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INTRODUGAO

Pretendeu-se verificar se a metodclogia proposta
pelos protocolos internacionais para andlise
toxicopatolégica dos biopesticidas é adequada ao
estudo de seu risco de aplicagdo por pulverizagio
em florestas no Brasil. Foram realizados testes
toxicopatolégicos em ratos, para verificagdo da
persisténcia do microrganismo no animal e a
possivel ocoméncia de danos provocados pela
exposicao ao Bacillus thuringiensis. A fim de analisar
a toxicidade/patogenicidade dos biopesticidas testou-
se em animais, a administragdo do produto pelas
vias respiratoria e oral, e realizou-se sua
quantificagéo em drgdos e fezes, além da verificagdo
de lesGes na necropsia. Em relagdo a avaliagdo de
sua persisténcia e disseminagdo no ambiente
avaliou-se a presenga do microrganismo em
amostras de folhas verdes e em detritos no solo, em
uma area de reflorestamento de eucaliptos, tratada
por aplicagdo aérea e terrestre. Concluiu-se que a
dose proposta nos protocolos intermacionais de
avaliagdo de risco do uso de biopesticidas esta muito
acima da dose encontrada em campo, entretanto
sugere-se que sejam incluidos testes de exposigdo
prolongada a diferentes doses.

A andlise ecotoxicolégica vem sendo utilizada na avaliagdo da
possibilidade de danos dos pesticidas quimicos, quando de sua proposta
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para uso em campo. Entretanto, estes testes néo se aplicam na sua
totalidade aos pesticidas microbiolégicos. Fatores como a possibilidade de
proliferagéo do microrganismo no organismo-teste e a agéo patogénica do
biopesticida exigem estudos aprofundados das interagées entre o agente
microbiano e o organismo-alvo, bem como o estabelecimento de novas
metodologias padronizadas de analise.

Atualmente, os impactos ambientais causados por biopesticidas sdo
estimados mediante testes que utilizam uma dose desafio do biopesticida,
considerada de maximo risco (100 a 1000 vezes a dose utilizada em
campo) (1). Estes testes, conduzidos em condigbes padronizadas de
laboratério sobre organismos n&o-alvo como indicadores dos diversos
compartimentos ambientais, nao avaliam os danos provocados pela
persisténcia do microrganismo no ambiente, nem tampouco se a dose
desafio é adequada ou se os resultados obtidos refletem diretamente o
risco apresentado.

Com o intuito de verificar se a analise toxicolégica, baseada na
dose desafio (1), & adequada ao estudo de risco de biopesticidas nas
condigdes brasileiras foram eleitos o produto comercial a base de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Btk), o sistema florestal e as pulverizagbes
aérea e costal como sistema de estudo. Para tanto, testou-se em animais
de laboratério a administrago do produto pelas vias respiratéria e oral e
no ambiente, bem como avaliou-se g presenga ou auséncia do
microrganismo em amostras de folhas e solo da drea aplicada. Além disso,
foi avaliada a sensibilidade do método de recuperagao do microrganismo a
partir de amostras biolégicas como base para andlise de risco
comparativo.

Cabe ressaltar que Btk ¢ uma bactéria meséfila e aerdbica que
produz esporos e um cristal protéico que constituem complexo téxico a
certos lepiddpteros e esta sendo utilizada no Brasil por diferentes métodos
de aplicagéo, incluindo a aérea, em dreas de reflorestamento com
eucaliptos. As anélises e procedimentos aqui estudados, bem como
possiveis extrapolagdes de comportamento aplicam-se a este tipo de
entomopatdgeno nessas caracteristicas de atuagio.

