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RESUMO

O Estado do Parana é o maior produtor sericicola brasileiro. A atividade é explorada em
aproximadamente 200 municipios, envolvendo cerca de 7.000 produtores rurais. Durante o estagio
de lagarta, o bicho-da-seda (Bombyx mori L.) é susceptivel a doencgas causadas por virus, fungos e
bactérias. Estas doencgas podem gerar sérios danos na produgédo de casulos e, conseqiientemente,
prejuizos para o produtor. Com o objetivo de se verificar os entomopatégenos associados a
lagartas de B.morino Estado do Paran4, foi desenvolvido o presente trabalhonas principais regices
produtoras, no periodo de novembro de 2002 a abril de 2003. Para tanto, lagartas suspeitas de
infecgdo, vivas e/ ou mortas foram coletadas diretamente dos barracdes de criagdo das empresas
sericicolas. O material coletado foi armazenado em frascos plasticos identificados e colocado em
caixas térmico. No laboratério, as lagartas foram processadas utilizando-se metodologias espe-
cificas de acordo com o patégeno suspeito. Apés o isolamento foram identificados os
entomopatégenos Baculovirus (31,4%), Beauveriabassiana (Bals.) Vuill. (5,3%) e Bacillus thuringiensis
Berliner (2,2%).
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ABSTRACT

ENTOMOPATHOGENS ASSOCIATED TO BOMBYXMORI CATERPILLARSL. (LEPIDOPTERA:
BOMBYCIDAE) IN THE STATE OF PARANA, BRAZIL. The state of Parand exceeds all other
Brazilian states in terms of silk production. Approximately 7,000 agricultural producers engage
in this activity, in about 200 counties. During the caterpillar stage, silkworms (Bombyx moriL.) are
susceptible toanumber of diseases caused by viruses, fungi, and bacteria. These diseases seriously
impact cocoon production, and consequently result in losses for producers. To study the
entomopathogens associated to B. mori caterpillars in the state of Parana, the present study was
carried out at the main producing regions from November 2002 to April 2003. Live and/or dead
caterpillars suspected of infection were collected directly from the rearing huts of silk-producing
companies. The collected material was stored in plastic containers, properly identified and placed
in cooler boxes. In the laboratory, the caterpillars were processed by specific methodologies
according to the suspected pathogen. After isolation, the entomopathogens Baculovirus (31.4%),
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (5.3%) and Bacillus thuringiensis Berliner (2.2%) were identified.

KEY WORDS: Silkworm, Baculovirus, Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana.

O Parana é considerado um dos principais esta-
dos brasileiros na produgdo de casulos do bicho-da-
seda (Bombyx moriL.), sendo uma atividade explora-
da em aproximadamente 200 municipios, envolven-
do cerca de 7.000 produtores rurais (EMATER, 2006). A
producdo estaconcentrada, sobretudo, nas pequenas
propriedades rurais, onde predomina o trabalho fa-
miliar, representando uma alternativa importante de

renda para milhares de pessoas (COorRRADELO, 1987,
WATANABE et al., 2000, BRancaLHAO, 2002).

A qualidade dos fios de seda esta diretamente
relacionada a qualidade dos casulos, pois estes sao a
matéria-prima daproducao, deformaqueodesafioda
sericicultura é a busca do aumento da produtividade
e a melhoria da qualidade do casulo (CorrRADELO,
1987). Dentre os problemasassociados asericicultura
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e que afetam diretamente a qualidade dos fios, sdo os

entomopatégenos, em especial os virus, que tém posi-
¢do de destaque (AMARAL;ALVES, 1979). OsBaculovirus

estdo entre os entomopatogenos mais importantes e
mais estudadosno Brasil quantoaoseumododeacao,

poisinfectam os varios tecidos dobicho-da-sedaesao
facilmente disseminados pela hemolinfa, fezes e
regurgito dalagarta quando esta se encontrainfectada
(BraNCALHAO, 2002, BRANCALHAO; RiBEIRO, 2003). Este
virus é facilmente difundidonos barracées de criagao
devido a sua prépria natureza e a falta de cuidados e

acompanhamento da criag¢do por parte dos produto-

res (AMARAL; ALVES, 1979, Fonseca; Fonseca, 1986,
HanaDA; WATANABE, 1986).

