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RESUMO

Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) € uma praga
primaria na cafeicultura capaz de reduzir em até 80% a producao, causando perdas econdémicas
significativas aos produtores. O controle quimico ainda é o principal método utilizado para o
manejo de L. coffeella, e devido ao uso incorreto, ndo vem se monstrando eficiente. O método
de controle biologico de L. coffeella é, basicamente, a adocdo de praticas que conservam a
presenca de inimigos de ocorréncia natural nas lavouras. Assim, se faz necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias biologicas, que possam ser utilizadas de maneira
aplicada nas lavouras. Nesse contexto, o0 controle biolégico com nematoides
entomopatogénicos (NEP) mostra-se promissor para L. coffeella, em vista da eficiéncia dos
NEP em ambientes cripticos. Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar os efeitos de
NEP sobre L. coffeella em condicGes de laboratorio, selecionando isolados promissores para o
controle biologico desta praga. Os experimentos foram conduzidos no Laboratdério de Patologia
e Controle Microbiano de Insetos (DEN/UFLA), em condicdes controladas (25 + 2°C, UR 70
+ 10%, 12h de fotofase), utilizando-se isolados de NEP pertencentes ao banco de
entomopatogenos do laboratério. Para a avaliacdo da patogenicidade dos NEP, foram
pulverizados 1,2 mL de suspensdo aquosa contendo 1.000 juvenis infectantes (JI)/mL em minas
ativas de L. coffeella. Foi avaliado, também, o efeito de diferentes concentracdes de suspensdes
de JI, do tempo de mortalidade e de aplicagbes combinadas entre os isolados Heterorhabditis
amazonensis RSCO05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11 sobre larvas de L. coffeella. Verificou-
se que todos os NEP foram patogénicos as larvas, sendo o isolado H. amazonensis RSC05
aquele gque ocasionou a maior mortalidade. A mortalidade das larvas foi proporcional ao
aumento da concentracdo dos JI, sendo os valores de CLsg € CLgo para o isolado H. amazonensis
RSCO05 de 844,20 e 2409,60 JI/mL, respectivamente, e para o isolado Heterorhabditis sp.
NEPET 11, a CLsg foi de 708,78 JI/mL, e a CLgode 2107,88 JI/mL. No bioensaio de tempo de
exposicdo aos NEP, foi possivel verificar que o0 aumento no tempo aumentou a mortalidade das
larvas para os dois isolados, porém o isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11 causou maiores
taxas de mortalidade em comparacdo ao H. amazonensis RSC05. O isolado H. amazonensis
RSCO05, proporcionou TLso de 76,28h e TlLoo de 144,46h, enquanto que o isolado
Heterorhabditis sp. NEPET 11 apresentou TLso de 73,12h e TLgo de 140,96h. No teste de
aplicacBes combinadas e individuais, verificou-se que as aplicagdes combinadas foram menos
prejudiciais as larvas de L. coffeella, demostrando interacdo de competicdo entre os isolados
nas concentracdes adotadas. Com isso, conclui-se que os nematoides pertencentes a familia
Heterorhabditidae sdo mais virulentos a larvas de L. coffeella, que os pertencentes a familia
Steinernematidae, e que aplicacdes combinadas de Heterorhabditis sp. NEPET 11 e H.
amazonensis RSC05 ndo aumentam a eficiéncia de controle de larvas de L. coffeella em
condic@es de laboratorio.

Palavras chave: Manejo integrado. Leucoptera coffeella. Controle microbiano de pragas.