2 MATERIAL E METODOS

21  BIOPESTICIDA

Foi utilizada formulagdo comercial de Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Btk) com poténcia 32.000 IU/mg. A quantificago dos esporos em
termos de Unidades Formadoras de Colénias (UFC), segundo metodologia
descrita no item “analise microbioldgica”, foi realizada nos Laboratérios da

Embrapa Meio Ambiente, indicando a presenca de 6,00 x 108 UFC/g do
produto comercial. '
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2.2 ANALISES TOXICOLOGICAS

221 Animais

Foram utilizados ratos Wistar _..:m:n:cm e .ﬁmammmm_ _am
aproximadamente 250 g, mantidos em condigbes padronizadas de luz

°C).
i laro/escuro 12h) e temperatura (22 t 2 °C ,
L nqon_om os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de

polipropileno. Tanto a comida quanto a ,mm:m foram fornecidas a vontade
m excecdo dos casos devidamente _:a_omn_Om,. ,
“ _ummw cada tratamento estudado foram utilizados 10 ratos machos e

10 fémeas nas condig¢des indicadas.

2.3 DOSES E TRATAMENTOS

A dose desafio foi de 1x10% UFC por aomm.m por ,mq..___._._m_ ﬂmmﬂm,_ a m:m
de determinar a toxicidade/patogenicidade do .U_onmmco_am_ m.w hw__o c_.hmo
administrados por animal teste ndo foram superiores a 0,3 mL/ gp
para a via respiratéria e 1,0 mL/100 g peso para a via oﬂm_.. -

Foram utilizados dois tratamentos para cada mx_umzam.:ﬂo_ ou ¢ _“,_o
(i) produto comercial no_._:m:mmsﬁm:,_ms_\m diluido, o\ozﬂmsao o] E_nqcunmm_w ne
ativo (AT) e (ii) controle (CT), constituido vm,_o <m_oc~,0 de mn_:“_:__w ﬂmmowq._._ y
suspensao do tratamento AT, isento do microrganismo (autoclav w ma
121 °C/20 min). Igual nimero de machos e fémeas receberam o

tratamentos.

2.4  VIAS DE EXPOSIGCAQ

2.4.1 Viaoral

As suspensdes AT e CT foram ma:.__:_m.wﬁmamw por ,._,_m oral, r_mm,.._”_o-
se canula metalica adequada. A agua e a ragéo ﬂoﬂma.ﬂm__qmamm 24h mﬂ.mw
da administrag@o por via oral da suspensao teste. Foi mqmﬂcmammm%mﬂmmwﬂm
microbiolégica diaria das fezes para verificar a presenca de

material.

2.4.2 Via respiratéria

As suspensdes utilizadas AT e CT foram ma.:.,._:_m:mamm por M_m
intratraqueal, com auxilio de laringoscopio introduzido na traquéia do
animal, apos anestesia superficial com éter.
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25 OBSERVAGCAO DOS ANIMAIS

2.5.1 Sinais e sintomas

os <o mmoq,ma ocmm,:__maom. diariamente, apés exposicdo oral ou respiratéria
n:oc_m_.owm __.m:m. pele e pelo; olhos e mucosas; sistemas respiratério e
orio; sistema nervoso periférico e central (tremor, diarréias

convulséo, letargia e salivagéo): a
conl g alivagdo); padrdo comportamental e tempo de

2.5.2 Patologias e presenga do microrganismo

Todos os animais foram sacrificad
. K : os ao final dos testes em cuba de
M%wa com algodao mac.mc_ao em éter etilico e submetidos & necropsia com
55 M_.«mw.mﬁ macroscopica dos @Bmom. Os animais foram sacrificados no
i aa 3_:_m,.:wu_omo (dia 0) apds 1 hora desta, e no 1°, 3% 7° e 14° dias
_mﬂ,u_ﬂ mmﬂ mmwu:oawﬁmw bm necropsia foi realizada dentro de camara de fluxo
s o retirados entéo os 6rgédos para o estudo d i i
, SE : e a persisténci
MM L:“Mﬂ_umm%omam_ ,n_o c%oumm:n_am. Cada érgéo foi pesado e 3oﬂqonm:mﬁ%aw
salina. A cada nova amostra, a haste do h i
tecidos e o material cirdrgico utiliz . i e
: ados foram limpos com soluca i
seguida de solugédo de hipoclorito a 29 a i il e
i L p 2% e solugéo salina, esterilizada, em
acu__ommwawh%_,__,ﬂmom:maw M_o- diluido, plaqueado em meio adequado e em
; 0 metodologia descrita para andli i iologi
Recolheram-se 10 g de bolo fecal i e
: nos dias de sacrificio dos animais
wmwm”mmom por via oral. O cn.,_,o fecal recolhido do intestino reto foi macerado
.t gitado em agua mmﬂm:__wmam. Foram ent&o realizadas as diluigdes e
p ncmmamm_o segundo método descrito para analise microbiolégica
quantificag&o do microrganismo. s

