influenciado a alta incidéncia das larvas da bicheira-da-raiz. Por exemplo, Prando (1999)
encontrou 2 espécies de coledptero da familia Dytiscidae predador de larvas da bicheira-da-
raiz, bem maiores que as larvas da bicheira, que vivem na superficie do lodo, e ao contrario
das larvas da bicheira que vivem abaixo da rede de raizes das plantas de arroz, sdo alvos
mais faceis para os peixes. De acordo com Moreira (1996), 15 dias apds o plantio foram
encontrados cerca de 30 ovos/planta, e aos 60 dias, mais de 75 ovos/planta. Portanto,
gquando sdo colocados os peixes, aproximadamente 3 semanas depois da semeadura, as
larvas da bicheira j& estdo fixadas nas raizes e ndo ficam vulneraveis a predacéo. O nivel
mais alto de agua utilizado na rizipiscicultura também favorece a bicheira porque, de acordo
com Moreira (1996), quanto maior a profundidade da &gua maior sera a incidéncia da
bicheira. Em ensaios realizados por Sato e Prando (2000), foram observados que tanto os
alevinos da tildpia do Nilo como os da carpa comum, somente as maiores de 10g,
consumiram mais de 100 adultos da bicheira-da-raiz/peixe, em menos de 2 horas. Ao n0sso
ver, uma das formas de minimizar o ataque da bicheira-da-raiz € povoar com alevinos de 10
a 20g, por ocasido da semeadura do arroz, para permitir que 0s peixes se alimentem dos
adultos e também das larvas de primeiro estadio, antes que elas se fixem nas raizes de
plantas jovens. E também como manejo integrado de pragas, mais no sentido de convencer
0 agricultor a eliminar ou reduzir o uso de agrotoxicos em seu beneficio e, do meio
ambiente.

A média do nimero de pupas ndo ultrapassou de 5 em todos os tratamentos (Fig.2),
sendo que a maior ocorreu no D1P1SA com 4,5 pupas e a menor no D2P2 com 1,3 pupas.

A andlise econbmica efetuada demonstrou que a rizipiscicultura, ensejou um lucro
equivalente a 29,5% da producdo do arroz (Sato e Castagnolli, 1999). Se levarmos em
consideragdo que o peixe ainda contribui no controle de plantas daninhas e de insetos, a
rizipiscicultura € um empreendimento viavel.

Nas condicbes do experimento pode-se concluir que o peixe auxilia no aumento da
produtividade do arroz, independentemente da densidade e das proporcdes de espécies
utilizadas, mas n&o controla satisfatoriamente a bicheira-da-raiz. Entretanto, outros
experimentos com diferentes tamanhos e espécies de peixes devem ser conduzidos para
gue se possa avaliar melhor a influéncia do peixe.
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PATOGENICIDADE DE BACILLUS THURINGIENSIS AS LARVAS DE
ORYZOPHAGUS ORYZAE (COL., CURCULIONIDAE), EM LABORATORIO
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Na agricultura mundial e mais especificamente na agricultura gadcha, a cultura do
arroz destaca-se tanto pela importancia econémica e comercial, quanto pela area de cultivo.
Entre os fatores adversos ao cultivo e a producéo de graos, destacam-se 0s insetos-praga,
sendo que as ordens Lepidoptera e Coleoptera compreendem o maior nimero de pragas
agricolas (GALLO et al.,1988).

Na cultura do arroz irrigado, a principal praga é o Oryzophagus oryzae (Coleoptera,
Curculionidae), ocasionando danos econémicos dentro de um curto espago de tempo. Em
lavouras implantadas através da semeadura em solo seco, o inseto adulto, conhecido como
"gorgulho aquéatico" raramente acarreta perdas econdmicas, apenas alimenta-se das folhas
e oviposita nas partes submersas das plantas de arroz. Ao contrario, em lavouras onde s&o
usadas sementes pré-germinadas, o inseto adulto alimenta-se intensamente de plantulas,
podendo afetar economicamente a cultura. Contudo, os principais danos de O. oryzae
correspondem a alimentacéo das larvas (bicheira-da-raiz), no sistema radicular, reduzindo a
capacidade de absorcdo de nutrientes e resultando em perdas de produtividade de 10 a
30% (MARTINS, 1990; OLIVEIRA, 1994; PRANDO, 1999).

Praticas culturais tradicionais do manejo da cultura do arroz irrigado como destruigdo
da resteva, limpeza de canais de irrigacdo e aplainamento do solo, contribuem para reduzir
os danos causados por O. oryzae. Entretanto, quando tais praticas sdo insuficientes para
impedir a ocorréncia de niveis populacionais, economicamente prejudiciais a cultura, a
principal alternativa de controle tem sido o uso do inseticida Carbofuram granulado,
distribuido em cobertura, na agua de irrigacao, visando atingir as larvas (MARTINS et al.,
1993; OLIVEIRA et al., 1995). Considerando os inseticidas quimicos, existem restricbes ao
uso desse produto devido a alta toxicidade, custo relativo elevado e dificuldade para
distribuicdo uniforme via aérea. Além disso, o uso do Carbofuram para controle de gorgulhos
aquaticos, na cultura do arroz, vem sendo proibido no Japéo e esta sendo questionado nos
Estados Unidos da América. Sendo assim, faz-se necessario desenvolver métodos
alternativos ao controle quimico.