Além das infecg¢bes virais, o bicho-da-seda tam-
bém é suscetivel a fungos e bactérias (Fonseca; FONSE-
cA, 1986), sendo este um problema antigo, pois ha
cerca de 4.000 anos na China e no Egito, assim como
na Grécia, as doencas que acometem as lagartas ja
eram conhecidas. Posteriormente, no século XIX, rece-
beu também a aten¢do de Louis Pasteur (ALvEs, 1998,
HaBis; ANDRADE, 1998).

Dentre as bactérias que causam doengas no bicho-
da-seda, destaca-se Bacillus thuringiensis Berliner que,
apesar da baixa incidéncia, deve ser controlado, pois
seusesporosecristaissaodisseminadosamplamente
naschocadeiras dasindustrias sericicolas, infectando
os insetos oralmente (AMARAL; ALVES, 1979, HaNADA;
WATANABE, 1986, SENGUPTA et al., 1990).

Com relacdo aos fungos entomopatogénicos, os
mais freqiientes que infectam B. mori sdo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopline(Metsch.)
Sorok., respectivos causadores das doengas calcinose
e calcinose preta, assim denominadas, pois as lagar-
tas doentes se mumificam, “calcificando-se” (AMARAL;
ALvEs, 1979, Sencupta et al., 1990). Os fungos, por
atuarem via contato, exigem certas condigdes
ambientais para germinar sobre o inseto, como tempe-
ratura préxima de 25° C e umidade relativa préxima
de70% (ALvEs, 1998). Tais condi¢des sdo encontradas
nas criagdes, o que aumenta a probabilidade de con-
tagio e favorece a reprodugdo e disseminacdo dos
patogenos.

Embora presentes nos barracdes de criagdo, ha
poucos registros na literatura que tratem da incidén-
cia destes entomopatégenos no Brasil. Assim, este
trabalho foi realizado com o objetivo de se identificar
os entomopatégenos que infectam as lagartas do
bicho-da-seda nas principais regides produtoras do
Estado do Parand, bem como acompanhar sua inci-
déncia ao longo do periodo de criagdo do bicho-da-
seda no estado, compreendido entre novembro de
2002 a abril de 2003.

Paraisto, lagartas com suspeita de infec¢ao foram
coletadas em 139 barracdes de criagdo de bicho-da-
seda, previamenteselecionados por técnicos da Emater

(Instituto Paranaense de Assisténcia Técnica e Exten-
sdo Rural) e localizados nas principais regides pro-
dutoras do Estado do Parané (Noroeste, Norte/Nor-
deste, Oeste/Sudoeste e Centro-Sul), no periodo de
novembro de 2002 a abril de 2003. Os insetos foram
individualizados em frascos plasticos identificados
e armazenados em freezer (-10° C) e levados ao labo-
ratério onde foram processados e analisados, segun-
do técnicas especificas para cada entomopatégeno,
conforme ALVEs et al. (1998a). O nimero de lagartas
coletado em cada regido foi variavel, sendo que na
regido Norte/Nordeste coletaram-se 97, na regido
Noroeste 273 e apenas 7 na regido Oeste/Sudoeste,
sendo cada um considerada uma repeticao.

Aslagartas mortas com suspeita de infec¢do viral
foram maceradas emagua destiladae, posteriormente,
filtradasemalgoddo. Ofiltradofoi observadoafresco,
em microscépio 6ptico e, quando necessario, foi sub-
metido a coloragdo pela técnica de Azan modificado
(Hamm, 1966), especifica para corpos de oclusdo
poliédricos (ALVEs et al., 1998b).

Quando a presenca destes foi confirmada, o mate-
rial foi centrifugado e armazenado a -10° C. Além
disso, a patogenicidade do virus foi confirmada com
ainoculacdo em lagartas sadias, seguindo os Postu-
lados de Koch (ALVEs et al., 1998a).

As lagartas com sintomas de infec¢do bacteriana
foram dissecadas, e pequenas porg¢des foram retira-
das do seu corpo e submetidas aos procedimentos
padrdes para isolamento de bactérias do género
Bacillus (TRAVERS et al., 1987). As col6nias obtidas no
meio de cultura Agar-Nutriente que apresentaram
morfologia tipica de B. thuringiensis, segundo descri-
¢do de Sosa-GOMEz et al. (1998), foram amostradas e
preparadas laminas para serem observadas a fresco
em microscépio de luz, e também submetidas a colo-
racdo de SMIRNOFF (1962). O material identificado foi
encaminhado paraacolecdo de entomopatégenos do
Departamento de Biologia da Universidade Estadual
de Londrina (UEL), onde se encontra armazenado.