ABSTRACT

Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) is a primary pest in
coffee growing capable of reducing production by up to 80%, causing significant economic
losses to producers. Chemical control is still the main method used to manage L. coffeella, and
due to incorrect use, it has not been proving to be efficient. The method of biological control of
L. coffeella is, basically, the adoption of practices that conserve the presence of naturally
occurring enemies in crops. Thus, it is necessary to develop new biological technologies that
can be applied in crops. In this context, biological control with entomopathogenic nematodes
(NEP) shows promise for L. coffeella, in view of the efficiency of NEP in cryptic environments.
Thus, the objective of this work was to characterize the effects of NEP on L. coffeella under
laboratory conditions, selecting promising isolates for the biological control of this pest. The
experiments were carried out at the Laboratory of Pathology and Microbial Control of Insects
(DEN/UFLA), under controlled conditions (25 + 2°C, RH 70 £ 10%, 12h of photophase), using
NEP isolates belonging to the laboratory entomopathogens. To assess the pathogenicity of NEP,
1.2 mL of aqueous suspension containing 1,000 infective juveniles (JI)/mL were sprayed on
active mines of L. coffeella. The effect of different concentrations of JI suspensions, mortality
time and combined applications between the isolates H. amazonensis RSCO05 and
Heterorhabditis sp. NEPET 11 on L. coffeella larvae. It was found that all NEP were pathogenic
to the larvae, with the H. amazonensis RSCO5 isolate causing the highest mortality. Larval
mortality was proportional to the increase in JI concentration, with LCso and LCgo values for
the H. amazonensis RSCO05 isolate being 844.20 and 2409.60 JI/mL, respectively, and for the
Heterorhabditis sp. NEPET 11, the LCso was 708.78 JI/mL, and the LCgo was 2107.88 JI/mL.
In the bioassay of time of exposure to NEP, it was possible to verify that the increase in time
increased the mortality of the larvae for both isolates, however the isolate Heterorhabditis sp.
NEPET 11 caused higher mortality rates compared to H. amazonensis RSC05. The isolate H.
amazonensis RSCO05, provided TLso of 76.28h and TLoo of 144.46h, while the isolate
Heterorhabditis sp. NEPET 11 presented TLso of 73.12h and TLgo of 140.96h. In the test of
combined and individual applications, it was verified that the combined applications were less
harmful to L. coffeella larvae, demonstrating competition interaction between the isolates in the
adopted concentrations. Thus, it is concluded that nematodes belonging to the Heterorhabditise
family are more virulent to L. coffeella larvae than those belonging to the Steinernematidae
family, and that combined applications of Heterorhabditis sp. NEPET 11 and H. amazonensis
RSCO05 do not increase the efficiency of controlling L. coffeella larvae under laboratory
conditions.

Keywords: Integrated management. Leucoptera coffeella. Microbial pest control.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura possui grande importancia socioeconémica para o Brasil, visto que o pais
é 0 maior produtor e exportador de café no mundo (EMBRAPA, 2018), movimentando cerca
de R$ 61,82 bilhdes em receita bruta no ano de 2022 (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2022).
Na safra de 2022, esperava-se um grande incremento na producgdo de café em relacdo ao ano
de 2021, porém devido aos acontecimentos climaticos, a bienalidade positiva ndo se confirmou
e a expectativa é que sejam colhidas aproximadamente 50,38 milhGes de sacas de café no pais,
com aumento de apenas 5,6% em relacdo ao ano de 2021 (CONAB, 2022). Além de
movimentar a economia brasileira e o desenvolvimento social, alguns cafeicultores vém
promovendo a sustentabilidade ambiental, priorizando boas praticas agricolas e a seguranca
alimentar por meio do uso de sistemas de producéo sustentaveis e organicos (PRADO, 2018).

Uma das principais pragas das lavouras brasileiras € o bicho-mineiro-do-cafeeiro
(BMC), Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). Praga-
chave, monofaga e holometabola, porém apenas a fase larval causa danos a lavoura cafeeira
(SOUZA et al., 1998). Com a eclosdo, a larva penetra a epiderme foliar e se instala no
parénquima palicadico, onde a medida que se alimenta, também abre minas nas folhas (SOUZA
et al., 1998; GUERREIRO FILHO, 2006). As lesdes causadas nas folhas pelas larvas tornam-
se areas necrosadas, as quais promovem a queda prematura das folhas, o que resulta na
diminuicdo da capacidade fotossintética das plantas, e consequentemente reduz a producéo
(SOUZA et al., 1998; DANTAS et al., 2021). De acordo com Parra e Reis (2013), o BMC pode
conferir perdas de até 80% na producdo da safra seguinte nas lavouras cafeeiras, refletindo em
grandes prejuizos econdmicos para os cafeicultores.

