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kurstaki. I. SINTOMATOLOGIA EXTERNA E INTERNA.
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RESUMO

No presente trabalho foram estudados os sinfomas externos e interncs wre-mortals
em Lagantas de Ascia monuste monuste infectadas com um produto (Dipel) @ base de Bacil-
fus thuringdensis varn. kwwstakl (Sonctipo H3a:3bl. Tadls sintomas sdo importantes — nas
avaliaeoes das doencas de insetos no campo.

Para o8 estudes da histopaiologia foram analisadas as alteracies ocornrddas no tLe-
cido e celulas do epitelio intestinal a nivel de microscopia otica e efetrdinica. Tais al
fenacdes nesultam na monte day Lagarntas infectadas.

INTRODUGAO

Ascia monuste monuste (Linnaeus, 1764) € uma das pragas mais freqlientes em planta
cdo de cruciferas, sendo de ampla distribuicao inclusive na regiao de Manaus, AM. Conhe
cida como curuqueré da couve, esta lagarta continua sendo combatida através do usode in
seticidas quimicos, provocando na maioria das vezes efeitos colateraisdesvantajosos. A
contaminacao de alimentos, eliminacac de inimigos naturais das pragas alem de problemas
ecoldgicos, sao consegiiéncias freqlientes devido ao uso inadequado de tais defensivos.
Com isso tornar-se necessaria a busca de alternativa de controle que sejam mais seguras
e eficientes.

Esse pierideo mostrou-se susceptivel ao Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Ron
chi, 1985).

Aspecto de sintomatologia externa e interna da bacteriose causada por esse bacilo
em algumas espécies de insetos, foram revelados por alguns autores como Heimpel & Angus
(1959) em lagartas de Bombyx mori e Anagasta kuhniella, Steinhaus (1963) em alguns lepi
dopteros inclusive B. mori, Habib (1968) em A. kuhniella, Habib & Favaro (1981) em A.
argillacea, Amaral & Habib (1981) em Anticarsia gemmatalis, Habib (1982) em Alabama ar-
gillacea, Brassolis sophorae, Spodoptera latifascia, Plodia interpunctella, Culex decla

rator, Simulium goeldii e S. rorotaense, Amaral (1962) em A. gemmatalis Berti F? & Gallo
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(1977) em Brassolis astyra.

No presente trabalho, pretende-se avaliar a sintomatologia externa, histopatologig
e citopatologia em lagartas de A. monuste monuste infectadas por B. thuringiensis. Esta
investigacao sera seguida por outra visando a determinagdo da susceptibilidade deste pig¢

rideo ao bacilo.

MATERIAL E METODOS

A descrigao da sintomatologia externa foi baseada em critérios adaptados a partir
de Steinhaus (1963), Habib (1968 e 1982) e Ronchi (1985).

Para a analise da ultraestrutura das celulas do epitélio intestinal de lagartas
infectadas com Bacillus thuringiensis, o seguinte procedimento foi realizado: lagartas
com 16 horas de infeccao, foram dissecadas sob lupa estereoscopica, em solugdo fisiold-
gica, removido o intestino médio e imediatamente foi pré—fixado numa solugao de glutaral
defdo 2,5% em tampao cacodilate de sédio 0,1 M (7,2) por 2 horas & 4°C. Apés esse perio
do, o intestino foi lavado em tampao gelado de cacodilato com 7,5% de sacaroseeapos fi
xado numa solugao de tetroxido de osmio 1%, em tampac cacodilato com 2% de sacarose por
2 horas. Apds nova lavagem, foi desidratado em acetona a 30% e 50%, durante 15 min em
cada, e depois colocado em acetona 70%, por um periodo de aproximadamente 12-16 horas.
Apos esse periodo, o material foi trabalhado a temperatura ambiente, sendo imersoemacg
tona 90% e 95% durante 15 min em cada banhc e por Ultimo, foi em acetona 100% por 3 ve-=
zes, com duracao de 20 min cada.

Logo apos a desidratacae, o intestino médio foi embebido na resinade inclusao. Fi
nalmente, o intestino ja incluido no molde foi para a estufa a 60°C para polimerizacao,
durante 72 horas.

0s cortes ultra-finos foram feitos em um ultramicrotomo Reichert OM U3 com nava-
Tha de vidro. 0s cortes foram distendidos com cloroférmio e colocados em telinhas de co
bre e contrastadas por 30 min no escuro, em acetato de uranila e lavados em trés frascos
com agua destilada. Em sequida foram contrastados em citrato de chumbo, durante 5 min
e lavados novamente em 3 frascos com agua destilada. 0s cortes foram examinados e fotogra
fados no microscopio eletrénico de transmissao ZEISS modelo EM 10A.

Apenas os cortes semi-finos foram montados em 13minas de vidro corados a quente
com azul de toluidina, examinados e fotografades em um fotomicroscopio ZEISS, modelo
Axiomat NDC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomatologia Externa
No presente trabalho, o primeiro sintoma observado em lagartasde A. monuste infec

tadas por B. thuringiensis var. kurstaki, apds as primeiras 2 horas da ingestdo do patd
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geno, foi a perda do apetite. As lagartas param de se alimentar, indicando alguma dis=
funcao no aparelho digestivo ocasionada pela agdo da & - endotoxina produzida pelo baci
lo, que age direto nas células epiteliais do intestino. '

Algumas horas ap6s o tratamento, as lagartas entram numa fase de regurgitacao e
diarréia. Com 12 horas de infecgao o tegumento da lagarta comeca a ficar opaco e a co-
loragao adquire um aspecto escuro. Com 24 horas de tratamento as lagartas diminuiram
bastante a movimentagac, apenas reagem com movimentos lentos da cabeca em resposta a es
timulos de toque. Como as lagartas dessa especie nao sofrem paralisia geral, elas podem
ser colocadas no tipo Il na classificacao de Heimpel & Angus (1959), em que as lagartas
além de nao sofrerem parilisia geral, a morte € por septicemia ocasionada pela germina-
cao e multiplicacao da bactéria na cavidade do corpo. Neste tipo ||, encontram-se tam-
bém outras espécies como Brassolis sophorae (Habib et al., 1986), Alabama argillacea (Ha
bib, 1982) e Anticarsia gemmatalis (Amaral & Habib, 1981; Amaral, 1982).