3 ANALISE MICROBIOLOGICA

s i .O-Bmﬂm:m,m sob andlise, devidamente homogeneizado, foi submetido
i uicoes seriadas em solugdo salina esterilizada para permitir a
o :wmwnﬂ_:m de vaoam bacterianos. As diluigdes adequadas foram
Idas a choque térmico (80 °C/10 min) e entdo pl
duplicata pelo método “pour-plate” Bl fanr e
-plate
._.Ioz_umozmm._.m,\mzmoz_uﬁv. g o R R e
As amostras plaqueadas foram incub
] Stre : adas a 30 °C por 24h
“,_Mmq”mww de coldnias obtidas por placa (entre 25 e 250) foi mﬂoamao ,ww
O expresso como meédia das repetigées, transformado segundo

ghoc_om de Q__C_ﬂ@mm. pesos e v |
material biolégico analisado, olumes e apresentado como UFC/g do
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4 QUANTIFICAGAO AMBIENTAL DE Btk

41 EXPOSICAO

A deposigdo do biopesticida foi avaliada ap6s cada um dos trés
métodos de aplicagdo utilizados: pulverizagao eletrostatica com carga
(PEC), sem carga (PES), e pulverizagdo aérea (PA). Para a pulverizago
eletrostatica foi utilizado canhdo Berthoud, modelo AF super 600,
modificado pela disposigdo de conjunto de 8 bicos eletrostaticos (3),
calibrados para aplicar volume total de 7 L/iha. A pulverizagdo sem carga
eletrostatica foi realizada com o mesmo equipamento, desligando-se
somente o sistema de indugdo eletrostatica. Para a pulverizag@o aérea
utilizou-se avido |panema Embraer 202, equipado com B bicos Micronair
AU 5000, calibrado para aplicar o total de 20 L/ha.

Foram realizadas aplicagdes em areas com plantio de diferentes
idades: uma em plantio de 2 anos, com arvores de aproximadamente 13
metros de altura e outra com 2,7 anos de idade e arvores de
aproximadamente 20 metros de altura. Cada parcela envolveu area com
50 metros de comprimento por 40 metros de largura, sendo as
amostragens realizadas nas trés linhas mais préximas do pulverizador (no
caso da pulverizagdo eletrostatica) ou nas trés linhas centrais do
tratamento usando avido. As pulverizagdes foram realizadas com calda
contendo 2,6 x 10° UFC/L do produto comercial. A deposicdo foi
quantificada em amostras de folhas verdes, das copas das arvores, e do
residuo de folhas e outros materiais que cobriam o solo, sendo cada tipo
de amostra coletado menos de trés horas apés a aplicagdo.

42 QUANTIFICAGAO DA DEPOSIGAO

Para a quantificagéo da deposigdo de Btk em folhas verdes foram
coletadas cerca de 10 folhas por planta, mantidas em sacos plasticos e
acondicionadas em gelo ou em geladeira até o momento da andlise.
Apenas cinco destas folhas verdes foram utilizadas para analise. Sua
area foliar foi determinada em aparelho LI-COR, modelo LI 3100. Para a
quantificagdo de esporos do Bk, as folhas foram picadas manualmente e
agitadas em 100 mL de solugdo de NaCl 0,85% e gotas de Tween 80.
Depois de diluidas convenientemente foram submetidas a contagem de
esporos segundo metodologia de analise microbioldgica ja descrita.

