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RESUMO

Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) é considerada uma das principais pragas da
fruticultura mundial, devido aos danos ocasionados pelas larvas, que consomem a polpa dos
frutos tornando-os imprdprios para a comercializagdo. Atualmente, o Manejo Integrado de
Pragas tem sido bastante empregado devido as preocupagdes ambientais e a saide humana,
utilizando um somatoério de estratégias para controlar as moscas-das-frutas. O controle
biolégico tem sido o mais utilizado a partir de liberagcdes do parasitoide Diachasmimorpha
longicaudata (Hymenoptera: Braconidae). No entanto, em alguns casos, apenas o uso do
parasitoide ndo é o suficiente, sendo necessario adotar outro agente de biocontrole. Nesse
contexto, os nematoides entomopatogénicos (NEP) mostram-se promissores no controle de C.
capitata, pois esta possui uma fase do seu ciclo de vida no solo. A associacdo entre os agentes
biol6gicos pode aumentar a eficacia do controle das pragas, mas também pode produzir
interagdo antagonica. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade dos
NEP com o parasitoide D. longicaudata no controle associado de C. capitata, em condicdes
de laboratério. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos da Universidade Federal de Lavras — UFLA, em condigdes controladas
(25 £ 2°C, UR 70 £ 10%, 12h de fotofase). Para avaliar a patogenicidade dos NEP sobre
larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata foram aplicados 1mL
de suspensd@o contendo 100 juvenis infectantes (JI)/inseto de isolados nativos e exoticos de
NEP. Foi avaliado, também, o efeito das concentracfes e 0 tempo de infeccdo do isolado
Heterorhabditis sp. Alho em larvas parasitadas e ndo parasitadas. Por fim, avaliou-se o
comportamento de NEP em distinguir os tipos de larvas em uma arena com chance de
escolha. Verificou-se que todos os NEP foram virulentos a larvas parasitadas e néo
parasitadas, sendo o isolado Heterorhabditis sp. Alho aquele que ocasionou a menor
mortalidade das larvas parasitadas (79,6%). A mortalidade das larvas foi proporcional ao
aumento da concentracdo dos juvenis infectantes, sendo necessario uma concentragdo menor
de juvenis para provocar uma elevada mortalidade de larvas parasitadas, pois a CLsg e CLgo
de larvas parasitadas foi de apenas 19,88 e 93,54 Jl/larva, respectivamente, enquanto que das
larvas ndo parasitadas foi de 45,20 e 181,86 Jl/larva, respectivamente. Em teste de opcéo de
escolha, houve preferéncia dos NEP por larvas parasitadas, provocando uma mortalidade de
91,67%. A infeccdo dos nematoides ocorre com até 12h e ap0s esse periodo, ndo ha acréscimo
na mortalidade independentemente do tipo de larvas. Com isso, conclui-se as larvas
parasitadas sdo mais susceptiveis aos NEP do que as larvas ndo parasitadas, havendo uma
interacdo antagbnica entre o parasitoide D. longicaudata e os NEP, sendo necessario
estabelecer estratégias de liberacdo quando os dois agentes forem utilizados para o controle de
C. capitata.

Palavras-chave: Moscas-das-frutas. Agentes de biocontrole. Associacéo.



ABSTRACT

Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) is considered one of the main pests of fruit
production worldwide, due to the damage caused by the larvae which consume the pulp of the
fruits, making them unsuitable for commercialization. Currently, Integrated Pest Management
has been widely used due to environmental concerns and human health, using a sum of
strategies to control fruit flies. Biological control has been the most used since releases of the
parasitoid Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae). However, in some
cases, just using the parasitoid is not enough, and it is necessary to adopt another biocontrol
agent. In this context, entomopathogenic nematodes (EPN) are promising in the control of C.
capitata, as it has a phase in its life cycle in the soil. The association between biological
agents can increase the effectiveness of pest control, but it can also produce antagonistic
interaction. Thus, the objective of this work was to evaluate the compatibility of EPN with the
parasitoid D. longicaudata in the associated control of C. capitata, under laboratory
conditions. The bioassays were conducted at the Laboratory of Pathology and Microbial
Control of Insects at the Federal University of Lavras - UFLA, under controlled conditions
(25 +2°C, UR 70 = 10%, 12h photophase). To evaluate the pathogenicity of EPN on larvae
of C. capitata parasitized and not parasitized by D. longicaudata, 1mL of suspension
containing 100 juvenile infective (1J)/insect from native and exotic EPN isolates were applied.
The effect of the concentrations and the time of infection of the isolate Heterorhabditis sp.
Alho in parasitized and non-parasitized larvae. Finally, the behavior of EPN in distinguishing
the types of larvae in an arenas with a chance of choice was evaluated. It was found that all
EPN were virulent to parasitized and non-parasitized larvae, with the isolate Heterorhabditis
sp. Alho the one that caused the lowest mortality of parasitized larvae (79.6%). Larval
mortality was proportional to the increase in the concentration of juvenile infectors, requiring
a lower concentration of juveniles to cause a high mortality of parasitized larvae, since the
LCso and LCyo of parasitized larvae was only 19.88 and 93.54 1J/larva, respectively, while the
non-parasitized larvae were 45.20 and 181.86 1J/ larva, respectively. In the choice test, the
EPN favored parasitized larvae, causing a mortality of 91.67%. Nematode infection occurs
within 12 hours and after this period, there is no increase in mortality regardless of the type of
larvae. Thus, it is concluded that parasitized larvae are more susceptible to EPN than non-
parasitized larvae, with an antagonistic interaction between the parasitoid D. longicaudata and
the EPN, and it is necessary to establish release strategies when the two agents are used for
control C. capitata.

Keywords: Fruit flies. Biocontrol agentes. Association.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura brasileira retne atrativos e condigdes favoraveis para produzir e
exportar frutas ao longo do ano. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de
frutas, com producdo anual em torno de 37 milhdes de toneladas (MALISZEWSKI, 2019).
Apesar de ocupar uma posicdo relevante no cendrio mundial, a exportacdo dessa producéo
ainda é pequena, devido as exigéncias fitossanitarias impostas pelos paises importadores que
fazem uma série de restricbes quarentenarias, visando proteger-se de organismos praga
(COSTA et al., 2007). A infestacdo por moscas-das-frutas € um dos principais entraves a
exportacdo de frutas in natura.

A mosca-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae) €
considerada a espécie mais nociva a fruticultura mundial, devido & ampla distribuicdo no
mundo, capacidade de adaptar-se a diferentes condi¢Ges climaticas e ampla variedade de
hospedeiros (THOMAS et al., 2001; ZUCCHI; MORAES, 2012; SZYNISZEWSKA,
TATEM, 2014).

Além de ser um dos maiores entraves as exportaces, as moscas-das-frutas podem
causar danos consideraveis a producdo (ARAUJO; ZUCCHI, 2003). Os danos estdo
relacionados com a oviposicdo pelas fémeas, que inserem seu ovipositor na casca do fruto e
depositam os ovos, causando lesdes que reduzem a qualidade e o valor comercial das frutas.
Apos a eclosdo, as larvas consomem a polpa dos frutos, tornando-o0s improprios para o
consumo humano (ARAUJO et al., 2013; AZEVEDO et al., 2013). Os prejuizos ocasionados
por esses tefritideos também estdo relacionados ao monitoramento da praga nos pomares e aos
elevados custos de producdo, devido as constantes aplicacdes de inseticidas (AZEVEDO et
al., 2013).

O controle quimico ainda é a forma mais tradicional de controle dessa praga,
principalmente através da aplicacdo de inseticidas na parte aérea da planta, nas formas de
cobertura total ou iscas toxicas (CAMARGOS; COSTA; MIRANDA, 2017). No entanto, o
uso constante de inseticidas pode acarretar problemas de desequilibrio ambiental e a saude
humana.

Em virtude disso, o Manejo Integrado de Praga (MIP) combina uma variedade de
taticas para gerenciar a populacdo de moscas-das-frutas, de modo que essas praticas sejam
ecologicamente sustentaveis, rentaveis e seguras para 0 agricultor e consumidor
(TIMPRASERT; DATTA; RANAMUKHAARACHCHI, 2014). Normalmente, o MIP inclui

uma combinagdo do controle quimico e controle biolégico (AKMAN; COMAR;
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HROZENCIK, 2018), pois apesar do uso de inseticida apresentar resultados satisfatorios, a
maioria das moléculas séo registradas apenas para os adultos. As larvas e as pupas ficam
protegidas nos frutos de muitas plantas hospedeiras e no solo, respectivamente e ndo séo
atingidas pelas pulverizacbes (RAGA; SATO, 2016). Desta forma, o controle bioldgico
constitui o principal mecanismo nas fases larval e pupal de moscas-das-frutas.

Em todo o mundo, programas de controle biolégico de moscas-das-frutas sao
baseados em métodos inundativos a partir de liberacdo de inimigos naturais, produzidos em
criagdes massais, visando uma supressdo populacional da praga (CARVALHO;
NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000; CAMARGOS; COSTA; MIRANDA, 2017).

Dentre os inimigos naturais das moscas-das-frutas, os parasitoides sdo os mais
relevantes, uma vez que o parasitismo pode ocorrer nas diversas fases de desenvolvimento da
praga. (MOHAMED; RAMADAN; EKESI, 2016). Atualmente, Diachasmimorpha
longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) € o parasitoide mais utilizado no
controle biologico de tefritideos praga em todo 0 mundo, em virtude da facilidade de criagédo
massal e facil adaptacdo as varias espécies de moscas-das-frutas de importancia econémica
(GARCIA; RICALDE, 2013; MEIRELLES; REDAELLI; OURIQUE, 2015; CAMARGOS;
COSTA; MIRANDA, 2017). Esses opineos sdo endoparasitoides solitarios, coinobiontes,
parasitando facilmente os trés instares de C. capitata (ROHR; JAHNKE; REDAELLLI, 2019).

Porém, nas regides onde C. capitata € predominante, apenas a utilizagdo de
parasitoides ndo é o suficiente para seu controle, devendo adotar-se, sempre que possivel, pelo
menos um agente para cada estagio do ciclo de vida da mosca para reduzir a sua populacao
nos pomares (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Dessa forma, o controle microbiano é uma opc¢éo viavel a ser incorporado no manejo
de moscas-das-frutas. Nesse contexto, os nematdides entomopatogénicos (NEP) pertencentes
aos géneros Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida:
Heterorhabditidae) mostram-se promissores no controle desses insetos-pragas (CARVALHO;
NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000). Varios estudos ja foram realizados para avaliar a
eficiéncia de nematoides steinernematideos e heterorrabditideos contra C. capitata
(SHAURUB et al., 2015). Eles atuam quando as larvas penetram no solo ou na serapilheira,
apos abandonar o fruto, para a formacdo dos puparios (PARANHOS; NAVA; MALAVASI,
2019).

E essencial que a aplicacdo de NEP ndo interfira na populacdo dos parasitoides que
aumentam a resiliéncia dos sistemas de cultivo por meio de sua presenga continua. Desta

forma, os diferentes agentes de controle adicionais devem ser compativeis a fim de conservar
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suas populagdes (GONZALEZ et al., 2016). No entanto, existe o risco das aplicacdes em altas
densidades de NEP, impactar negativamente os parasitoides, produzindo uma interagdo
antagobnica entre os dois grupos, resultando em predacéao intraguilda (EVERARD; GRIFFIN;
DILLON, 2009; MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).

A predacdo intraguilda ocorre quando duas espécies que compartilham um
hospedeiro, estabelecem uma interagdo (predagcdo ou parasitismo) entre si (EVERARD;
GRIFFIN; DILLON, 2009). Sabe-se que os NEP tém um efeito adverso no desenvolvimento
de alguns parasitoides (MRACEK; SPITZER, 1983; EVERARD; GRIFFIN; DILLON, 2009;
LORDAN et al., 2014), por meio de infec¢do, producédo de fatores toxicos, ou até mesmo pela
morte do hospedeiro antes que o parasitoide complete seu desenvolvimento (MAGALHAES;
MINNERAT; ALVES, 1998). Entretanto, € provavel que esses efeitos colaterais potenciais
variem significativamente, dependendo do tipo de inimigo natural (GONZALEZ et al., 2016).