Aslagartas queapresentaramsintomas deinfecgdo
por fungo foram desinfectadas externamente com
imersdoemalcool70% eemaguadestilada,ecolocadas
em camara timida e incubadas a 26 £ 1° C e fotofase de
14 horas, durante 3 a 5 dias de forma a permitir a
conidiogénese e confirmar o agente causal de mortali-
dade. Em seguida, os fungos foram isolados utilizan-
do-semeio de cultura paraisolamento de fungosaveia-
dodine (ALVEs et al., 1998a). Os fungos obtidos foram
identificados em microscépio de luz, com a coloragdo
de Azul de Lactofenol, para confirmar a espécie, utili-
zando chaves de identificacdo (ALVEs et al., 1998Db).
Apésaidentificacdo,aquelesreconhecidoscomoespé-
cies entomopatogénicas foram encaminhados para o
banco de entomopatégenos da Universidade Estadual
do Oeste do Parand para armazenamento.
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Verificou-se que o Baculovirus foi o entomopaté-
geno mais freqiiente, estando presente em 31,4% das
amostras analisadas e concentrado na regiao Noro-
este (19%), seguida pela regido Norte/Nordeste
(8,8%). Da mesma forma, verificou-se na regido No-
roeste do estado a maior presenca de fungos
entomopatogénicos (4,6 %), sendo identificado ape-
nas B. bassiana (Tabela 1).

Por outro lado, B. thuringiensis foi o entomopaté-
geno de menor ocorréncia e se concentrou nasregioes
Norte/Nordeste e Noroeste, sendo encontrado em
somente 2,2% das amostras.

A ocorréncia de Baculovirus foi considerada ele-
vada, que pode estar relacionada a natureza
epizodtica dos virus deste grupo, cuja principal ca-
racteristica é a facilidade de transmissdo horizontal
e dispersdo no ambiente. Tal fen6meno tem, como
fatores agravantes, aelevadasuscetibilidade do inse-
to a este entomopatégeno, a falta de monitoramento
da criacado pelo produtor e manejo inadequado, com
limpeza e desinfecgdo inadequadas, tanto nos barra-
coes como utensilios (Fonseca; Fonseca, 1986, SENGUPTA
et al., 1990).

Emborasejam citadas diversas doengas infectando
lagartas de B. mori, as doengas virais sdo considera-
dasasmaisimportantes, em especial as causadas por
Baculovirus, e sio um problema em todas as regides
sericicolas do mundo, representando a maior causa
deperdadeprodugao (Fonseca;Fonseca, 1986, H ANADA;
WATANABE, 1986, SENGUPTA etal., 1990, WATANABE etal.,
2000, BRaNcALHAO, 2002).

A incidéncia de B. thuringiensis foi baixa em todas
as regides, corroborando informagdes de AMARAL;
ALvVEs (1979), HaNADA; WATANABE (1986) e SENGUPTA et
al. (1990). Apesar deste entomopatdgeno também con-
taminar os insetos exclusivamente por via oral, ao
contrario das lagartas infectadas com Baculovirus,
estas ndo liberam a hemolinfa contendo cristais e
esporos da bactéria, ndo se caracterizando como um
entomopatégeno epizoético, reduzindo a dissemina-
¢do no ambiente (ALVES; LEcCUONA, 1998).

Quantoaincidéncia deentomopatégenosaolon-
go do ano, foi possivel observar que os meses de
novembro e dezembro de 2002 tiveram uma alta
incidéncia de virus (7,5% e 17,7 %, respectivamente),
sendo que em dezembro também ocorreu a maior

Tabela1-Entomopatégenos associados alagartas de B. morie respectivos percentuais, nas principais regides produtoras
de casulos-de-seda do Estado do Parand, no periodo de criagdo de novembro de 2002 a abril de 2003.