O controle guimico ainda é o principal método de controle utilizado para o BMC
(LEITE et al., 2020; DANTAS et al., 2021). No entanto, € preocupante 0 uso excessivo de
defensivos quimicos na agricultura, devido aos impactos negativos ao ambiente, a salde
humana e de outros animais (GUEDES et al., 2017). Além de elevar os custos de producao, é
conhecido que o uso incorreto de defensivos quimicos, com altas dosagens e sem rotacdo de
mecanismo de agdo, causa pressao entre os insetos atingidos, o que acaba selecionando
individuos resistentes (GUEDES et al., 2017; LEITE et al., 2020). O surgimento de populacdes
resistentes induz o produtor a aplicar doses cada vez mais altas de defensivos quimicos, o que

consequentemente, reduz a eficiéncia do manejo, devido a maior contaminacdo do meio
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ambiente, e principalmente, a eliminacg&o de inimigos naturais (VIEIRA et al., 2011; LEITE et
al., 2020).

Com isso, a aplicacdo do MIP se torna a melhor opcéo para o controle do BMC, uma
vez que combina varias taticas para gerenciar populacdes pragas, de modo ecologicamente
sustentavel e rentavel (TIMPRASERT et al., 2014).

O controle bioldgico de pragas ¢ uma das ferramentas utilizadas no MIP, porém ainda
ndo houve o desenvolvimento de um programa de controle biol6gico aplicado para o BMC.
Entretanto, frequentemente pode-se verificar a presenca natural de insetos inimigos de BMC
nas lavouras cafeeiras, como por exemplo, parasitoides (micro-himendpteros) e predadores
(vespas e formigas) (CARVALHO et al., 2004; PICANCO et al., 2012; DAVID-RUEDA et
al., 2016). Segundo Figueiredo et al. (2021) e Silva et al. (2021), outro inimigo natural
promissor que atua sobre o BMC ¢é Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera:
Chrysopidae), visto sua capacidade em predar esse inseto-praga em diferentes fases de
desenvolvimento. Porém, esses agentes de controle em condi¢Bes naturais nem sempre sao
capazes de reduzir as densidades populacionais do BMC a um nivel em que ndo cause dano
econémico, principalmente em lavouras convencionais, devido a utilizacdo incorreta de
defensivos quimicos ndo seletivos aos inimigos naturais (LEITE et al., 2020).

Existem estudos sendo desenvolvidos com agentes microbianos para o controle de
diversas pragas agricolas. No entanto, ainda ha escassez de estudos neste sentido para 0 BMC,
fazendo-se necessaria a busca por agentes entomopatogénicos capazes de realizar esse controle.
Assim, o controle microbiano € uma tatica promissora para reduzir a utilizacdo de inseticidas
quimicos nas lavouras.

Os nematoides entomopatogénicos (NEP) (Nematoda: Rhabditida), principalmente das
familias Heterorhabditidae e Steinernematidae, sdo patdgenos eficientes para pragas
subterraneas e de ambientes cripticos e também sido cada vez mais estudados e utilizados para
o0 controle de pragas de parte aérea (STEYN et al., 2019; NDEREYIMANA et al., 2019; YAN
et al., 2020). Esse fato se deve a caracteristicas unicas dos NEP, como o comportamento de
busca ao hospedeiro, que os destaca dentre os demais agentes entomopatogénicos (BEGLEY,
1990; GAUGLER e CAMPBELL, 1991). Além disso, algumas linhagens de NEP apresentam
compatibilidade com defensivos quimicos e biologicos, podendo ocorrer sinergismo em
misturas (FUGA et al., 2012; SABINO et al., 2018; DOLINSKI et al., 2020).