Como ambos os agentes de biocontrole podem ser aplicados simultaneamente dentro
de um programa de controle de pragas, a compatibilidade entre NEP e o parasitoide D.
longicaudata deve ser verificada antes de serem usados conjuntamente no controle de C.

capitata.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar a compatibilidade entre o parasitoide D. longicaudata e os NEP no controle

associado da mosca-das-frutas C. capitata, em condi¢des de laboratdrio.

2.2 ESPECIFICOS

a) Verificar se NEP provocam a morte das larvas de C. capitata parasitadas por D.
longicaudata.

b) Identificar o isolado de nematoides que ocasiona a menor mortalidade de larvas de C.
capitata parasitadas por D. longicaudata.

c) Definir a concentracdo da suspensdo de nematoides compativel com D. longicaudata.

d) Determinar a CLsg e a CLgo para larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas.

e) Testar a capacidade dos NEP em distinguir entre hospedeiros parasitados e nao
parasitados.

f) Mensurar o tempo que os NEP penetram nas larvas de C. capitata parasitadas e ndo

parasitadas por D. longicaudata.
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3 HIPOTESES

3.1 GERAL

O parasitoide D. longicaudata e o NEP podem apresentar uma interacdo antagonica

quando s&o utilizados simultaneamente no controle da mosca-das-frutas C. capitata.

3.2 ESPECIFICOS

a) As larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata séo susceptiveis aos NEP.

b) Ha pelo menos um isolado de nematoides que ocasiona a menor mortalidade de larvas
de C. capitata parasitadas por D. longicaudata.

c) A concentracdo da suspensdo de nematoides compativel com D. longicaudata é baixa
e ocasiona uma alta mortalidade da praga.

d) As concentracdes letais (CLso e a CLgo) para larvas de C. capitata parasitadas e ndo
parasitadas deve ser baixa.

e) Os NEP tém capacidade em distinguir entre hospedeiros parasitadas e ndo parasitadas
por D. longicaudata.

f) O tempo gasto pelos NEP penetrarem nas larvas de C. capitata deve ser maior nas

larvas parasitadas por D. longicaudata.



20

4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 Fruticultura

Em valores correntes, o Produto Interno Bruto (PIB) do agroneg6cio brasileiro
atingiu um valor de U$ 1.441.758 em 2018. No periodo de janeiro a setembro de 2019 houve
um crescimento de 0,21%, pressionado pelo elevado custo de producéo da safra 2019 e pelo
menor preco médio dos produtos do segmento, em compara¢cdo ao mesmo periodo de 2018
(CEPEA, 2019a).

A queda do preco das commaodities agricolas fez com que houvesse uma reducéo no
valor das exportacBes agropecuarias mundiais nos ultimos anos. No entanto, foi compensada
pela elevacdo da quantidade exportada com pregos mais baixos (MAPA, 2017a). Em 2019, o
volume exportado pelo agronegocio brasileiro foi superior ao verificado no ano anterior
(CEPEA, 2019b).

Mesmo diante deste cenério da economia brasileira, a fruticultura &€ um setor em
expansdo, devido a sua importancia na insercdo de uma alimentacdo saudavel. As frutas sdo a
base da saude e bem-estar das pessoas por apresentar qualidades funcionais importantes na
prevencdo de doencas, além da evolugdo na qualidade dos produtos, cada vez mais saborosos
e bem apresentados para os consumidores (ABRAFRUTAS, 2018; KIST et al., 2018).

No contexto econdmico, o setor hortifruti apresenta grande potencial produtivo, alto
valor agregado por area e um grande nimero de empregos, na comparagdo com outras
culturas. A fruticultura, geralmente, é desenvolvida em pequenas areas, no entanto, apresenta
uma produtividade entre 30 a 80 toneladas por hectare e representa 6 milhGes de empregos
diretos, ou 27% do total gerado pela producdo agricola nacional, ocupando apenas 2,4
milhdes de hectares (KIST et al., 2018).

A area de frutas cresceu 3,2% em 2019, sobretudo pelos investimentos em manga e
mamao (HFBRASIL, 2020), com destaque para os Estados do Rio Grande do Norte, Ceara,
Pernambuco, Bahia, Goias e Minas Gerais que apresentaram crescimento de producdo em
razdo das condicdes climaticas e relevo, uso de tecnologias, valor da terra, incentivos e a
propria expansdo da demanda (KIST et al., 2018).

Apesar de ocupar uma posicdo relevante no cenario mundial, apenas 2,5% da
producdo total de frutas sdo exportadas por ano, colocando o Brasil na vigésima terceira
posicdo no ranking dos exportadores mundiais, ficando atrds de outros paises latinos

americanos produtores como o Chile e, mais recentemente, o Peru (MAPA, 2017b).
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No primeiro semestre de 2019, houve um aumento significativo de 12% nas
exportacGes de frutas impulsionado pela tendéncia do mercado internacional por frutas
tropicais tradicionais como manga, meldo, melancia, maméo, e pelas crescentes demandas
pelo abacate, uvas de mesa, macgds e a lima &cida (limdo tahiti) (ABRAFRUTAS, 2018;
CEPEA, 2019b). Com isso, de abril a junho de 2019 foram exportadas 429.706 toneladas de
frutas, com um aumento de 21% em volume e 15% em valor comparado ao mesmo periodo
do ano anterior, com destaque para a uva, banana, manga e melées (ABRAFRUTAS, 2019).

Esse aumento de transito internacional leva a um incremento na probabilidade de
disseminacdo de pragas de frutas serem introduzidas indevidamente, associadas as préprias
frutas e/ou a materiais de embalagem. As consequéncias disso incluem, dentre outras, a
reducdo de acesso ao mercado, principalmente no caso em que a praga possui importancia
quarentendria para os mercados de destino, como é o caso de diversas espécies de tefritideos
(MAPA, 2017b).

4.2 Moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae)

Os membros da familia Tephritidae estdo entre as pragas de frutiferas mais
importantes do mundo. A maioria das espécies desta familia possui 0 comprimento do corpo
variando de 1 a mais de 20 mm e possui asas com listras ou manchas amarelas, marrons ou
pretas, ou combinacfes entre elas, em posi¢des caracteristicas ou com manchas claras ou
hialinas em um campo mais escuro (CHRISTENSON; FOOTE, 1960).

As moscas-das-frutas apresentam uma grande diversidade de espécies distribuidas
nas regides temperadas, subtropicais e tropicais do mundo (CHRISTENSON; FOOTE, 1960).
Ja foram descritas mais de 4 mil espécies e subespecies de tefritideos (NORRBOM, 2004),
porém, aproximadamente 250 espécies foram relatadas infestando frutas e vegetais
produzidos comercialmente (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992).

No Brasil, as espécies de importancia econdmica e quarentendria pertencem aos
géneros Anastrepha Schiner e Ceratitis MacLeay, sendo C. capitata, a Unica espécie desse
género existente no pais (ZUCCHI; MORAES, 2012). As espécies de Anastrepha sdo
amplamente distribuidas no Brasil e engloba a maior diversidade de espécies de moscas-das-
frutas. Devido a intensificacdo dos estudos realizados a partir de 1970, ja foram catalogadas
aproximadamente 120 espécies de Anastrepha, porém apenas sete espécies possui importancia
econémica para o Brasil (ZUCCHI; MORAES, 2008).
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4.2.1Ceratitis capitata

A mosca-do-mediterrdneo € considerada uma das pragas de maior importancia
econdmica do mundo. Originaria da Africa Subsaariana, esta praga possui ampla distribuicéo
pelo mundo devido a sua capacidade de adaptar-se a diferentes condi¢des climéticas, estando
presente, atualmente, em 43 paises e 500 localidades Unicas. Apesar de tolerar uma ampla
gama de climas, as areas mais adequadas para o estabelecimento de C. capitata estdo
localizadas na América do Sul, leste e sul da Africa e leste da Asia (THOMAS et al., 2001;
SZYNISZEWSKA; TATEM, 2014).

No Brasil, a mosca-do-mediterraneo foi detectada pela primeira vez em 1901 na
cidade de S&o Paulo — SP, e desde entdo se espalhou por todo territério brasileiro. Chegou na
regido Nordeste em 1993, na regido Norte em 1998 e na Regido Centro-Oeste em 2004. Das
26 unidades federativas do Brasil, apenas os Estados do Amapa, Amazonas e Sergipe ainda
ndo tiveram registros de C. capitata (ZUCCHI; MORAES, 2012).

Ceratitis capitata pode ocorrer durante todo 0 ano nos pomares comerciais, pois se
trata de uma espécie multivoltina, tendo vérias geracdes durante o ano. Além disso, esta
espécie € altamente polifaga, sendo capaz de desenvolver-se em uma grande variedade de
frutos, permitindo assim, uma sucessdo hospedeira (MONTES et al., 2011), onde ja foi
registrada infestando mais de 300 espécies de frutos hospedeiros distribuidas em 69 familias
botéanicas (NAVA; BOTTON, 2010; SZYNISZEWSKA; TATEM, 2014).

O ciclo de vida de C. capitata é influenciado diretamente por diversos fatores
bidticos e abioticos, sendo a disponibilidade de hospedeiros e estagios de maturacdo dos
frutos os principais fatores que influéncia na incidéncia de moscas-das-frutas. Os frutos séo
selecionados para a oviposicdo de acordo com o contetdo de carboidratos e proteinas dos
frutos, pois fornece o melhor desenvolvimento das larvas (MONTES et al., 2011; LEITE et
al., 2019).

Em condicdes favoraveis, uma fémea de C. capitata deposita de 1 a 10 ovos sob a
casca dos frutos hospedeiros, em cada local de oviposicdo. As larvas eclodem e passam por
trés instares, com duracdo larval de 6 a 10 dias. No final do terceiro instar, as larvas abrem um
orificio de saida dos frutos e pupam no solo. A duracdo da fase de pupa é de 6 a 13 dias
(SHAURUB et al., 2015).

O adulto é uma mosca que mede de 4 a 5 mm de comprimento por 10 a 12 mm de
envergadura, sendo capaz de voar por curtas distancias, mas os ventos permitem que elas se

locomovam por maiores distancias. Os adultos machos atingem sua maturidade sexual quatro
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dias apds a emergéncia, enquanto que as fémeas estdo prontas pra acasalar somente de seis a
oito dias ap6s a emergéncia (THOMAS et al., 2001).

4.2.2Danos

As moscas-das-frutas sdo insetos-pragas que causam enormes prejuizos a uma ampla
variedade de culturas, acarretando perdas na producdo (ARAUJO; ZUCCHI, 2003). Os danos
diretos iniciam-se no momento em que a fémea perfura a casca dos hospedeiros e insere o seu
ovipositor, reduzindo a qualidade e o valor comercial dos frutos (BADII et al., 2015). Essas
cicatrizes também permitem a penetracdo de bactérias, iniciando o processo de podriddo do
fruto (ZUCCHI et al., 2004).

Apos a ecloséo, as larvas imediatamente comecam a se alimentar, sendo 0 consumo
da polpa proporcional ao desenvolvimento das larvas, onde as larvas de terceiro instar sdo as
que ocasionam as maiores reducdes no rendimento (BADII et al., 2015). As galerias formadas
pela alimentagdo das larvas também possibilitam a penetracdo de microrganismos, tornando o
fruto inaproveitavel (ZUCCHI et al., 2004).

Além das perdas diretas, o custo do controle de moscas-das-frutas e as perdas do
mercado exterior, acarretam um prejuizo de U$ 242 milhdes anuais (OLIVEIRA et al., 2012).
Vale ressaltar que os danos variam de acordo com as especies hospedeiras e as diferentes
espécies de mosca-das-frutas (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

4.3 Métodos de controle de moscas-das-frutas

Atualmente, novas técnicas de controle de C. capitata estdo sendo estudadas, com
foco no controle biologico, seguido de tratamentos quimicos, controle comportamental com a
utilizagdo da técnica do inseto estéril e medidas quarentendrias (DIAS et al., 2018;
SCIARRETTA et al., 2018). Apesar dos avangos nos estudos, o método mais tradicional ¢ a
aplicagdo de inseticidas (DOLINSKI; LACEY, 2007).