A amostragem sob as arvores foi realizada retirando-se cerca de 10
gramas deste material, a 5 cm de profundidade, nas entrelinhas dos
eucaliptos. Colocou-se o material coletado em sacos plasticos,
devidamente identificados, que foram mantidos em gelo ou geladeira até o
momento da analise. Cada amostra foi colocada em frasco Erlenmeyer,
contendo 100 mL de solugdo de NaCl 0,85%, esterilizado, tendo entéo
tratamento igual ao descrito para as folhas.

Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente, Curitiba, v. 10, jan./dez. 2000 79




5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBSERVAGAO CLINICA DOS ANIMAIS

Os animais nao apresentaram alteragdes clinicas durante os
psia detectou alteragées quando da

experimentos, nem a necro
administragdo por quaisquer das vias utilizadas.

52 QUANTIFICACAO DO M
BIOLOGICAS CRORGANISMO NAS AMOSTRAS

Os resultados obtidos ificacs
] para a quantifi i i
fezes estdo apresentados na Tabela ._n oo do microrganismo nas

TABELA 1 - mm_ﬂomz;mmg DE ANIMAIS QUE APRESENTARAM
POROS DE BTK NAS FEZES APOS EXPOSICAO ORAL

Grupos de i i
. 3oy Dias de observagio
| ] 2 3 4 5 6 7
Experimental (%) 100 100 100 100 8333 3333 0
Controle (%) 0 0 0 0 0 o
0

cois Q_Mm_ womm_.cm_ am#mﬂmm a presenca do Btk nas fezes dos animais até
e .oMm a mw_uom_omo por via oral (Tabela 1). Neste dia, foram
Sncontrados 5,4 x 10°e 4,3 x 10*UFC/10 g de fezes, nos grupos “macho’ e
ancumﬂw mmmmmwwwﬁwam_ﬂw Apbs o sétimo dia, nenhum esporo de Btk foi
_ rado. sultado indica a possibilidade de di
s , °a a po! ispersdo do a
nmm%%wﬂﬂo M_,M mmﬁuwﬂ_uwim, Também justifica futuros testes que m_,:,_cq%:m:m_.m
ondi iIcao natural, nos quais devera ser veri
) . erifi
Mwﬂwh_aaomam do B_oaﬁmzaao., sob a forma de esporos, acﬂm:ﬁMoMMw_aM
Uma_ma::%momabo. z.,mm.a sentido, SUNDARAM et al. (4) ao estudarem a
i cmmzmoo ﬂwhwmm;ouam Mﬂjc_mnmo comercial de Btk por aplicagio
aerea, e oristoneura fumiferan i
indicadora, mostraram que a aci i o Bl parsr o
: ra, mo . acao téxica mensuravel do Bt i
até Am‘m_mm muow aplicagéo na dose de 30 BIU em 1.5 L/ha ¥ persiste por
_ quantificagdo nos 6rgaos i ¢ osi
intratraqueal encontra-se na ._.mmw_m. m_mcmq_maom SRS e R

80 T "
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TABELA 2 - AVALIAGAO DOS ORGAOS QUANTO A PRESENCA DE
ESPOROS DE BTK APOS 1 HORA DE SUA
ADMINISTRAGAO POR VIA INTRATRAQUEAL (DIA 0)

Tecido " Grupo Controle Grupo Experimental
Machos Fémeas Machos Fémeas

Cérebro nd 2,6 x10° <1,6x10° nd

Coragdo nd nd nd nd

Pulmio nd <1,4x10° nd nd

Bago nd <1,8 x10? <5,1x10° nd

Sangue ¥ nd <2,0 x107 nd <1,0x10°

nd = Btk ndo detectado.
M= UFC/g de tecido.
@ = yFe/mL.

Nos outros dias de teste ndo se constatou a presenga de esporos
de Btk, exceto no pulmdo que apresentou <3,0x10° no 7° dia apds a
exposigao.

O método utilizado mostrou-se adequado para andlise da
infectividade e persisténcia do microrganismo nas varias amostras
coletadas do organismo animal, uma vez que os resultados estdo de
acordo com os trabalhos realizados por McCLINTOCK (5) e condizem com
a auséncia de sintomas e de danos nos 6rgdos estudados. O limite de
detecgio do método mostrou-se também adequado, visto que foi possivel
realizar contagem da ordem de 100 esporos/g do 6rg@o mais diretamente
exposto ao tratamento, apés terem sido administrados cerca de 10°

esporos por animal.