De acordo com a literatura, algumas espécies de nematoides entomopatogénicos
possuem a capacidade de infectar larvas de outros minadores, com eficiéncia de até 100% de

controle, como Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae); Plutella xylostella
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(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae); Phthorimaea operculella (Zeller, 1873)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (BAUR et al., 1995; GONZALES et al., 2000; HASSANI et al.,
2013; AGUDELO, 2014; YOUSSEF, 2015; STEYN et al., 2019; NDEREYIMANA et al.,
2019). Dessa forma, a utilizacdo de NEP, se torna uma opg¢do promissora a ser incorporada no

manejo do BMC.


https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0163-3#ref-CR39
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar os efeitos de diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos sobre
larvas de L. coffeella, selecionando potenciais agentes para o manejo integrado do bicho-

mineiro.

2.2 Especificos

a) Avaliar a patogenicidade de nematoides entomopatogénicos sobre larvas de L. coffeella.

b) Testar o efeito de diferentes concentracfes de suspensdes aquosas de nematoides
entomopatogénicos sobre larvas de L. coffeella, determinando a CLso € a CLgo.

¢) Mensurar o tempo de acdo de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre larvas
de L. coffeella, definindo os valores de TLso € 0 TLao.

d) Avaliar a interacdo entre isolados de nematoides entomopatogénicos em aplicacdes

combinadas sobre larvas de L. coffeella.



16

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cafeicultura

O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mundo (EMBRAPA, 2018).
Atualmente, 50% de todo o café do mundo sdo produzidos pelo Brasil, Vietna e Colémbia.
Para a safra de 2022, a estimativa € que o Brasil produza cerca de 50,38 milhGes de sacas de
60kg de café beneficiado, o que representa um incremento de 5,6% em relacdo ao ano de 2021
(CONAB, 2022). Da espécie Coffea arabica L., sdo esperados 32,41 milhGes de sacas no ano
de 2022, e de Coffea canephora Pierre 17,97 milhdes de sacas (CONAB, 2022). Espera-se que
os cafés do Brasil gerem R$ 61,82 bilhdes em receita bruta total para o ano 2022
(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2022).

Dentre os estados brasileiros, Minas Gerais merece destaque, sendo o maior produtor
de café no pais, seguido pelo Espirito Santo, Sdo Paulo e Bahia. Considerando-se o valor bruto
da producéo (VBP), o estado de Minas Gerais ja faturou R$ 34 bilhGes na cafeicultura para o
ano-cafeeiro 2022, o equivalente a 54% do total arrecadado pelas lavouras dos cafés do Brasil
neste ano, e em segundo lugar vem o estado do Espirito Santo com 22,5% (EMBRAPA, 2022).

Do inicio do ano de 2022 até agosto, 136 paises receberam cafés do Brasil, entre eles
os Estados Unidos (20,9%), Alemanha (18,6%), Bélgica (9,0%), Italia (8,4%) e Japéo (4,3%)
(CONAB, 2022). O café é a 5° commoditie mais exportada do Brasil, sendo que cerca de 25,7
milhGes de sacas de café ja foram exportadas até o més de agosto de 2022 (CONAB, 2022).
Com relagdo aos cafés diferenciados, o Brasil exportou até agosto de 2022 um volume fisico
de 4,54 milhdes de sacas de 60kg, movimentando US$ 1,292 bilhGes em receita cambial. Sdo
classificados como cafés diferenciados os que apresentam qualidade superior ou certificados
por préticas sustentaveis (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2022).