O controle quimico das moscas-das-frutas geralmente ¢ realizado com o uso de iscas
toxicas ou pulverizacdo em cobertura total (RAGA; SATO, 2016; CAMARGOS; COSTA,;
MIRANDA, 2017). Inicialmente, eram utilizados produtos organoclorados, organofosfatos e
carbamatos, seguidos pela introdu¢do de piretrdides, espinosade e outros compostos
(VONTAS et al., 2011).

A maioria das moléculas registradas para o controle de C. capitata tem como alvo

apenas adultos por ac¢do de contato e/ou ingestdo, pois as larvas estdo protegidas de inseticidas
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ndo sist€émicos no interior do fruto e as pupas por uma camada de solo. Os produtos
sistémicos sdo evitados, a fim de diminuir os riscos dos frutos tratados apresentarem niveis de
inseticidas acima do limite maximo de residuo durante as etapas de comercializagdo e
consumo (RAGA; SATO, 2016).

Para uma controle eficiente, ¢ necessario fazer estudos de definigdo e delimitagdo da
distribuicdo espacial e temporal das populagdes de moscas adultas, através de monitoramento
da dinamica populacional no pomar e nas areas adjacentes (SCIARRETTA et al., 2018). A
redugdo populacional de moscas-das-frutas ¢ limitada devido as suas caracteristicas
intrinsecas, como alta fecundidade, elevada fertilidade, polifagia, migracao e a existéncia de
outros nichos para abrigo e alimentacdo (RAGA; SATO, 2016). Além disso, as aplicacdes em
cobertura limitam-se a matar apenas os adultos que estdo no interior dos pomares, fazendo
com que os adultos imigrantes ou presentes nas areas adjacentes consigam realizar as
atividades de alimentacdo, cdépula e postura normalmente (RAGA; SATO, 2016;
SCIARRETTA et al., 2018).

Para minimizar as pulverizagdes, os inseticidas sdo frequentemente aplicados
seletivamente, por meio de iscas toxicas compostas de uma substidncia atraente e um
inseticida, aplicados na copa das arvores ou em dispositivos especificos (SCIARRETTA et
al., 2018). A eficiéncia dessa técnica depende essencialmente da disponibilidade comercial de
proteinas atrativas de qualidade e fagoestimulantes, e que o inseticida utilizado ndo seja
repelente aos adultos (RAGA; SATO, 2016).

O uso excessivo e incorreto do controle quimico pode ocasionar efeitos adversos no
ecossistema agricola e na satide humana, como surtos de pragas secundarias, populacdes
resistentes, contaminagdo ambiental, diminuicao da biodiversidade e risco de seguranga ao ser
humano devido aos residuos no produto final (DOLINSKI; LACEY, 2007; SHAURUB et al.,
2015). Além disso, os inseticidas sdo caros, aumentando os custos de producao e em alguns
casos, os agricultores ndo tém acesso por falta de recursos (MURIITHI et al., 2016).

Desta forma, o uso continuado de inseticidas esta cada vez mais limitado, sendo
necessaria, a utilizacdo de outras estratégias de controle no manejo de moscas-das-frutas
(DIAS et al., 2018). Nesse contexto, o uso do controle biologico faz parte das modernas
técnicas de controle de pragas dentro do MIP, sendo uma opg¢do vidvel para atender aos

anseios da sociedade na busca constante por solugdes sustentaveis.
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4.3.1Controle Bioldgico

O controle bioldgico é um fenbmeno natural que consiste na regulacdo da
populagdo insetos-pragas por inimigos naturais, como parasitoides, predadores e
entomopatogenos, 0s quais constituem os agentes de mortalidade biética (ABREU; ROVIDA,;
CONTE, 2015). As praticas de controle biol6gico sdo vantajosas, pois 0s inimigos naturais
sdo capazes de localizar as pragas-alvo e promover a regulacdo de sua populagdo nas fases
larval e pupal (BADII et al., 2015).

Baseando nos aspectos agricolas, existe trés tipos de controle biol6gico: o
Controle Bioldgico Natural, que refere-se a populagdo de inimigos que ocorrem naturalmente,
sendo responsaveis pela manutencdo do nivel de equilibrio da praga no agroecossistema; o
Controle Biologico Classico, quando organismos benéficos sdo importados e colonizados
visando o controle de pragas exdticas; e, 0 Controle Biologico Aplicado, onde é feita uma
liberacdo massal do agente benéfico visando o controle imediato da praga (PARRA et al.,
2002).

Os agentes de biocontrole podem ser liberados de forma inoculatica, construindo
uma populacdo que deve agir por geragdes, ou inundativa, onde se espera que 0S organismos
liberados gerem reduc@es imediatas (BAKER; GREEN; LOKER, 2020).

Vérios paises produzem e liberam parasitoides em larga escala, buscando
controlar e reduzir as populacdes a niveis economicamente aceitaveis (OVRUSKI et al., 2000;
CARVALHO, 2005; GARCIA; RICALDE, 2013). No entanto, para estabelecer um programa
bem-sucedido, os parasitoides exoticos devem ser capazes de sobreviver no novo ambiente e
reduzir a populacdo da praga, além disso, os parasitoides devem se adaptar a novos
hospedeiros (HARBI et al., 2018). Desta forma, é necessario reforcar o agroecossistema por
meio da diversificacdo de plantas e preservacdo de espécies nativas para propiciar a maior
diversidade e densidade populacional dos inimigos naturais (CARVALHO, 2006).

Programas de controle biolégico de moscas-das-fruta sdo realizados em diversos
paises, como Guatemala, México, Estados Unidos, Peru e Costa Rica (OVRUSKI et al., 2000;
CARVALHO, 2005; GARCIA; RICALDE, 2013). No caso do Brasil, o desenvolvimento de
programas de controle biolégico aplicados, incluindo producdo em massa e liberacdo de
parasitoides, pode ser bem-sucedido, com base nas atividades classicas de controle bioldgico
ja realizadas e nas informacGes disponiveis sobre parasitoides (PARANHOS; NAVA,
MALAVASI, 2019).
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4311 Parasitoides

A histéria do controle bioldgico classico de moscas-das-frutas no Brasil inclui
liberagdes inundativas de parasitoides produzidos em criagdo massal (CARVALHO, 2006;
GARCIA; RICALDE, 2013; CAMARGOS; COSTA; MIRANDA, 2017).

Os parasitoides sdo considerados por muitos pesquisadores como 0S Mais
importantes inimigos naturais das moscas-das-frutas, em diversas partes do mundo, pois séo
bastantes especificos para certas espécies/géneros, além de ser capazes de localizar e parasitar
as larvas das moscas-das-frutas no interior dos frutos (OVRUSKI et al., 2006; MOHAMED;
RAMADAN; EKESI, 2016).

Ao encontrar o hospedeiro, a fémea deposita seus ovos e a larva se alimentam do
corpo desse hospedeiro, matando-o apds determinado tempo. Deste modo, apenas 0s estagios
imaturos s@o parasitas tipicos, enquanto que os adultos possuem vida livre e se alimentam de
néctar e polen, sendo denominado parasitas protelianos (VINSON, 1976).

Os parasitoides possuem tamanho inferior ao seu hospedeiro e exigem apenas um
individuo para completar o seu desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 2006). Eles séo
classificados de acordo com o local de deposicdo dos ovos, sendo endo ou ectoparasitoides;
do namero de individuos que se desenvolvem a partir de um Gnico hospedeiro, onde podem
ser solitarios ou gregarios; e, quanto ao modo de ataque do hospedeiro, podendo ser
idiobiontes, cessando o desenvolvimento do hospedeiro apos ser parasitado, ou cenobiontes,
que permitem o desenvolvimento do hospedeiro até a proxima fase (PARRA et al., 2002).

Os himenopteros sdo 0 grupo mais relevante de inimigos naturais, pois sdo
capazes de parasitar ovos, larvas e pupas de tefritideos (OVRUSKI et al., 2006; MOHAMED;
RAMADAN; EKESI, 2016). Estima-se que hd mais de 100 espécies pertencentes a familia
Braconidae, onde a grande maioria dos registros pertence a subfamilia Opiinae (OVRUSKI et
al., 2000; BADII et al., 2015; WHARTON; YODER, 2020). No Brasil, foram relatados
parasitoides das familias Braconidae, Figitidae, Pteromalidae e Diapriidae associados a
moscas-das-frutas, tendo cerca de 25 espécies ja registradas no pais, mas é provavel que esse
nimero seja ainda maior, uma vez que muitas espécies ainda ndo foram descritas
(PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

O interesse na utilizacdo de parasitoides para o controle de moscas-das-frutas
iniciou-se em 1900, quando foram feitos esfor¢os iniciais para localizar inimigos naturais no
oeste da Austrdlia e intensificado no Havai (EUA) ap6s a introducdo de C. capitata e
Bactrocera dorsalis (Hendel, 1972) (Diptera: Tephritidae) (WHARTON; YODER, 2020). Na
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ocasido, foram enviados para a regido, cerca de oitenta espécies de parasitoides, com destaque
para a espécie D. longicaudata, um endoparasitoide cenobionte de varias especies de
tefritideos, inclusive de C. capitata (CARVALHO; NASCIMENTO, 2002; MEIRELLES;
REDAELLI; OURIQUE, 2015).

43.11.1 Diachasmimorpha longicaudata

O parasitoide D. longicaudata foi introduzido no Brasil, em 1994, pelo Estado da
Bahia e foi distribuido para diversos estados brasileiros, com o objetivo de avaliar o seu
potencial em diferentes ecossistemas a fim de ser utilizado no controle biolgico de moscas-
das-frutas C. capitata e do género Anastrepha (CARVALHO; NASCIMENTO;
MATRANGOLO, 2000; CARVALHO, 2006).

Esta é a especie de parasitoide de moscas-das-frutas mais estudada em todo o
mundo, devido a sua boa adaptacdo ao ambiente e ao laboratorio, procedimentos faceis de
criacdo em condicOes artificiais, comportamento intenso de forrageamento em frutos caidos
na natureza, alta capacidade das fémeas de explorar os recursos disponiveis e por ser uma
espécie generalista, atacando um grande namero de tefritideos (GARCIA; RICALDE, 2013;
PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Diachasmimorpha longicaudata possui antenas longas, asas claras, olhos
castanhos e o corpo marrom-avermelhado, com o comprimento dos machos de 2,8 a 4,0 mm e
o0 das fémeas de 3,6 a 5,4 mm, sem incluir o ovipositor. O ovipositor tem ponta preta e € mais
longo que o corpo inteiro da fémea (THOMPSON, 2001).

Esses parasitoides sdo atraidos pelos volateis liberados pelas frutas e pelas
vibragBes produzidas quando as larvas se alimentam ou se movimentam (GARCIA;
RICALDE, 2013). As fémeas desse parasitoide sdo capazes de localizar seus hospedeiros,
mesmo quando sdo encontrados em baixas densidades, independente se os frutos estdo na
copa das arvores ou caidos no chdo (HARBI et al., 2018).

Geralmente os parasitoides possuem um instar preferencial ou Unico, pois
procuram se especializar em relacdo as espécies que usam como hospedeiros e podem ser
especializados em certos estagios do mesmo. Porém, estudos demonstram a plasticidade de D.
longicaudata no momento da sele¢cdo do hospedeiro, tanto em relacdo a espécie quanto ao
instar do hospedeiro, apresentando taxas de parasitismo semelhantes nos trés instares larval de
C. capitata (ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019).
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A selecdo do hospedeiro interfere diretamente na razéo sexual e no ciclo de vida
dos parasitoides. Quando diferentes instares da mesma espécie hospedeira foram oferecidos
concomitantemente, 0 maior parasitismo ocorreu no segundo e no terceiro instar, emergindo
um namero maior de fémeas. Além disso, as larvas quando séo parasitadas no terceiro instar,
apresentam uma Vviabilidade pupal maior, emergindo um maior nimero de parasitoides
(ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019).

Os parasitoides apresentam tamanhos diferentes de acordo com o hospedeiro em
que se desenvolveram, influenciando a eficiéncia de busca do hospedeiro e a proporgéo entre
0s sexos, mesmo que as diferencas no tamanho ou na qualidade do hospedeiro possam néo
necessariamente influenciar nos parametros reprodutivos (MEIRELLES; REDAELLI,
OURIQUE, 2013).