53 QUANTIFICACAO DA DEPOSICAO DE BTK EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de deposicao de Btk
em plantas de eucaliptos. A pulverizagdo aérea proporcionou a maior
deposicdo de esporos na superficie das folhas, nos dois estadios de
desenvolvimento. Tal resultado condiz com os de SUNDARAM et al. (6),
que verificaram que a deposicdo na regido mediana das plantas
decresceu na seguinte ordem de equipamento: avido, pulverizador
tratorizado e bico hidraulico/avi&o

A pulverizagdo PEC promoveu maior deposi¢do nas plantas de
menor porte e a PES nas plantas de maior porte. Esta diferenca observada
para a pulverizagao eletrostatica esta relacionada a altura com que o jato
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de ,mom_m foi direcionado durante a
equipamento eletrostatico foi calibrado p
largura, e 0 a &ngulo do canhao foi di

fai : o
omﬁmw. %mm:mﬂ:w%hm%o ,am mﬂonmm atingisse em torno de 15 metros Assim, no
as ais altas, a nuvem princi . _
g \ principal de gotas pr
tingiu a folhagem do eucalipto. O maior m_nmmc de uammwm__ww:%ﬂm

aeronave pode ser credit
ado ao fato da faixa d icacdo aé i
Se a apenas 18 metros de largura. ® aplicagdo aéres e

Pulverizagdo em cada caso. O
ara aplicar faixas de 40 metros de
recionado para que, no centro da

TABELA 3 - DEPOSICAQ
DE BTK EM FOLHA
EXPRESSA EM UFC/cm? DE FOLHA ¥ Bi: EUGKLIPTES

Porte da cultura PES!
13m

PEC2 PA? TEST*
1,9x10° 23x10° 29x10%
9,0x10? 29x10° 1,2x10%

_ .-
i W“__“MMMMMMO m__muﬁoﬂm:om sem carga (tratorizada)

0 eletrostatica i .
* Pulverizagio aérea. SRR e,

4
Testemunha (sem aplicacéo).

57x10%
20m 1, x10°

As perdas de produtos

. ; para o sol i
1o materal organien o foram analisadas como deposicao

erficie abaixo das plantas (Tabela 4).

T i =
ABELA 4 WMD_.FODO QUALITATIVA DA PERDA DE PRODUTO
RA O SOLO, EXPRESSA EM PORCENTAGEM DE

OCORRENCIA
Concentragio qualitativa ! z
PES PEC’ :
+ =
- 50 10 40
: 27 33 57
23 57 3

1
(+) contagens <30 UF
Clg;
50 UFC/g 9. (++) contagens entre 30 e 50 UFC/g; (+++) contagens
. _uc_,__mﬁmn.wo eletrostatica sem carga
Pulverizago eletrostatica com nma_m,

4 - -
Pulverizagdo aérea.

]

eri 3
onamﬂ_m.wﬂww ﬂ ‘Mmanutencdo da amostra apés a coleta foi
olhido em campo continha folhas recém caidas

3 Nestes ex
dificultada, pois
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das arvores, gravetos, folhas secas, insetos, material em decomposigao,
além de algum material Umido (sub-superficie desta camada de
componentes). Esta multiplicidade de componentes, aliada a presenca de
muita umidade nao permitiu sua conservagéo por longo periodo, pois
algumas amostras entraram em decomposicdo. Ao chegar ao laboratério
para analise, este material, que nao era homogéneo em sua composigdo
original, apresentava muita matéria aderida as paredes do saco de
acondicionamento e ao mesmo tempo algum material de maior tamanho
ainda seco (como insetos e gravetos). Tal fato dificultou a determinagéo
de sub-amostra homogénea, pois nao foi possivel realizar secagem sem
perdas significativas, e tampouco conheceu-se a massa para poder
homogeneizar todo o conteldo da amostra original. Frente a esta
dificuldade de quantificacdo realizou-se a determinagao microbiolégica de
forma semi-quantitativa, homogeneizando-se © conteido total das
amostras (peso da amostra determinado apds sua adigéo aos frascos de
diluicdo) em solugdo descrita na metodologia. Feitas as diluigdes
seqiienciais e realizada a contagem de esporos, conforme indicado na
metodologia, considerou-se trés grupos de resultados: (+) contagens <30
UFC/g; (++) contagens entre 30 e 50 UFC/g; (+++) contagens >50 UFClg.
O percentual de amostras contendo as contagens assim determinadas foi
calculado para cada tipo de aplicag@o — PES, PEC, PA.