% de lagartas mortas

Regides sericicolas n! Virus Bactérias Fungos Total CND Total
geral (%)
Norte/Nordeste 97 8,8 1,1 0,7 10,6 14,0 24,6
Noroeste 273 19,0 11 4,6 24,7 44,0 68,7
Oeste/Sudoeste 7 3,6 0,0 0,0 3,6 3,1 6,7
Total 397 31,4 2,2 53 38,9 61,1 100,0

Intmero total de lagartas coletadas em cada regido, no referido periodo de avaliacdo

CND = Causas nao definidas

Tabela 2 - Porcentagem de lagartas de B. mori mortas por entomopatégenos ao longo do periodo de criagdo de 2002/

2003.
Més de coletas n' Virus Fungos Bactérias Causas ndo definidas Total (%)
2002
novembro 108 7,5 0,4 0,4 19,0 27,3
dezembro 160 17,7 04 1,1 21,0 40,2
2003
janeiro 48 12 4,5 0,7 5,6 12,0
fevereiro 26 0,6 0,0 0,0 6,0 6,6
margo 36 3,0 0,0 0,0 6,0 9,0
abril 19 1,4 0,0 0,0 3,5 4,9
Total 397 314 53 2,2 61,1 100,0

Inimero total de lagartas coletadas em cada um dos meses de avaliacao.
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incidéncia de bactérias (1,1%). No més de janeiro de
2003, foi registrada uma alta ocorréncia de fungos
(4,5%),enquantoaincidéncia de virusfoibaixa, quan-
do comparada com os demais meses (Tabela 2). Se-
gundo HaNnapa; WATANABE (1986), o verdo é a época
favoravel paraa disseminacdo doNucleopolyhedrovirus,
epode-se observar que a maior incidéncia do virus se
deu entre novembro e dezembro de 2002, e, posterior-
mente, voltou a ter uma freqiiéncia maior no més de
margo. Este segundo pico provavelmente esteve asso-
ciado com mudangas bruscas na temperatura co-
muns nessa época do ano, o que provoca estresse nas
lagartas, favorecendo a incidéncia do virus(AMARAL;
ALvEs, 1979, Tonsica; Fonseca, 1986, HanaDa;
WATANABE, 1986).

Comrelacao aos fungos entomopatogénicos, ALVES
(1998) afirma que sdo favorecidos por temperaturas
na faixa de 25-30°C, sendo que, durante o verdo, a
temperaturaencontra-senestafaixanaregidoestuda-
da, explicando a maior incidéncia deste entomo-
patégeno.

Comparando-se a incidéncia de entomopatégenos
observada nas diferentes regides, verificou-se que a
regido Noroeste se destacou, apresentando 24,7% das
lagartas da mortalidade confirmada por algum dos
entomopatégenos avaliados, seguida da regido Norte/
Nordestequeapresentou10,6% deinfeccdonaslagartas
coletadas. Tais valores podem estar associados ao fato
de serem as principais regides produtoras de casulos
verdes do Parana, concentrando grande ndmero de
galpoes, além de apresentarem condi¢des adequadas
para a ocorréncia de entomopatégenos (temperatura
médiaacimadea25°CeU.R.médiapréximade70%,no
periodo de produgdo do bicho-da-seda), com destaque
para a regido Noroeste, onde foram encontradas mais
lagartas com sintomas de infec¢do (273 individuos)

Para evitar e controlar a maioria destas doencas e
medidas preventivas sdo preconizadas incluem a
desinfestacdo e desinfeccdo dos barractes a cada
novacriacdo. Emlocais muito imidos, quefavorecem
aocorréncia de fungos, recomenda-se o tratamento de
cal formalizada sobre os sirgos, deixando os leitos
mais secos. E, para prevenir contra possiveis viroses,
recomenda-se que a temperatura seja mantida o mais
constante possivel equeaalimentacdo sejaadequada
e em horarios fixos, para que a lagarta ndo sofra com
o0 estresse (AMARAL; ALVES, 1979).

Além disso, a reutilizagdo da matéria organica
proveniente dos barracdes de criagdo para adubacao
das amoreiras é de grande importancia e, para que
nao seja um fator disseminante de entomopatégenos,
recomenda-se a sua compostagem. Com isso, a maio-
ria dos microrganismos existentes sdo inativados
com alta temperatura e mudanca de pH, diminuindo
riscos de doencas nas produgdes (Fonseca; Fonseca,
1986, HANADA;W ATANABE, 1986, W ATANABE etal.,2000).
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