O uso de D. longicaudata em programas de controle biolégico pode atingir niveis
de parasitismo de até 50% em condi¢cbes de campo, quando comparado com outros
parasitoides de moscas-da-frutas (HARBI et al., 2016), porém esses indices podem estar
subestimado, uma vez que a remoc¢do dos frutos do campo durante a amostragem reduz o
periodo em que as larvas estdo disponiveis ao parasitoide (GARCIA; RICALDE, 2013). Além
disso, a taxa de parasitismo varia significativamente de acordo com as espécies hospedeiras
da mosca da fruta (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

A eficacia desse parasitoide pode ser aumentada quando for utilizado em conjunto
com outras taticas de controle, desde que sejam feitos estudos a respeito das interacfes entre
as diferentes taticas (GARCIA; RICALDE, 2013). Por essa razdo, o controle microbiano
representa uma estratégia complementar para o controle de moscas-das-frutas (GONZALEZ
et al., 2016). J& ha relatos de que os parasitoides podem interagir sinergicamente com
entomopatogenos (DOLINSKI; LACEY, 2007).

4.3.2Controle Microbiano

Além dos entomofagos (parasitoides e predadores), outros agentes de controle
bioldgico ja foram utilizados contra os tefritideos como nematdides, bactérias, protozoarios e
fungos (BADII et al., 2015). A utilizacdo de agentes de controle microbiano de forma
inundativa € a estratégia mais utilizada para empregar entomopatdgenos no controle de pragas
(LACEY etal., 2015).
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A especificidade e seletividade dos entomopatégenos minimiza os impactos sobre
organismos ndo-alvo, podendo ser utilizado de forma conjunta e simultanea, ou simplesmente
intercalada com as demais técnicas de controle (ALVES, 1998; ROSSI-ZALAF et al., 2008).

Estudos com fungos entomopatogénicos comprovam a sua patogenicidade em
moscas-das-frutas indicando sua utilizagdo de diferentes modos de aplicagdo, como
pulverizagdo de cobertura ou iscas (DIAS et al, 2018). Os principais fungos
entomopatogénicos utilizados sdo Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria
bassiana (Vuill.) (BISSOLLI; BARCELOS; BARBOSA, 2014). Além dos fungos, os NEP

também se mostram bastantes promissores para o controle da moscas-das-frutas.

4.3.2.1  Nematoides entomopatogénicos

A descoberta e a descri¢do de espécies de NEP possibilitou a utilizacdo de mais
uma alternativa biologica para o MIP, pois eles possuem habilidade de associarem-se a
diferentes espécies de insetos consideradas importantes pragas agricolas e causar-lhes a
morte, constituindo, assim, agentes de biocontrole de grande potencial, principalmente
daqueles que apresentam pelo menos uma fase do ciclo de vida no solo (FUGA;
FERNANDES; LOPES, 2012; JAMES; MALAN; ADDISON, 2018)

Os nematoides Heterorhabditis spp. e Steinernema spp. ja foram utilizados no
controle de varias espécies de moscas-das-frutas (DIAS et al., 2018; JAMES; MALAN,;
ADDISON, 2018), pois ao final do terceiro instar, as larvas desses insetos deixam os frutos e
penetram no solo ou na serapilheira para o desenvolvimento da pupa, tornando-se um alvo
para esses agentes (SHAURUB et al., 2015; CHERGUI et al., 2019; PARANHOS; NAVA,
MALAVASI, 2019).

O terceiro estagio do ciclo de vida dos NEP, conhecida como Juvenil Infectante
(J1) apresenta vida livre e é facilmente encontrada no solo (ALMENARA et al., 2011;
LACEY et al., 2015). Ao encontrar um hospedeiro, os JI penetram em seu interior através da
boca, anus, espiraculos e, em alguns casos, pela prépria cuticula mole de alguns insetos
(DOLINSKI; LACEY, 2007).

Esses nematoides matam seus hospedeiros atraves da simbiose mutualistica com
as bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus (em espécies da familia
Steinernematidae e Heterorhabditidae, respectivamente) alojadas em seu tubo digestivo, e
liberadas na hemocele do inseto, onde se proliferam e melhoram as condi¢Ges para o

desenvolvimento e reproducdo dos nematoides, fornecendo 0s nutrientes necessarios e



30

impedindo o crescimento de outras bactérias (AKHURST, 1982; DOLINSKI; LACEY, 2007;
LACEY et al., 2015). Quando 0s recursos se esgotam, 0s novos juvenis sequestram as células
bacterianas em seus intestinos, saem do cadaver e buscam novos hospedeiros para iniciar um
novo ciclo (DOLINSKI; LACEY, 2007; LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

Durante a busca pelo hospedeiro, 0os nematoides respondem a volateis ou sinais
dissolvidos na agua que sdo liberados pelas plantas ou pelo préprio inseto, como fezes, niveis
de CO2, gradiente de temperaturas e outros subprodutos do metabolismo do inseto (FUGA;
FERNANDES; LOPES, 2012). Além disso, ha varios fatores que influenciam a dispersdo e a
viruléncia de JI, como temperatura, umidade, tipos de vegetacdo, propriedades do solo, entre
outras (LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

Embora muitas espécies de nematoides ja tenham comprovado sua eficiéncia
contra varias espécies de inseto-pragas, poucas sdo produzidas comercialmente (LACEY et
al., 2015). O armazenamento e a sobrevivéncia dos NEP séo os principais obstaculos para a
formulacdo de um produto comercial (FUGA; FERNANDES; LOPES, 2012). Mesmo com
essa limitacdo, a utilizacdo dos NEP traz diversos beneficios, como reducdo de impactos a
organismos ndo-alvo, potencial ferramenta para 0 manejo da resisténcia, seguranca para 0s
aplicadores, e a inexisténcia de intervalo de reentrada para colheita (FUGA; FERNANDES;
LOPES, 2012). No entanto, a aplicacdo de nematoides de forma inundativa ao solo, pode
afetar outras espécies ndo-alvo, necessitando estudos para verificar essas interacdes
(LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

4.4 Interacdo nematoides e parasitoides

Para um controle mais efetivo de moscas-das-frutas no Brasil é necessario a
implantacdo de um manejo integrado, pois é quase impossivel controlar a populacdo dessa
praga com apenas um método, principalmente quando ha mais de uma espécie de tefritideo
causando perdas econémicas (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019). Geralmente, 0s
componentes do MIP sdo utilizados como taticas isoladas, sem considerar suas interaces
com os componentes do agroecossistema (DOLINSKI; LACEY, 2007).

Os métodos de controle devem ser planejados de acordo com as espécies de
tefritideo, hospedeiro vegetal, regido do Brasil onde serdo aplicados, observando as condicdes
ambientais e das ferramentas disponiveis, incluindo préaticas culturais para manter os pomares

limpos de frutas maduras, aplicacdes de inseticidas seletivos aos inimigos naturais, controle
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biol6gico, entre outros que estiverem ao alcance dos produtores (PARANHOS; NAVA;
MALAVASI, 2019).

Na fruticultura, o controle bioldgico em seu sentido classico tem seu uso limitado,
pois o nivel de dano econdmico permitido € muito baixo, o que exige que a infestacdo nos
frutos seja proxima de zero. Assim, a utilizagdo desta estratégia de forma isolada ndo
resolverd os problemas ocasionados pelas moscas-das-frutas (CARVALHO, 2006). Sempre
que possivel, deve-se utilizar pelo menos um agente biolégico para cada estagio do ciclo de
vida da mosca-das-frutas, a fim de evitar a emergéncia dos adultos (PARANHOS; NAVA;
MALAVASI, 2019).

O controle microbiano de pragas frugivoras em conjunto com outros componentes
do MIP, pode proporcionar um controle efetivo (DOLINSKI; LACEY, 2007). Devido ao
aumento da utilizacdo de entomopatdgenos no MIP, torna-se indispensavel a avaliacdo dos
provaveis efeitos desses agentes sobre 0s inimigos naturais, representados por parasitoides e
predadores, no sucesso global desses organismos no controle bioldgico (MAGALHAES;
MINNERAT; ALVES, 1998; LABBE et al., 2009).

Estudos relacionados a casos de interacdo do controle microbiano com outros
métodos de controle de pragas ainda sdo pouco conhecidos. Entretanto, nos ultimos anos a
comunidade cientifica tem se preocupado em avaliar e divulgar o controle associado,
principalmente devido as suas multiplas vantagens a longo prazo, pois ha possibilidade dos
agentes explorarem diferentes estagios de desenvolvimento das pragas, onde um pode atuar
quando as pragas escapam da acdo do outro (POTRICH et al., 2009a; LACEY et al., 2015;
SIMIL et al., 2018). Desta forma, a associa¢do entre 0s agentes bioldgicos pode aumentar a
eficacia do controle das pragas, uma vez que a mortalidade do inseto tende a ser maior do que
a obtida pelo uso de cada agente aplicado isoladamente (POTRICH et al., 2009b; LACEY et
al., 2015; SIMIL et al., 2018).

Em alguns paises da América Latina, jA esta sendo feita a associacdo de
microrganismos com predadores e parasitoides em diversas culturas agricolas, porém em
poucos casos, os efeitos dessa associacdo tém sido avaliados (ROSSI-ZALAF et al., 2008).

As interacBes entre entomopatdgenos e parasitoides podem ser sinérgicas ou aditivas,
quando ocorre a transmissdo do entomopatdgeno pelos parasitoides; e antagonista, quando
ocorre o aumento da susceptibilidade a infeccdes (MAGALHAES; MINNERAT; ALVES,
1998; DOLINSKI; LACEY, 2007; ROSSI-ZALAF et al., 2008). Essas interacGes ocorrem

durante o desenvolvimento larval do parasitoide, interna ou externamente ao hospedeiro, ou
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quando um hospedeiro ja parasitado é infectado pelo patégeno (MAGALHAES;
MINNERAT; ALVES, 1998).

De forma geral, esses nematoides parecem ndo afetar insetos né&o-alvo
(MAGALHAES; MINNERAT; ALVES, 1998). Mbata e Shapiro-llan (2010) investigando o
potencial para integrar a aplicacdo do nematoide H. indica com a liberagdo de Habrobracon
hebetor (Say, 1857) (Hymenoptera: Braconidae) no controle de Plodia interpunctella
(HUbner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae), em condi¢cdes de laboratério, observaram que a
combinacdo desses agentes de controle bioldgico pode ser aditiva ou sinérgica, aumentando a
mortalidade da praga. A liberacdo de parasitoides ou a aplicacdo de nematoides isoladamente
gerou entre 62,25 e 71,25% de mortalidade das larvas de P. interpunctella, respectivamente,
enquanto a combinacdo das duas resultou em mortalidade de 98-99,25%.

No entanto, h& relatos demonstrando efeitos negativos entre a associacdo de
nematoides e inimigos naturais (LORDAN et al., 2014). Mracek e Spitzer (1983) constaram
invagdo de NEP em larvas de Thereva handlirschi Krober, 1912 (Diptera: Therevidae) e
Rhagio spp. (Diptera: Rhagionidae). Porém, essa invasdo deve ser considerada acidental,
produzida em parte pelo estresse ao qual as larvas foram expostas durante o experimento, uma
vez que o nematoide S. kraussei ndo é um parasita normal dos predadores e parasitoides de
Cephalcia abietis (L., 1758) (Hymenoptera: Pamphiliidae). E possivel também que ocorra
efeitos inesperados entre os diferentes agentes de biocontrole através de alteracdes no
comportamento das pragas e nos inimigos naturais ou através de alteracGes na densidade ou
diversidade de pragas (GONZALEZ et al., 2016).

Desta forma, é necessaria uma compreensdo das interagdes entre 0s inimigos naturas,
de modo que a aplicacdo de NEP deve sempre complementar ou apoiar as comunidades dos
parasitoides de moscas-das-frutas, oferecendo novas oportunidades para otimizar e

desenvolver ainda mais o controle bioldgico de moscas-das-frutas.
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5 METODOLOGIA

Local dos experimentos

Todas as criacdes e experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia e
Controle Microbiano de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de
Lavras — UFLA, em condic¢Oes controladas de temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de
70 + 10% e fotofase de 12 horas.