Pode ser observado que a pulverizagdo PEC resulta em menor
desperdicio de produto do que a PES e a pulverizagdo aérea. lIsto
confirma as informagdes apresentadas por HISLOP (7) de que a
pulverizagdo eletrostatica pode reduzir em 20 vezes a contaminagéo do
solo quando comparada a pulverizagao convencional. Também,
SUNDARAM et al. (6) compararam a deposig@o entre a pulverizagédo aérea
empregando Micronair e bicos hidraulicos D8-46 e equipamento
tratorizado. Os resultados do estudo indicam que a deposigdo meédia de
gotas nas diferentes regides das plantas de nogueira variaram de acordo
com a posigdo de amostragem e o volume de aplicagéo, e que a meia vida
da toxina protéica do produto é afetada pelo grau de deposigdo. Percebe-
se assim a necessidade de mais estudos para verificar a influéncia do
grau de deposi¢do nas plantas, proporcionado pela pulverizagdo, na
persisténcia do Btk na area aplicada.

Devido as dificuldades encontradas na determinagdo quantitativa de
deposicao nas amostras de material de cobertura do solo néo foi possivel
comparar as Tabelas 3 e 4. Entretanto pode-se afirmar que a dose
verificada em campo (10°/cm?), conforme Tabela 3, foi inferior aquela
administrada aos animais (dose desafio equivalente a 1x10° UFC por
animal teste) de acordo com os protocolos internacionais (1).

Poucos sdo os estudos sobre a eficiéncia de aplicagéo de Btk em
florestas com diferentes tipos de pulverizadores, sendo que 0s principais
resultados disponiveis na literatura foram observados em florestas de
pinheiros ou nogueiras, em paises de clima temperado (4, 6). Apesar de
tais estudos levarem em consideragéo aspectos técnicos do método, como
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) —J_Q

sdo ai i
et wmhwn“_mamu%:_omw a serem ,oozmam.‘maow (11). Percebe-se assim
€ mais estudos visando verificagdo da influéncia do grau n_w

deposi¢do nas plantas, pri i i
b mu:nmn_m“. proporcionado pela Pulverizagdo na persisténcia

probabilidade de exposicdo seria prolongada.

6 CONCLUSAO

Concluiju-
Se que a dose proposta nos protocolos internacionais de

avaliagdo de risco do uso de bi i
e ; :
detectada em campo biopesticidas esta muito acima da dose

Sugere- i 5
gere S€ a Inclusdo nos protocolos de estudo brasileiros de

Abstract

This study was develo i
: ped in order to verify if i
W _ y if the toxic pathological
mmu:ma m”__w%qwmﬂeooma is mamacmﬁm to detect the risk nomm%m by v_ﬂwwummw%nﬂ et
sl in razil. ._.oxanm_zo__an_om_ tests were realized i e i
of the microorganism into the animal and the e o iy e

provoked by the exposition to . occurrence of a
i Bacillus thuringiensi ny damage
toxicity/, it ; i ringiensis (Bt). In
ity/pathogenicity of the biopesticides, it was tested in A.m_:v__am_m Mun Mqﬁm_#mzw b
respiratory

admi iIstration nd the resen f Wi measured in __O_A_Q___.m_ .—_mm:mm and in _mgm.
nistration a presence o Bt a i
a 5 as 1 i
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spraying. It was concluded that the challenge dose proposed by protocols are higher than
the observed dosages found in the field, however it is suggested that tests of lingering

exposition are included to different doses.
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