Com a paralizacao do funcionamento do intestino, ocasionado pela acado da & - endo
toxina, a lagarta entra numa fase mortal, que ocorre entre 24 e 72 horas.

PApos a morte, o corpo da lagarta, que estava semi-flacido, comeca a secar, fican-
do com aparéncia de mumificado e o tegumento termina de escurecer, adquirindo a colora=-
cao preté,

0 desenvolvimento dos diferentes sintomas variou no tempo, de acordo coma dosagem
aplicada e a idade da lagarta.

A seqlencia desses sintomas coincide com descrigoes de outros pesquisadores como,

Steinhaus, 1951; Tanada, 1953 e Habib, 1982, para outros lepidopteros.

Histopatologia

A analise histopatolégica do intestino médio de lagartas de 59 estadio de A. mo-
nuste 16 horas apos a infecgao por B. thuringiensis, foi realizada com uma dosagem equi
valente a 266 Ul/g. As alteracces observadas através de microscopias Gtica e eletroni-
ca, mostraram ter alguma relacac com os sintomas patoldgicos externos, no quediz respei
to aos distlrbios que ocasionam a parada alimentar, tal parada, por exemplo, foi compro
vada pela presenga do tecido vegetal mal digerido misturado com a bactéria na luz intes

tinal (Figura 1).

Fig. 1. Presenca de tecido vegetal mal digeride, misturado com bacterias, na luz do in
testino médio de lagarta de A. monuste monuste, infectada por Bacillus thurin-
giensis. (1120 x).
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Fig. 2. Degeneracao das microvilosidades do intestino médio de A. monuste monuste com
16 horas de infeccao com Bacillus thuringiensis var. kurstaki em cortes ultra-
finos. (2940 x).

As alteragoes citologicas observadas no periodo em que ocorrea infeccao incluiram
a degeneragao das microvilosidades nas ceélulas epiteliais (Figura 2). As membranas celu
rares se apresentam formando espagos vazios dando a impressac de estarem sofrendo desi-
dratacao. Em células sadias, isto €, em lagartas nac infectadas pelo bacilo, as micro-
vilosidades apresentam-se intactas.

Esses dados coincidem com as observacoes de Ebersold et al. (1977), quando citam
a formagao dos espagos intercelulares e as alteracoes ocorridas nas microvilosidades, em
lagartas de Pieris brassicae.

As mitocondrias na presenga da toxina do bacilo, sofrem alteracbes no tamanho, in
cluindo hipertrofia, dissociacac e desintegragao das cristas, isto &, o conteldo & dis-
solvido.

Traverls et al. (1976) mostraram que o efeito da endotoxina nas mitocondrias, além
de inibir a produgdao de ATP, também estimula a obtencao e consumo de oxigénio. A acao
dessa toxina nas mitocondrias resulta no aumento da taxa de respiracao celular ocasio-
nande maior absorcao de glicose pelas celulas epiteliais do intestino médio.

Ebersold et al. (1977) citam o desenvolvimento de vacloles no reticulo endeplasma
tico, que resulta da ruptura dos sitios de conec¢ao da membrana, este fato nao foi obser
vado. Entretanto, maior vacuolizagdo foi observada no proprio citoplasma de epitélio.
Enquante isso, as mitocondrias do epitélio-intestinal nao infectado apresentam as cris-
tas intactas.

Os nicleos das celulas ep teliais foram os Unicos que aparentemente nao se altera
ram de uma forma drastica sob a acac da endotoxina; somente uma exposicao prolongada em
contato com a toxina induziria alguma contracao no material nuclear (Ebersold et al.,
1977). Entretantc, Habib (1968 e 1982) observou condensacao de cromatina em nicleos de
células epiteliais de Anagasta kuhniella e Alabama argillacea infectadas poe esta bactg
ria.

Dissociacao das fibras musculares do intestino médio, tanto circulares como longi

tudinais, foi freglientemente observada. A membrana peritrofica foi totalmente degererada,
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resultando em contato direto entre o alimento e as células epiteliais (Figura 3).
Essas observacoes coincidem com as de Habib (1982), em larvas de A. argillacea in

fectadas pelo mesmo sorotipo.

&

Fig. 3. Degeneracao da membrana peritéfica e vacuolizacdo das células epiteliais do in
testino médio de lagartas de A. monuste monuste com 16 horas de infeccac por
Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Em microscopio &tico. (800 x)

SUMMARY

Extennal and internal symploms were detected in the present study, among Larvae of
Ascia monuste monuste infected by Bacillus thuringiensis var. kunstaki (H: 3a-3b).

12 s Amportant te be jamiliar with the external symptoms of Lhis bacterial disease
An onden to evaliate fhe efficiency of products based on this pathogen,

Altenations detected among the mid-gut epithefial cells were also descnibed.
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