Criacgéo de Ceratitis capitata

Para o inicio da criacdo, foram utilizadas pupas de C. capitata linhagem mutante
(Sensibilidade a Letal Temperatura — Tsl Vienna 8) provenientes do Laboratorio de Controle
Biologico e Bioatividade de Produtos Vegetais da Universidade Estadual de Montes Claros
(UNIMONTES), Campus de Janauba, MG. Os puparios permaneceram nas placas até a
emergéncia dos adultos, e posteriormente foram liberados em gaiolas de acrilico (60x31x30
cm) com uma face revestida apenas com tecido voil, nas quais as moscas realizam a postura.
Na face superior foi colocada uma tela em forma de manga para manipulagéo.

No interior da gaiola foram colocadas duas garrafas plasticas de 250 mL contento
agua, com fita absorvente (Spontex®) que serviram de bebedouro para as moscas adultas e
trés placas de Petri (9x1,5cm): duas com alimento (mistura de levedura de cerveja e agucar
cristal na proporcdo de 1:4) e uma com esponja contendo solucdo de mel a 30%, como fonte
de proteina. A manutencéo da criacéo foi realizada diariamente.

Fora da gaiola, na parte frontal, logo abaixo do tecido voil, foram colocadas bandejas
de isopor (20x5x3,5 cm), mantidas com agua para retencdo dos ovos. A coleta de ovos foi
realizada a cada 24 horas, passando o pincel sobre o voil, fazendo com que 0s ovos caissem na
bandeja. O conteudo das bandejas foi colocado em Becker, onde os ovos decantavam, e com 0
auxilio de uma seringa, foi recolhido 0,5 mL de suspensdo de ovos.

Os ovos coletados foram colocados em recipientes (250 mL) contendo 250 gramas
de dieta artificial. O recipiente foi fechado com papel aluminio devido ao fototropismo
negativo das larvas, evitando também a dessecacdo de ovos. O recipiente foi colocado dentro
de outro recipiente plastico (1000 mL), onde a tampa tinha uma abertura superior fechada por
tecido do tipo voil que permite a ventilacdo do interior e vedado com papel filme.

A dieta artificial utilizada foi adaptada de Albajes e Santiago-Alvarez (1980) (Tabela
1).
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Tabela 1: Composicéo da dieta artificial fornecida para larvas de Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae).

Componentes Quantidades
Acucar 308g
Agua 1.700m|
Benzoato de sodio 119
Farelo de trigo 1.100g
Levedura de cerveja 159,7¢
Metilparaben (nipagin) 12,329
Propilparabeno sédico 12,32

Fonte: Albajes e Santiago-Alvarez (1980).

As larvas quando eclodem, comecam a se desenvolver na dieta artificial, alcancando
seu maximo desenvolvimento no terceiro instar (L3), quando saltam da dieta para o fundo do
recipiente de 1000 mL, ocorrendo a formacgéo das pupas, sendo recolhidas e colocadas em
uma nova gaiola de criago, iniciando assim, um novo ciclo. Semanalmente, foi montada uma

nova gaiola.

Criacdo do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata

A criacdo de D. longicaudata foi estabelecida com pupas de C. capitata parasitadas
provenientes do Laboratorio de Entomologia Aplicada, da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), em Mossor6-RN.

Os adultos dos parasitoides foram mantidos em gaiolas de madeira (30x30x30 cm),
forradas com papel Sulfite Branco. As faces laterais e a frente foram revestidas com tecido
voil. Na face superior foi feito um revestimento duplo com tecido voil, fechando com velcro
no entorno, onde foram colocadas as larvas para o parasitismo. Na outra lateral, foi adaptada
uma manga para manipulacéo.

No interior da gaiola, foi colocada uma placa de Petri (5x1,5 cm) com acucar cristal e
uma garrafa plastica de 250 mL contento dgua, com fita absorvente (Spontex®) que serviu de
bebedouro para os parasitoides, e na face frontal da gaiola foi pincelado mel, que também
serviu como fonte de alimento.

Larvas de terceiro instar (L3), provenientes da criacdo de C. capitata, foram
oferecidas aos parasitoides, na parte superior da gaiola de criacdo por 24 horas, sendo estas
recolhidas no dia seguinte e colocadas em recipientes plasticos (500 mL), rotuladas com a

data do recolhimento e guardadas até a emergéncia dos adultos.
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Obtencgdo dos Nematoides Entomopatogénicos

Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizados isolados nativos e exéticos de NEP
pertencentes ao género Steinernema e Heterorhabditis armazenados no Banco de Patdgenos
do Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Insetos da Universidade Federal de
Lavras — UFLA (Tabela 2).

Tabela 2: Isolados de nematoides entomopatogénicos (Rhabditida: Heterorhabditidae e
Steinernematidae) utilizados nos bioensaios.

Isolado Local de origem
Heterorhabditis amazonensis RSC05 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. Alho Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM3 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM4 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. ljaci ljaci/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. NEPET 11 Palmeiras das Miss6es/RS/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC03 Benjamin Constant/AM/Brasil
Steinernema carpocapsae All Carolina do Norte/EUA

A multiplicacdo dos nematoides foi realizada através do método in vivo, adaptado de
Woodring; Kaya (1988), utilizando-se lagartas de sexto instar de Galleria mellonella L.

(Lepidoptera: Pyralidae), provenientes da criacdo estabelecida no mesmo laboratorio.

Criacdo de Galleria mellonella

Os adultos foram mantidos em frascos de vidro (1300 mL) e tampa plastica de rosca,
contendo, em seu interior, folhas de jornal dobradas em forma de sanfona para postura.
Posteriormente, os adultos foram descartados e o papel contendo os ovos foi retirado e
transferido para potes plasticos (40x27x13 cm) com tecido voil e fechado com tampa sem
furos. Esses potes foram forrados com papel jornal e fornecido dieta artificial adaptada de
Dolinski (2005) (Tabela 3).
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Tabela 3: Composicdo da dieta artificial fornecida para lagartas de Galleria mellonela
(Lepidoptera: Pyralidae).

Componentes Quantidades
Farelo de trigo 200 ¢
Farinha de trigo 2009
Gérmen de trigo 2009
Glicerina 130 g
Leite em p6 desnatado 400 g
Levedura de cerveja 120 g
Mel 240 g

Fonte: Dolinski (2005).

As lagartas quando atingiram o terceiro instar, foram transferidas para outro pote
plastico com tampa contendo pequenos furos, forrado com papel jornal. A dieta foi
acrescentada conforme a necessidade até completarem seu desenvolvimento ou até serem
utilizadas para multiplicacdo dos NEP. Adultos emergidos foram recolhidos e transferidos
com ajuda de tubo de vidro, para potes de vidro cilindricos com tampa, para a manutencao da

criagdo. A manutencéo foi realizada em dias alternados, fazendo-se a limpeza dos recipientes.

Multiplicacéo e manutencédo de nematoides entomopatogénicos

Em uma placa de Petri (9x1,5 cm) contendo dois papeis filtro (90 mm) foram
transferidas 10 lagartas de G. mellonella, padronizadas no sexto instar, e aplicados 2 mL de
suspensdo aquosa com aproximadamente 200 Jl/lagarta. Estas placas foram mantidas em
camara climatizada (25 = 1°C, UR 70 + 10%, 12 horas de fotofase) e, apds 48 horas, as
lagartas mortas foram transferidas para placas de Petri (9x1,5 cm) forrada com papel filtro (90
mm) sem a presenca dos NEP, na qual permaneceram nas mesmas condicdes citadas
anteriormente, para desenvolvimento do nematoide.

Ap0s sete dias, as lagartas foram transferidas para armadilha de White modificada, a
qual consiste de uma placa de Petri de plastico (9x1 cm) contendo um pedaco de material
acrilico fixado no centro da placa. Essa placa foi forrada com uma folha de papel filtro (90
mm) e 3 mL de &gua destilada, onde se colocava as lagartas mortas com sintomas de infeccéo
por NEP. Os JI deixavam o cadaver do hospedeiro e migravam para a agua destilada ao fundo

da armadilha.
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O recolhimento dos NEP foi feito utilizando-se uma proveta de 1000 mL, sobre a
qual foi vertido o contetdo da armadilha de White, e o0 volume da proveta foi completado com
agua destilada. Esta suspensdo foi mantida na proveta durante 24 horas para decantacdo e
lavagem dos nematoides. Apos este periodo o sobrenadante foi descartado e a suspensdo de
NEP foi transferida para frascos para cultura de tecido com capacidade de 250mL,
adicionando-se agua destilada até completar o volume. Os frascos foram mantidos em camara
climatizada (16 + 1°C, UR 70 £ 10%, no escuro) por um prazo maximo de uma semana, até a

montagem dos bioensaios.

Bioensaio 1: Patogenicidade de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre larvas
de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata

Foi avaliada a patogenicidade de isolados de NEP pertencentes aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema sobre larvas de C. capitata. Para o bioensaio foi adotado o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢Ges, cada uma
constituida por seis placas de Petri (5x1 cm) forradas com trés papeéis filtro (50 mm),
contendo 10 larvas cada.

Como as larvas ndo parasitadas, foram utilizadas larvas de C. capitata de terceiro
instar provenientes da criacdo e como larvas parasitadas, foram ofertadas larvas de terceiro
instar a fémeas de D. longicaudata por 3h. Por meio de um microscopio estereoscopico,
verificou-se a presenca de pelo menos trés cicatrizes de oviposi¢cdo em cada larva da mosca-
das-frutas, que, segundo Montoya et al. (2003) deve resultar em pelo menos um ovo de
parasitoide (Figura 1).

Em cada placa de Petri foi adicionado, com o auxilio de uma pipeta, 1mL de
suspensdo nematoides padronizada na concentracdo de 100Jl/inseto e para a testemunha, foi

aplicado 1mL de agua destilada.
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Figura 1: Larvas de terceiro instar de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) (A) Larvas nao
parasitadas; (B) Larvas parasitadas

A ;,
Seta indica a cicatriz de oviposicdo de Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae).

Fotos: SOUZA, M.M. Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.

A avaliacdo foi realizada durante cinco dias e a confirmagdo da mortalidade foi
através da observacdo da sintomatologia e da dissecacdo dos cadaveres. O sintoma
caracteristico de infeccdo é a mudanca de coloracdo no corpo do hospedeiro ocasionada pela
presenca das bactérias simbioticas transportadas no intestino dos JI, desempenhando papel
importante na morte do hospedeiro (MRACEK; SPITZER, 1983) (Figura 2).

Figura 2: Larvas de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) com a sintomatologia de
infeccdo por nematoides entomopatogénicos (A) Sintomas ocasionados por nematoides do
género Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae); (B) Sintomas ocasionados por
nematoides do género Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae).

Fotos: SOUZA, M.M. Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.
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Bioensaio 2: Efeito de concentrac6es de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre

larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata

Nesse bioensaio foi utilizado o isolado Heterorhabditis spp. Alho, pois 0 mesmo
apresentou a menor viruléncia para larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata no
bioensaio anterior. O bioensaio foi realizado utilizando-se delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢des, cada uma constituida por trés placas de
Petri, contendo 10 larvas cada.

As larvas parasitadas (sintomatologia descrita no bioensaio 1) foram transferidas
para placas de Petri (5x1 cm) forradas com trés papéis filtro (50 mm) e aplicada 1mL de
diluicdes seriadas previamente preparadas, padronizadas nas concentracgdes de 0, 50, 150, 250
e 350 Jl/inseto. Para a testemunha, foram utilizadas larvas ndo parasitadas para todas as
concentragoes.

As placas foram inspecionadas durante cinco dias e a confirmagdo da mortalidade foi
realizada atraves da observacdo da sintomatologia e da dissecacdo dos cadaveres. Para cada

concentragéo, foi registrado o numero de hospedeiros mortos.

Bioensaio 3: Teste de infeccdo com chance de escolha por larvas de C. capitata

parasitadas ou nédo parasitadas por D. longicaudata

Nesse bioensaio, foi testada a habilidade dos NEP em distinguir entre larvas de C.
capitata parasitadas e ndo parasitada, em uma arena de livre escolha. Esse bioensaio foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e contendo quatro repetic6es, onde
cada réplica consistiu de trés placas de Petri.