No controle microbiano de insetos-praga, Bacillus thuringiensis tem sido o
entomopatégeno mais utilizado na escala mundial (ALVES, 1998). Sendo assim, esse
agente de controle biol6gico € o mais promissor, tanto do plano das aplicagfes atuais
guanto das perspectivas de desenvolvimento (FIUZA, 1995). As cepas de B. thuringiensis,
atualmente classificadas e caracterizadas, sdo constituidas de toxinas especificas contra
formas jovens de lepiddpteros, dipteros e coledpteros. Também j& foi mencionada a
existéncia de toxinas ativas contra nematdéides, protozoarios e acaros (SCHNEPF et al.,
1998). Por outro lado, ainda existem inimeros isolados de B. thuringiensis, para os quais a
atividade inseticida ainda € desconhecida.

Nesse contexto, a andlise entomocida das delta-endotoxinas Cry j& caracterizadas,
assim como o0s estudos relacionados aos novos isolados de B. thuringiensis, sao
considerados de grande relevancia para o controle microbiano do inseto-praga alvo em
estudo, responsavel por perdas significantes a producdo de arroz irrigado. Assim sendo, 0
presente trabalho objetivou a analise in vivo da patogenicidade de um novo isolado de B.
thuringiensis as larvas de O. oryzae, em condi¢cbes laboratoriais, o qual devera
posteriormente ser testado em casa de vegetacdo e campo.

A dificuldade de métodos de bioensaios adequados aos testes de patogenicidade de
B. thuringiensis contra as larvas de O. oryzae tem sido o problema de diversos
pesquisadores que atuam nesta area, sendo assim na presente pesquisa foi adaptada uma
técnica a realizacdo desses ensaios in vivo.

As larvas e as plantulas de arroz foram coletadas em lavouras da EEA do IRGA
(Cachoeirinha, RS), sendo em seguida levadas ao laboratério e acondicionadas em tubos de
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ensaio, testando inicialmente sua adaptabilidade em diferentes solucdes: Meio Yoshida,
agua potavel, agua da lavoura e 4gua destilada. Para verificar a ingestdo da solugéo pelas
larvas, adicionou-se a essas 0 corante Coomassie Blue (CB), as concentracdes de 10, 5,2 e
1%. Os ensaios foram mantidos em camara B.O.D., a 28°C, 80% de umidade relativa e
fotofase de 16 horas.

Os resultados revelaram que as larvas apresentam maior longevidade quando foi
utilizada a “a4gua da lavoura”, estando esta associada a concentracdo de 2% de CB. As
larvas tratadas foram dissecadas quatro dias apos a aplicacdo dos tratamentos, revelando a
presenca do corante no sistema digestivo, comprovando assim a ingestdo das solucbes
utilizadas nos tratamentos. Os dados revelaram o referido método de bioensaio como
adequado aos testes de patogenicidade de B. thuringiensis contra as larvas de O. oryzae.

Nos bioensaios, com o novo isolado B. thuringiensis 2014-2, as larvas de O. oryzae
foram coletadas, entre janeiro e maio de 2001, em parcelas de arroz da EEA do IRGA
(Cachoeirinha, RS). No laboratério, as larvas foram distribuidas em 8 tubos de ensaio a
propor¢cdo de 5 larvas/tubo, correspondendo a 40 larvas por experimento e 3 repeticoes,
totalizando 120 larvas por tratamento (Figura 1).

Figura 1 - Bioensaios de Bacillus thuringiensis contra as larvas de Oryzophagus oryzae, em
laboratério, IRGA e UNISINOS, RS, 2000-2001.

O isolado de B. thuringiensis foi inoculado em erlenmeyers contendo Meio Usual
Glicosado, acondicionados em Shaker, a 180 rpm, e 30°C, durante 48 horas. Apds esse
periodo, as culturas foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 15 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e a mistura (contendo as células bacterianas, os cristais e 0s
endosporos) recuperada em agua destilada esterilizada. Na contagem dos enddsporos,
retirou-se uma aliquota da suspensao bacteriana, a qual foi diluida (a proporcédo de 1/100 e
1/1000) e aplicada na Camara de Neubauer, sendo a contagem efetuada com auxilio de
microscopio éptico. No bioensaio foi utilizada a concentracéo final de 8.10'° endésporos/mL
para o isolado B. thuringiensis 2014-2. A suspensdo foi aplicada em tubos de ensaio,
contendo 8 mL de agua da lavoura e Tween 20, plantulas de arroz e larvas de O. oryzae.
Nos tubos correspondente a testemunha, a suspenséo bacteriana foi substituida por agua
da lavoura e Tween 20. Os tratamentos foram acondicionados em camara tipo B.O.D., com
fotofase de 12 horas, a 25°C e 80% de umidade relativa,

A mortalidade foi observada 7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, sendo a
mortalidade corrigida calculada pela férmula de ABBOT (1925), e o valor médio obtido para
0 tratamento correspondente ao isolado de B. thuringiensis 2014-2 equivalente a 53,41%.
Os resultados revelam a especificidade do entomopatdgeno B. thuringiensis 2014-2 a fase
imatura do inseto-praga alvo. O referido isolado foi obtido através do isolamento de
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bactérias a partir de amostras de solos coletadas em diferentes areas de arroz irrigado do
Rio Grande do Sul. As analises moleculares, preliminares, do isolado em estudo revelam a
presencga de genes cry3 que codificam delta-endotoxinas especificas aos insetos da ordem
Coleoptera, confirmando assim os resultados de patogenicidade observados nos bioensaios.

As proximas etapas dessa pesquisa correspondem a purificacdo das proteinas
sintetizadas pelo novo isolado B. thuringiensis 2014-2 e a determinacdo da Concentracdo
Letal Mediana (CLsp), que indica a toxicidade e a viabilidade da utilizag&do do isolado como
biopesticida ou dos genes cry na obtencdo de plantas resistentes as larvas de O. oryzae,
sendo a Ultima viavel através da engenharia genética de plantas ou pelo processo de
mutagénese.

Apoio: EEA-IRGA e UNISINOS
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