de B. thuringiensis toxicas a vari-
as espécies de térmitas em condi¢coes
laboratoriais. Khan et al. (1985), também
ressaltam a caréncia de trabalhos desen-
volvidos visando testar B. thuringiensis
em térmitas, embora tenham citado os
trabalhos de Smythe & Coppel (1965),
0s quais constataram que a solu¢ao com
B. thuringiensis mostrou-se toxica a trés
espécies de Reticulitermes, bem como a
Zootermopsis angusticollis. Khan et al.
(1977) isolaram B. thuringiensis a partir
de ninfas do isoptero Bifiditermes bee-
soni infectadas, encontradas em campo.
Nos testes de toxicidade contra Micro-
cerotermes champion, a suspensio de
bactérias testada causou alta mortalida-
de em condicdes laboratoriais.

Considerando a patogenicidade de
B. thuringiensis para N. ehrbardti, Cas-
tilhos-Fortes el al. (2002) testaram 57
cepas desta bactéria, sendo que sete
mostraram-se mais efetivas: B. thuringi-
ensis sooncheon (Bts) e B. thuringiensis
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roskildiensis (Btr) com uma mortalidade
de 100%; seguidos dos isolados B. thu-
ringiensis yunnanensis (Bty) com 71,4%;
B. thuringiensis huazhongensis (Bth)
com 57,1%; B. thuringiensis brasiliensis
(Btb) com 52,3%; B. thuringiensis col-
meri (Btc) com 42,85% e B. thuringien-
sis kurstaki (Btk) com 28,57% de morta-
lidade ao 7°dia ap6s a aplicacao dos tra-
tamentos, conforme resultados apresen-
tados na Figura 3.

Para a determinacao da CL,  de B.
thuringiensis os referidos autores utili-
zaram os isolados B. thuringiensis soon-
cheon e B. thuringiensis roskildiensis os
quais causaram 100% de mortalidade nos
ensaios pré-seletivos. As CL, de B. thu-
ringiensis sooncheon observadas foram
46,98x10%, 66,19x10° € 5,14x10° esporos/
ml, aos trés, cinco e sete dias apds os
tratamentos, respectivamente. Para B.
thuringiensis roskildiensis foram
30,78x10%, 48,40x10° e 16,80x10* espo-
ros/ml aos trés, cinco e sete dias, res-
pectivamente.

A toxicidade de B. thuringiensis para
N. ebrbardtifoi confirmada pelos auto-
res através de observagdes microscopi-
cas de cupins macerados aos trés, cinco
e sete dias apds a aplicacao dos trata-
mentos. As estruturas de B. thuringien-
sis formadas por células em forma de
bastonete, cadeias, esporos e inclusoes
paraesporais podem ser observadas na
Figura 4A para B. thuringiensis soon-
cheon e na Figura 4B para B. thuringi-
ensis roskildiensis.

A patogenicidade e o desenvolvimen-
to de B. thuringiensis foram estudados
por Khan et al. (1985) nos isopteros Mi-
crotermes championi e Bifiditermes be-
esoni, que se mostraram suscetiveis a
infeccao causada pela bactéria apds a
aplicacao do formulado Thuricide-HP.
De acordo com a andlise histopatologi-
ca, foi constatado que a acao de B. thu-



ringiensis é mais rapida em M. champio-
ni quando comparado a B. beesoni, sen-
do o intestino médio do inseto invadido
pela bactéria seis horas apés a ingestao,
a qual penetra a cavidade corporal, o te-
cido adiposo e células hipodérmicas 20 a
24 horas ap06s a infeccao. Em B. beesoni,
a bactéria instalou-se proximo a membra-
na peritrofica depois de 24 horas, atacou
o epitélio e células regenerativas apos 48
horas e alcancou a membrana basal do
intestino médio 72 horas apés a infec-
cao.

Nos estudos do efeito patogénico de
B. thuringiensis contra A. lundi foram
identificados isolados ativos contra esta
formiga cortadeira, sendo que o isolado
Bt HA48 atingiu 100% de mortalidade (Pin-
to et al., 2003).

1.5 Perspectivas

Em insetos sociais, aspectos como
habitos comportamentais devem ser con-
siderados, uma vez que a elimina¢ao de
uma porc¢ao da coldnia nao ¢é suficiente
para a extin¢ao. Os fragmentos restantes
tém capacidade de recuperacio e nova
infestacao, portanto ha necessidade de
eliminac¢do da rainha das colonias (Mar-
tins, 1998).

O uso de organoclorados ¢ o método
mais utilizado para controlar populacoes
de cupins e formigas e embora, com
menos frequiéncia, outros métodos podem
ser citados como o controle cultural, acao
de predadores e aplicacio de extratos
vegetais (Wilcken e Raetano, 1995).

O controle biolégico é uma alternati-
va ao controle quimico e vem ganhando
destaque em pesquisas de manejo de
populacdes de pragas. Os principais or-
ganismos utilizados para o controle de
formigas e cupins sao microrganismos
patogénicos, em especial fungos ¢ nema-
toides, e até o momento poucas pesqui-
sas foram realizadas em laboratério com
B. thuringiensis.

As pesquisas tém publicado resulta-
dos satisfatérios no controle de formigas
utilizando os fungos Beauveria bassiana,
Metarbizium anisopliae e Paecilomyces
Jfarinosus (Loureiro e Monteiro, 2005),
além do microsporideo Thelobhania sole-
nopsae (Williams e Deshazo, 2004). O
mesmo ocorre com cupins avaliados fren-
te a fungos entomopatogénicos, como B.
bassiana (Bao & Yendol, 1971) e M. aniso-
pliae (Kramm & West 1981; Hinel 1981 e
1982).

Diferentes estudos visam determinar
quais os organismos patogénicos como fun-
gos ou nematoides, que poderiam ser utili-
zados contra os térmitas. Os resultados,
geralmente, tém sido discrepantes. Outras

linhagens ou espécies de patdgenos deve-
riam ser testadas contra os térmitas subter-
raneos, mas os testes de campo devem ser
precedidos de estudos de laboratério para
determinacio da patogenicidade dos dife-
rentes patogenos e linhagens. Isto pode aju-
dar a avaliar o potencial do agente patogé-
nico e fornecer a base para estimar as con-
centracoes requeridas em campo.

Fernandes (1994) relatou que os princi-
pais problemas enfrentados na pesquisa
sobre controle biologico de cupins sao a
caréncia de conhecimentos bioldgicos, o
pequeno nimero de taxonomistas que tra-
balha com isopteros e a falta de outros gru-
pos trabalhando em conjunto neste assun-
to.

Contudo, bactérias entomopatogénicas
podem ser consideradas agentes de contro-
le biologico com potencial de patogenici-
dade e surgem como uma alternativa efici-
ente, ecologica e econdmica para a solucio
dos danos causados por cupins e formigas.
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