Dez larvas de C. capitata parasitada (sintomatologia descrita no bioensaio 1) e dez
larvas ndo parasitadas foram colocadas em placas de Petri (7x1 cm) revestidas com trés papéis
filtro (70 mm). Em cada placa foram adicionados, com auxilio de uma pipeta, 2 ml de agua
destilada contendo JI na concentracéo de 80 Ji/larva, (determinada no bioensaio 2). As placas
de Petri foram mantidas por 72 horas em camara climatizada.

Ap0s esse periodo, foi registrado o nimero de larvas de C. capitata parasitadas e nao
parasitadas mortas. As pupas sem sintomas de infeccdo foram removidas e enxaguadas em
agua destilada para remover quaisquer JI aderidos a superficie e transferidas para placas de

Petri (5x1 cm), revestidas com um papel filtro (50 mm) até a emergéncia dos adultos.
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Bioensaio 4: Tempo de exposi¢éo de larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas

por D. longicaudata a nematoides entomopatogénicos

Para definir o tempo que o NEP leva para penetrar no hospedeiro, as larvas de C.
capitata ficaram expostas a nematoides por 0, 1, 6, 12 e 24h. As placas de Petri (5x1 cm)
forradas com trés papéis filtro (50 mm) foram preparadas com 1mL de suspensdo de
nematoide na concentracdo de 80J1/larva, definida no bioensaio 2.

Apos cada periodo de exposicao, os hospedeiros foram lavados com agua destilada,
transferidos para placas de Petri forradas com papel filtro sem nematoides e mantidos até a
emergéncia dos adultos ou morte do hospedeiro. O numero de hospedeiros mortos foi
registrado em cada caso. Os individuos mortos foram dissecados e examinados quanto a
presenca de nematoides e ovos de parasitoides.

O bioensaio foi realizado utilizando o mesmo delineamento e procedimento
experimental adotados no bioensaio de efeito da concentracdo do isolado de NEP (Bioensaio
2).

Analise Estatistica

Para testar as diferencas entre os isolados de NEP em larvas parasitadas e néo
parasitadas, foram utilizados Modelos Lineares Generalizados (GLM) com distribuicao
quasibinominal com funcéo de ligacéo logit. Foi ajustado um GLM considerando dois fatores:
o efeito do tipo de larvas e o efeito dos isolados de NEP e a interacéo entre eles, fazendo um
desdobramento dos tipos de larvas dentro de cada isolado de nematoides.

Para os efeitos da concentracdo de Heterorhabditis sp. Alho também foram
utilizados o GLM com distribuicdo quasibinominal e funcdo de ligacdo cloglog para larvas
ndo parasitadas e GLM com distribuicdo binominal e funcdo de ligacdo probit para larvas
parasitadas.

O GLM com distribuicdo quasibinominal e funcdo de ligacdo probit também foi
utilizado para o teste de infeccdo com chances de escolha por larvas parasitadas e ndo
parasitadas e no bioensaio do tempo de exposi¢do dos nematoides em larvas de C. capitata
ndo parasitadas, enquanto que para as larvas parasitadas, foi utilizado GLM com distribuicéo
quasibinominal e funcéo de ligacdo logit.

O teste da razao de verossimilhanga (log-likelihood ratio) foi utilizado para testar o
efeito dos diferentes NEP, seguida por comparagdes de Tukey (p<0,05). A qualidade do ajuste

foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de simulagéo.
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Para o calculo do doses efetivas CLso e ClLoo do isolado de NEP foi ajustado um
modelo log-logistico com dois parametros y = 1/(1+exp{b[In(x)-In(e)]}), utilizando o teste
“Goodness-0f-fit test” para verificar a qualidade do ajuste.

Todas as anélises foram feitas utilizando-se o software R 3.6 (R CORE TEAM, 2019),
sendo utilizados os seguintes pacotes Ime4 (BATES et al., 2015), emmeans (SEARLE;
SPEED; MILLIKEN, 1980), drc (RITZ et al., 2015) e hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO,
2017).
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6 RESULTADOS

Bioensaio 1: Patogenicidade de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre larvas
de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata

As larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata foram
susceptiveis a todos os isolados de NEP estudados, havendo grande variabilidade na taxa de
mortalidade das larvas. Os JI de todos os isolados foram capazes de invadir e se propagar em
todas as larvas, independente da presenca ou ndo dos ovos do parasitoide (Figura 3). O
tratamento controle, onde foi aplicado somente &gua, ndo causou mortalidade durante o

bioensaio.

Figura 3: Larva de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) parasitada por Diachasmimorpha
longicaudata (Hymenoptera: Braconidae).

Seta preta indica 0s nematoides entomopatogénicos e seta branca indica 0s ovos do parasitoide. Fotos:
SOUZA, M.M. Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG, Brasil.

A mortalidade das larvas ndo parasitadas variou entre 44 e 97,67%, sendo S.
carpocapsae o isolado que apresentou a maior viruléncia, diferindo dos demais isolados e do
tratamento controle (GLM, teste da razdo de verossimilhanca; X?=529,47, Df=8, p<0,001).
Nas larvas parasitadas, a mortalidade foi superior a 90% para todos os isolados, com excecao
de Heterorhabditis sp. Alho, que apresentou mortalidade de 79,58% (GLM, teste da razéo de
verossimilhanga; X?=778,94, Df=8, p<0,001) (Tabela 4).

O comportamento dos NEP em larvas parasitadas e ndo parasitadas foi diferente pelo
teste de Tukey a 5%. A mortalidade das larvas parasitadas foi superior para todos os isolados.
A patogenicidade de S. carpocapsae a larvas ndo parasitadas, foi semelhante a mortalidade
das larvas parasitadas ocasionadas por todos os isolados. De uma maneira geral,

Heterorhabditis sp. JPM4 ocasionou a maior mortalidade em larvas parasitadas (100%).
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Tabela 4: Mortalidade confirmada (+ Erro Padrdo) por nematoides entomopatogénicos
(Rhabditida: Heterorhabditidae e Steinernematidae) em larvas de Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae) parasitadas e ndo parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata
(Hymenoptera: Braconidae).

Isolados de Nematoides Mortalidade de larvas Mortalidade de larvas
Entomopatogénicos nao parasitadas (%)* parasitadas (%)*
Steinernema carpocapsae A1l 97,67+1,49 Aa 95,81+7,73 Aa
Heterorhabditis amazonensis RSC05 77,33+6,73 Ba 92,96+10,57 Ab
Heterorhabditis sp. Alho 73,16+7,15 Ba 79,58+17,67 Ba
Heterorhabditis sp. RSC03 69,34+7,40 BCa 95,26+6,36 Ab
Heterorhabditis sp. JPM4 63,09+4,33 BCDa 100,00+0,00 Ab
Heterorhabditis sp. ljaci 56,32+14,28 CDEa 96,00+6,75 Ab
Heterorhabditis sp. NEPET11 51,80+10,47 DEa 96,52+7,12 Ab
Heterorhabditis sp. JPM3 43,9516,62 Ea 96,33+8,50 Ab
Agua 0,00+0,00 Fa 0,00+0,00 Ca

*Médias seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade
das larvas de C. capitata entre os isolados de NEP estudados (na coluna) e médias seguidas por letras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas em diferentes tipos de larvas, parasitadas e ndo
parasitadas por D. longicaudata (entre as colunas) pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Pelo contraste realizado pelo teste de Tukey (5%), o controle, S. carpocapsae e
Heterorhabditis sp. Alho nédo apresentaram diferencas no comportamento na mortalidade das
larvas parasitadas e ndo parasitadas (p=0,9884, p=0,3670 e p=0,1655, respectivamente). No
entanto, para os demais isolados foi observado um aumento na mortalidade quando as larvas
estavam parasitadas (p<0,001) (Tabela 4). Desta forma, as larvas parasitadas sdo mais
susceptiveis aos isolados de nematoides entomopatogénicos estudados, sendo o isolado
Heterorhabditis sp. Alho o isolado menos prejudicial as larvas parasitadas e que apresentou

resultados satisfatorios para as larvas nao parasitadas.

Bioensaio 2: Efeito de concentracdes de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre

larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata

Verificou-se que Heterorhabditis sp. Alho causou mortalidade em larvas de C.
capitata parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata em todas as concentracGes
aplicadas, com excec¢do do tratamento controle.

As concentracdes aplicadas diferiram entre si. Para as larvas ndo parasitadas, a
concentracdo 50 Jl/larva diferiu das demais concentracdes (GLM, teste da razdo de
verossimilhanga; X?=464,45, Df=4, p<0,001). Ja nas larvas parasitadas, as concentragdes 250

e 350 Jl/larva apresentaram resultados semelhantes (GLM, teste da razdo de verossimilhanca;
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X?=572,29, Df=4, p<0,001) (Figura 4). Em relacdo ao tipo de larva, as larvas parasitadas e
ndo parasitadas apresentaram diferengas na taxa de mortalidade nas concentragdes de 50 e 250
JI/larva (Figura 5).

Figura 4: Mortalidade das larvas de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) em diferentes
concentragdes de Juvenis Infectantes (JI) de Heterorhabditis sp. Alho (Rhabditida:
Heterorhabditidae). (A) Mortalidade das larvas ndo parasitada; (B) Mortalidade das larvas
parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae).
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade das larvas de C.

capitata entre as diferentes concentracGes de nematoides entomopatogénicos aplicadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Figura 5: Mortalidade em larvas de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) parasitadas e ndo
parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae) ocasionada por
diversas concentracOes de Heterorhabditis sp. Alho (Rhabditida: Heterorhabditidae).
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferengas significativas na mortalidade das larvas de C.
capitata parasitadas e ndo parasitadas entre cada isolados de NEP estudados por meio de uma analise
de contraste pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Além disso, foi observado que a mortalidade, independentemente do tipo de larvas,
foi diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de JI. A mortalidade das larvas nao

parasitadas variou entre 53,9 e 96,6%, enquanto que a mortalidade das larvas parasitadas
variou entre 78 e 99,3% (Figura 6).

Figura 6: Analise de regressdo para a mortalidade confirmada de larvas de Ceratitis capitata

(Diptera: Tephritidae) submetidas a diferentes concentracbes de Heterorhabditis sp. Alho
(Rhabditida: Heterorhabditidae).
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Modelo log-logistico com dois parametros y=1/(1+exp {b[In(x)-In(e)]}), utilizando o teste “Goodness-
of-fit test”.
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A concentracdo letal (CLso e CLgo) das larvas ndo parasitadas foi de 45,20Jl/larva e
181,86 JI/larva (log-logistico, X? = 46,24, Df = 46, p = 0,4802). As larvas parasitadas tiveram
uma dose efetiva CLso e CLgo de 19,88 Jl/larva e 93,54 Jl/larva (Tabela 5). Nota-se que as
larvas parasitadas requerem uma concentracdo de NEP menor para causar a mesma taxa de
mortalidade das larvas ndo parasitadas.

No intuito de causar a maior mortalidade, utilizando a menor concentracédo de NEP,
foi escolhida a concentracdo de aproximadamente 80JI/larva para dar sequéncia aos demais
bioensaios, sendo responsavel por matar 70% das larvas de C. capitata.

Tabela 5: Tabela: concentracdo de Juvenis Infectantes (JI) de Heterorhabditis sp. Alho
(Rhabditida: Heterorhabditidae) necessaria para causar mortalidade de larvas de Ceratitis
capitata (Diptera: Tephritidae) parasitadas e ndo parasitadas por Diachasmimorpha
longicaudata (Hymenoptera: Braconidae).

Concentracdo de Juvenis Infectantes (JI)

Mortalidade desejada Larvas nédo parasitadas Larvas parasitadas

Mortalidade de 10% (CL1o) 11,23 £ 2,66 6,62 £ 2,47
Mortalidade de 20% (CL2o) 18,78 £ 3,50 10,79 + 3,28
Mortalidade de 30% (CLao) 26,42 + 4,08 14,93 +3,87
Mortalidade de 40% (CL.ao) 34,96 + 4,53 19,48 + 4,34
Mortalidade de 50% (CLso) 45,20 + 4,93 19,88 £ 4,74
Mortalidade de 60% (CLso) 58,45 + 5,37 31,77 £ 5,10
Mortalidade de 70% (CL70) 77,34 + 6,16 41,46 + 5,43
Mortalidade de 80% (CLaso) 108,83 + 8,52 57,37 £ 6,00
Mortalidade de 90% (CLgo) 181,86 + 18,81 93,54 + 9,52

Mortalidade de 99% (CLgo) 831,77 + 201,09 336,88 + 105,20

Bioensaio 3: Teste de infeccdo com chance de escolha por larvas de C. capitata

parasitadas ou ndo parasitadas por D. longicaudata

O isolado Heterorhabditis sp. Alho causou mortalidade tanto em larvas parasitadas
qguanto em larvas ndo parasitadas em teste de infeccdo com chance de escolha, havendo
diferencas na mortalidade dos diferentes tipos de larvas de C. capitata. Foi observado que
algumas larvas do parasitoide conseguiram eclodir em larvas com sintomas de infeccdo
(Figura 7). No entanto, resta saber se o seu desenvolvimento foi interrompido devido a
infeccdo dos NEP nas larvas dos parasitoides, ou se as condi¢cdes dentro da larva estavam

improprias para o seu desenvolvimento.
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Figura 7: Larva do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae)
que conseguiram eclodir dentro da larva de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) infectada
por Heterorhabditis sp. Alho (Rhabditida: Heterorhabditidae).

Fotos: SOUZA, M.M. Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.

As larvas parasitadas apresentaram alta mortalidade (91,67%), diferenciando-se das
larvas ndo parasitadas (58,33%) (GLM, teste da razdo de verossimilhanca; X?=43,21, Df=1,
p<0,001) (Figura 8). Com isso, houve uma preferéncia dos NEP por larvas parasitadas.

Figura 8: Mortalidade de larvas de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) em teste de
preferéncia do isolado de Heterorhabditis sp. Alho (Rhabditida: Heterorhabditidae) por larvas

parasitadas ou ndo parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera:
Braconidae).
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade das
larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas pelo NEP estudado por meio de uma
analise de contraste pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Bioensaio 4: Tempo de exposicédo de larvas de C. capitata parasitadas e ndo parasitadas
por D. longicaudata a nematoides entomopatogénicos

Todos os tempos de exposicdes permitiram que houvesse a infeccdo dos NEP. A
medida que o tempo de exposi¢do aumentou, houve um aumento na mortalidade até 12h. Os
maiores tempos de exposigdo foram 0s que apresentaram as maiores mortalidades, diferindo
dos menores tempo de exposicdo (GLM, teste da razédo de verossimilhanga; X?=474,39, Df=4,
p<0,001; X?=210,68, Df=4, p<0,001, respectivamente).

Quando as larvas ficaram expostas por 12 e 24h aos NEP, apresentaram mortalidade
de 73,3 e 68,9% nas larvas ndo parasitadas, respectivamente; e mortalidade de 69,3 e 69,9%
nas larvas parasitadas, respectivamente. Essas mortalidades ndo diferiram entre si tanto nas
larvas parasitadas quanto nas ndo parasitadas. Nos periodos de 1 e 6h, houve diferencas na
mortalidade apenas nas larvas ndo parasitadas (Figura 9).

Figura 9: Mortalidade das larvas de Ceratitis capitata parasitadas e ndo parasitadas por

Diachasmimorpha longicaudata em diferentes tempos de exposi¢cdo aos Juvenis Infectantes
(J1) de Heterorhabditis sp. Alho.
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Barras seguidas por letras mailsculas diferentes indicam diferengas significativas na mortalidade das
larvas de C. capitata ndo parsitadas e barras seguidas por letras minlsculas diferentes indicam
diferencas significativas na mortalidade das larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

O tempo de exposicdo ndo diferiu na mortalidade das larvas parasitadas e ndo
parasitadas (p<0,001), o que leva a crer que a infeccdo dos NEP ocorre a0 mesmo tempo,

independentemente do tipo de larvas.
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7 DISCUSSAO

A patogenicidade dos NEP a larvas de tefritideos vem sendo estudada por diversos
autores (ROHDE et al., 2012; KAMALI et al., 2013; LANGFORD et al., 2014; FOELKEL,
MONTEIRO; VOSS, 2015; MINAS et al., 2016; HEVE et al., 2017). No presente estudo, as
larvas de C. capitata foram suscetiveis aos oito isolados testados. Dentre os isolados, S.
carpocapsae, H. amazonesis RSCO05, Heterorhabditis sp. RSC03, Heterorhabditis sp. JPM3 e
Heterorhabditis sp. JPM4 ja tiveram sua viruléncia comprovada em larvas de C. capitata
(ROHDE et al., 2012; FOELKEL; MONTEIRO; VOSS, 2015). Este é o primeiro relato da
patogenicidade de Heterorhabditis sp. Alho, Heterorhabditis sp. ljaci e Heterorhabditis sp.
NEPET11 sobre mosca-do-mediterraneo, porém estes isolados ja foram relatados para outros
tefritideos (FOELKEL; MONTEIRO; VOSS, 2015).

A eficiéncia das espécies ou isolados dos NEP interfere diretamente no controle do
inseto-praga (BEN-YAKIR et al., 1998). Desta forma, os bioensaios de patogenicidade em
laboratorio servem para selecionar os NEP mais virulentos, sendo esta, uma etapa
fundamental para o uso bem-sucedido desses agentes (JAMES; MALAN; ADDISON, 2018;
LABAUDE; GRIFFIN, 2018; CHERGUI et al., 2019).

Steinernema carpocapsae foi a espécie de NEP que ocasionou a maior mortalidade,
corroborando com Karagoz et al. (2009), Rohde et al. (2012) e Shaurub et al. (2015) que
constataram que esta espécie de steinernematideo é a mais virulenta para as larvas de C.
capitata. Entre as espécies de heterorrabditideos, H. amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis
sp. Alho foram as mais virulentas, sendo semelhantes entre si e diferenciando de S.
carpocapsae.

Diferencas na mortalidade ocasionada pelos principais géneros de rhabditideos foram
encontradas por Karagoz et al. (2009), sendo as espécies de Steinernema mais virulentas que
as espécies de Heterorhabditis. No entanto, segundo Malan e Manrakhan (2009), sdo as
espécies de Heterorhabditis que causam maior infectividade nas larvas de mosca-das-frutas
devido ao menor tamanho dos JI, facilitando a penetracdo pelas aberturas naturais, alem de
utilizar seu dente dorsal para penetrar na cuticula do hospedeiro. Esse comportamento nédo foi
verificado neste trabalho, pois, em média, a taxa de penetracdo dos JI do género
Heterorhabditis variou entre 5,5 e 41,3 Jl/larva, sendo Heterorhabditis sp. ljaci, que mais
penetrou nas larvas de moscas-das-frutas, enquanto que o isolado Heterorhabditis sp. JPM4
teve a menor taxa de penetracdo. Steineinerma carpocapsae teve uma taxa de penetracdo de
47,3 Jl/larva.
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A maioria dos isolados utilizados neste trabalho, também foram utilizados por Rohde
et al. (2012), sendo que as taxas de mortalidade obtidas neste trabalho foram superiores as
obtidas por esses autores. A diferenca entre as mortalidades encontradas nos diferentes
trabalhos pode ser explicada pela diferenca de concentracdes de JI utilizadas.

Os resultados aqui apresentados comprovam que os NEP podem ser incorporados em
programas de Manejo Integrado de moscas-das-frutas. No entanto, a introducgéo desse agente
de biocontrole, permite o contato com outros inimigos naturais, como predadores e
parasitoides, no mesmo habitat, sendo necessario estudos a respeito da interacdo entre esses
agentes (GARRIGA et al., 2019).

Garriga et al. (2019) investigando a sobrevivéncia de espécies de predadores
(Macrolophus pygmaeus (Rambur) (Hemiptera: Miridae), Nesidiocoris tenuis (Reuter)
(Hemiptera: Miridae), Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) e Dalotia
coriaria (Kraatz) (Coleoptera: Staphylinidae)) e parasitoides (Necremnus artynes (Walker,
1839) (Hymenoptera: Eulophidae), Diglyphus isaea (Walker, 1838) (Hymenoptera:
Eulophidae), Dacnusa sibirica Telenga, 1934 (Hymenoptera: Braconidae) e Trichopria
drosophilae (Perkins, 1910) (Hymenoptera: Diapriidae)) comumente usadas em horticultura
exposta aos NEP em condicdes de laboratorio, demonstrou que a sobrevivéncia de inimigos
naturais ndo foi afetada pelos tratamentos H. bacteriophora, S. feltiae ou S. carpocapsae.
Esses resultados mostraram boa compatibilidade entre os inimigos naturais e 0s nematoides
testados, no entanto, ndo se tém relatos sobre o efeito de NEP nos estagios imaturos desses
parasitoides.

Em estudos realizados por Mbata e Shapiro-llan (2010) mostraram que ndo houve
efeitos significativos na sobrevivéncia de adultos do parasitoides H. hebetor quando foi
exposto ao nematoide H. indica, mas quando as larvas do parasitoide foram expostas
diretamente aos nematoides apresentaram alta mortalidade, sugerindo que o NEP seja
virulento apenas aos estagios de desenvolvimento do parasitoide.

Em relacdo as moscas-das-frutas, as espécies de NEP foram investigadas quanto a
viruléncia apenas para as larvas ndo parasitada. Pouco se sabe qual o efeito dos
entomopatogenos em larvas parasitadas, uma vez que o parasitoide atua quando as larvas
ainda estdo dentro do fruto, e quando saem para empupar, entram em contato com 0s
nematoides.

Este é o primeiro relato da interacdo entre os NEP e o parasitoide D. longicaudata no
controle de C. capitata. Todos o0s isolados testados foram patogénicos as larvas da mosca

parasitadas, apresentando mortalidade superior as larvas ndo parasitadas.
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As larvas parasitadas de C. capitata podem ter sido mais susceptiveis aos NEP por
duas hipéteses: 1) as cicatrizes de oviposicdo de D. longicaudata podem ter sido mais uma
porta de entrada dos NEP; e 2) o sistema imunoldgico das larvas ja estava sensivel devido a
presenca dos ovos do parasitoide, pois no momento do parasitismo, desencadeiam-se
respostas de defesa do hospedeiro, que geralmente séo letais aos parasitoides em
desenvolvimento, fazendo com que eles elaborem estratégias para contornar essas defesas
(SIMMONDS; CARRILLO; BURKE, 2016). Dentre as estratégias esta a injecdo de virus
simbidticos, particulas semelhantes a virus (VLPs), proteinas do ovario das vespas e
componentes da superficie dos ovos, podendo funcionar de forma isolada ou em combinacées
(LAWRENCE, 2005), interferindo no sistema imunolégico e/ou alterando o metabolismo do
inseto por meio de proteinas imunossupressoras, induzindo a apoptose e/ou interrompendo a
f-actina e outros aspectos da ultraestrutura dos hemdcitos do hospedeiro (LAWRENCE, 2005;
SIMMONDS; CARRILLO; BURKE, 2016).

Heve et al. (2018) estudando a eficacia da biodiversidade de nematoides
entomopatogénicos em frutos infectados por A. suspensa (Loew, 1873), onde algumas larvas
estavam parasitadas por D. longicaudata, sugerem que o0s rabdovirus endossimbioticos
associados aos parasitoides impedem gque os NEP infectem o hospedeiro em que o parasitoide
esta se desenvolvendo, ou que simplesmente, D. longicaudata seja resistente a infeccdes por
NEP. No entanto, as larvas utilizadas nesses experimentos nao foram verificadas quanto a
presenca de cicatrizes de oviposicao do parasitoide como foi observado no presente trabalho.
Além disso, a populacédo do parasitoide em campo estava muito baixa, interferindo nas taxas
de parasitismo, o que dificulta a comparacdo entre os resultados obtidos.

Mesmo assim, essas teorias ndao puderam ser comprovadas neste estudo, pois 0s
nematoides conseguiram penetrar no hospedeiro mesmo com a presenca dos ovos do
parasitoide, a menos que, ao ovipositar, D. longicaudata nao tenha introduzido os rabdovirus,
0 que é pouco provavel.

Assim como a resisténcia do parasitoide aos NEP que também ndo pOde ser
verificada, pois ndo se sabe se o0 seu desenvolvimento foi interrompido pela infeccdo dos
nematoides ou se foi devido a morte do hospedeiro.

A morte do parasitoide devido a morte prematura do hospedeiro é a consequéncia
mais comum, pois 0s metabdlitos secundarios produzidos pelos NEP alteram drasticamente
sua qualidade para o outro organismo. Essa alternéncia de recursos efetivamente mataria as

larvas dos parasitoides que ndo s&o mortas diretamente por NEP, uma vez que 0os nematoides
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ndo sdo parasitas normais desses inimigos naturais (MRACEK; SPITZER, 1983; ATWA et
al., 2013).

Dentre todos os isolados, Heterorhabditis sp. Alho foi selecionado para dar
continuidade aos bioensaios por apresentar uma mortalidade expressiva nas larvas de C.
capitata ndo parasitadas e a menor mortalidade das larvas parasitadas.

A mortalidade das larvas de C. capitata foi diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo de JI, assim como foi observado por Rohde et al. (2012), James, Malan e
Addison (2018), Shaurub et al. (2015) e Minas et al. (2016). As larvas parasitadas também
seguiram 0 mesmo padrdo que as larvas sadias.

No entanto, as larvas parasitadas se mostraram mais susceptiveis que as larvas nao
parasitadas, pois altas mortalidades foram alcangadas com baixas concentracdes de JI. As
concentracdes letais (CLso € Clgo) das larvas parasitadas aparentam ser duas vezes maiores
que as das larvas ndo parasitadas. A analise de regressao também mostra essa tendéncia, uma
vez que a linha que representa a mortalidade das larvas ndo parasitadas em fungdo da
concentragdo esta sempre mais baixa que a linha das larvas parasitadas, se aproximando a
medida que a concentracdo aumenta.

A analise de regressao obtida nesse trabalho difere dos resultados obtidos por Rohde
et al. (2012) e Minas et al. (2016). Esses autores obtiveram uma regressao polinomial de
segunda ordem, onde a tendéncia da curva é diminuir a partir de uma certa concentracdo em
decorréncia da competicdo intraespecifico, utilizando os isolados H. baujardi LPP7,
Heterorhabditis sp. LPP14 e Heterorhabditis sp. LPP17, Heterorhabditis sp. RSCO1 e S.
carpocapsae, respectivamente, em larvas de C. capitata. Diferentemente do comportamento
apresentado por Heterorhabditis sp. Alho, que aumentou até um determinado ponto e,
posteriormente estabilizou na mortalidade superior a 90%.

A comparacao entre as concentrac@es de JI é dificultada devido a ampla variagédo nas
concentracdes e resultados alcancados, sendo necessaria uma padronizacdo do nimero de
juvenis em um determinado volume (MINAS et al., 2016).

As larvas de C. capitata aparentam ser mais susceptiveis a Heterorhaditis sp. Alho,
que outras espécies como S. yiergalemense que teve CLso de 526,90 Jl/inseto e CLgo de 8863,2
JI/larva; e H. momieputensis com CLso de 37,80 Jl/inseto e CLgo de 635,84 Jl/larva (JAMES;
MALAN; ADDISON, 2018). A CLso obtida por Shaurub et al. (2015) para os isolados H.
bacteriophora AS1, H. bacteriophora HP88, S. carpocapsae e S. riobrave foram de 23,3,

55,0, 59,3 e 80 Jl/cm?, respectivamente.
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No intuito de causar a maior mortalidade utilizando a menor quantidade de JI por
uma questdo econémica, foi escolhida a concentragcdo de aproximadamente 80 Jl/larva, que
ocasiona 70% de mortalidade, pois € a maior concentracdo que diferenciou das demais
mortalidades.

Em testes de preferéncia, os NEP causaram maior mortalidade nas larvas que tinham
sido previamente parasitadas que nas larvas ndo parasitadas, apesar destas terem apresentado
mortalidade superior a 50%. Os resultados obtidos pelos testes realizados por Mbata e
Shapiro-Ilan (2010) mostraram que os NEP também preferiram as larvas de P. interpunctella
parasitada por H. hebetor quando foi possivel escolher entre larvas parasitadas e nao
parasitadas.

Os nematoides apresentam uma variedade de estratégias de busca para maximizar as
chances de detectar um hospedeiro (RUAN et al., 2018). As estrategias de forrageamento dos
NEP pode ser de dois tipos: Emboscadores, que geralmente ficam a espera do hospedeiro; e
os Cruzadores, que buscam ativamente os hospedeiros (SHAPIRO-ILAN et al., 2012). As
espécies podem exibir uma combinagdo destas estratégias para localizar os hospedeiros,
embora algumas espécies apresentem principalmente um comportamento especifico, enquanto
que outras espécies sdo consideradas intermediarias (SHAPIRO-ILAN et al., 2012; RUAN et
al., 2018).

O comportamento que envolve movimento estd intimamente ligado a distribuicéo
espacial e ao sucesso do forrageamento (RUAN et al., 2018). Desta forma, é necessario
realizar experimentos que elucidem o tipo de comportamento de busca de Heterorhabditis sp.
Alho para entender a sua dispersdo. Os heterorrabditideos tendem a ser organismos
cruzadores (SHAPIRO-ILAN et al., 2012). No entanto, segundo Bal e Grewal (2015), os
cruzadores sdo melhores em infectar hospedeiros sedentarios e os emboscadores sdo melhores
em encontrar hospedeiros moveis, que é o caso de C. capitata.

Vaérios fatores abioticos e bidticos podem afetar o comportamento de forrageamento
de NEP. Os JI respondem a varios estimulos como CO., vibragfes, temperatura e compostos
quimicos (SHAPIRO-ILAN et al., 2012), tornando necessario a investigacdo de quais 0s
estimulos que as larvas parasitadas estdo emitindo para atrair os juvenis de Heterorhabditis
sp. Alho.

Geralmente, o hospedeiro € infectado por dezenas a centenas de JI, raramente um
anico juvenil é capaz de ocasionar uma infeccdo bem-sucedida (RUAN et al., 2018). A
mortalidade do inseto ocorre dentro de 48 a 72 horas apds a infeccdo. Os resultados aqui

obtidos demonstraram que a infecgdo ocorre nas primeiras 12 horas de exposi¢do das larvas
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aos NEP, ndo havendo acréscimo na mortalidade das larvas de C. capitata ap6s serem
expostas por 24 horas, comprovando que a infec¢do ocorre nas primeiras horas. O tempo de
infeccdo foi semelhante nas larvas sadias e parasitadas.

Nas primeiras 12 horas, as larvas permanecem vivas, apresentando movimentagao
normal. A partir de 12 horas de exposi¢do aos NEP, as larvas se encontram paralisadas e
apresentando mudancas na coloracdo. Esses sdo sintomas caracteristicos de infeccdo por
nematoides. Segundo Alchanatis et al. (2000), e podem reduzir sua taxa de alimentacdo antes
de morrer. As alteracfes de cor das os insetos infectados pelos NEP se movem com menos
vigor larvas ocorrem naturalmente devido a polifenol oxidase durante as infeccdes
bacterianas, resultando em uma massa de bactéria simbiotica com resto do corpo gorduroso
do inseto (MRACEK; SPITZER, 1983).

Ap0ds o periodo inicial entre 12 e 24 horas, ha uma reducdo na atracdo do hospedeiro
para os JI de H. bacteriophora, ou seja, 0s hospedeiros infectados se tornam menos atraentes
ou mesmo repelentes apds um breve periodo de maior atratividade inicial dos JI (BAL;
GREWAL, 2015).

Os resultados deste trabalho corroboraram os resultados obtidos por Ben-Yakir et al.
(1998), onde as maiores mortalidades de Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera:
Pyralidae) ocorreram apds ficarem expostas aos nematoides S. carpocapsae e H.
bacteriophora por mais de 9h. Trabalhos realizados por Bal e Grewal (2015) mostraram que a
dispersdo de H. bacteriophora aconteceu durante as primeiras 12 horas em hospedeiros
moveis.

De uma maneira geral, o presente trabalho demonstra que a interacdo entre o
parasitoide D. longicaudata e os NEP pode ser considerada antagdnica para o parasitoide,
pois a infeccdo impede o seu desenvolvimento. Quando ambos agentes ocorrem
simultaneamente dentro o hospedeiro em um estagio inicial, os NEP reduzem as chances dos
parasitoides completarem seu desenvolvimento, pois sdo mais agressivo e também produz
uma progénie muito maior que se espalha pela regifo proxima (MRACEK; SPITZER, 1983).

Estudos realizados por Kaya (1978) sugerem que Varios estagios de desenvolvimento
de parasitoides tém suscetibilidade variavel a NEP, de modo que os estagios finais sdo menos
afetados que os estagios iniciais. E provavel que os estagios finais do parasitoide possam ter
desenvolvido uma imunidade eficaz contra a infeccdo pelo NEP, além disso, a superficie
cuticular e o casulo pupal podem ter fornecido uma barreira que reduzia a infeccdo (MBATA,;
SHAPIRO-ILAN, 2010).
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Desta forma, o conhecimento do periodo de infecgdo dos NEP é fundamental para a
elaboracdo de estratégias de liberacdo de inimigos naturais de modo que um agente ndo
interfira na eficiéncia dos demais. A aplicacdo combinada de nematoides e parasitoides pode
se tornar benéfica quando os efeitos prejudiciais do nematoide sobre o parasitoide puderem
ser minimizados através das estratégias de aplicacdo (MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010;
ATWA et al., 2013).

Esse fato é comprovado no estudo de Atwa et al. (2013), onde a interacdo entre 0s
nematoides H. bacteriophora e S. carpocapsae e o parasitoide Microplitis rufiventris
Kokujev, 1914 (Hymenoptera: Braconidae) em Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)
(Lepidoptera: Noctuidae) favoreceu os nematoides quando estes foram inoculados durante o
estagio de ovo ou nos instares iniciais da larva, resultando na morte das larvas do parasitoide.
Quando os nematoides foram inoculados durante o desenvolvimento larval tardio do
parasitoide, as vespas tiveram chances de se desenvolver, emergir e se reproduzir, fornecendo
evidéncias de que tanto nematoides quanto vespas podem se multiplicar no mesmo
hospedeiro.

Portanto, os efeitos adversos gerados pela interacdo entre o parasitoide D.
longicaudata e os NEP sdo particularmente indesejaveis pois reduzem o controle de C.
capitata, sendo necessario adotar algumas acdes que possam minimizar a interacao
antagbnica entre esses inimigos naturais, como por exemplo, escolher isolados de nematoides
que tenham menos efeitos no desenvolvimento do parasitoide, em doses que néo interfira na
populacdo da vespa parasitica, mas que reduzam a populacdo das moscas-das-frutas. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para definir a melhor época de liberacdo de cada
agente de biocontrole no agroecossistema, de modo que um organismo nao interfira na

eficiéncia dos demais.



56

8 CONCLUSOES

A interagdo entre os NEP e o parasitoide D. longicaudata é antagdnica ao
parasitoide, pois o seu desenvolvimento € interrompido.

Os NEP provocam a mortalidade tanto das larvas de C. capitata parasitada por D.
longidautada quanto das larvas ndo parasitada, sendo as larvas parasitadas as mais
susceptiveis aos NEP avaliados.

Heterorhabditis sp. Alho é o isolado que causa a menor mortalidade nas larvas
parasitadas, apresentando mortalidade elevada das larvas ndo parasitadas.

A mortalidade das larvas de C. capitata é diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo de Heterorhabditis sp. Alho, de modo que a concentracdo de que permite 0
maior desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata nas larvas, também ocasiona a menor
sobrevivéncia das moscas.

As concentracdes letais (CLso e a CLgo) das larvas de C. capitata parasitada por D.
longicaudata € menor que as das larvas ndo parasitadas, sendo necessario uma baixa
concentragéo para provocar uma elevada mortalidade.

Os NEP ndo conseguem distinguir entre larvas de C. capitata parasitadas e nao
parasitadas por D. longicaudata em arena com chances de escolha, havendo uma preferéncia
pelas larvas parasitadas.

O aumento do tempo de exposicdo das larvas de C. capitata parasitada e nao
parasitadas por D. longicaudata provocou aumento na mortalidade das larvas, sendo

semelhante o tempo de infeccdo em ambos os tipos de larvas.
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