O café movimenta a economia de muitos paises, devido a influéncia dessa commoditie
no desenvolvimento social, questdes ambientais e econdmicas de paises produtores
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION - ICO, 2022). Sabe-se que 53% de todo o
café produzido no mundo sdo consumidos pelos mercados da América do Norte, Europa e
Japdo (INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION - ICO, 2022). O café contribui
positivamente em questdes sociais, gerando empregos rurais e dando estabilidade as
comunidades envolvidas. Do ponto de vista ambiental, o café contribui para o sequestro de

carbono, auxilia na estabilizacdo de solos e também pode permitir a manutencdo da
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biodiversidade local, principalmente em cultivos organicos (INTERNATIONAL COFFEE
ORGANIZATION - ICO, 2022).

3.2 Bicho-mineiro

O Bicho-mineiro-do-cafeeiro (BMC) tem sua origem no continente africano
(GUERIN-MENEVILLE e PERROTTET, 1842; BOX, 1923; GALLO et al., 1988). Este
inseto ocorre em paises da Africa, Asia e paises neotropicais, incluindo América Central, ilhas
do Caribe e América do Sul (BOX, 1923; GREEN, 1984; MEY, 1994; PEREIRA et al., 2007;
DANTAS et al., 2021). No século 19 o BMC foi detectado no Brasil, e desde 14 essa praga
veio ganhando grande importancia dentro da cultura no pais tornando-se praga chave
(MEDINA et al., 1977), principalmente em lavouras do Cerrado brasileiro (DANTAS et al.,
2021).

O BMC apresenta as fases de ovo, larva, pupa e adulto alado (SOUZA et al., 1998).
Os adultos de BMC sdo mariposas (microlepiddpteros) prateadas, com asas posteriores
franjadas, e as anteriores apresentam uma mancha preta de forma circular com halo amarelado.
De héabito crespuscular-noturno, durante o dia os adultos se escondem sob as folhas das plantas
(COSTA et al., 2012). Os adultos medem aproximadamente 6,5 mm de envergadura e 2 mm
de comprimento corporal (SOUZA et al., 1998; DANTAS, et al., 2021). N&o causam injarias
diretas, uma vez que seu aparelho bucal é do tipo sugador-maxilar (SOUZA et al.,
1998). Morfologicamente, as fémeas e 0s machos sdo bastante semelhantes, exceto pelas
diferentes estruturas da genitélia, e também pelo fato das fémeas apresentarem comprimento
médio do corpo ligeiramente maior que os machos (MOTTA et al., 2021).

A oviposicdo ¢ feita na face adaxial das folhas, os ovos sdo postos isoladamente e
apresentam formato oval e cdncavo, com 0,3mm de comprimento e 0,25mm de largura, sdo
brancos, transltcidos e brilhantes (BOX, 1923; COSTA et al., 2012; GUERREIRO FILHO,
2006). Apos a eclosdo, as larvas penetram imediatamente a epiderme foliar, se alojam no
mesofilo e comegcam a se alimentar do tecido palicadico (SOUZA et al., 1998; GUERREIRO
FILHO, 2006). Apresentam quatro instares larvais, as quais possuem cabeca plana, aparelho
bucal do tipo mastigador, corpo achatado e segmentado, que pode atingir cerca de 4-5mm de
comprimento (NOTLEY, 1948; BOX, 1923; NIELSEN, 1991; GUERIN-MENEVILLE et al.,
1842). Ao fim do quarto instar, as larvas abandonam as minas, tecem um fio de seda e
produzem o seu casulo (crisalida) de aproximadamente 2mm, geralmente na regido abaxial da
folha e no terco inferior do cafeeiro (BOX, 1923; COSTA et al., 2012).
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Deversos fatores influenciam a densidade populacional e o ciclo de vida de L. coffeella,
como por exemplo, o clima (principalmente temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo), uso indiscriminado de inseticidas, inimigos naturais, praticas culturais, entre
outras. Em condi¢bes controladas, com temperatura de 25°C, um individuo pode completar
seu ciclo de vida em até 22 dias (ovo - 5 dias; larva -12 dias; pupa - 5 dias) (KATIYAR e
FERRER, 1968). Em outras situacdes, o ciclo de vida do BMC pode variar de 19 a 87 dias
(SOUZA et al., 1998). De acordo com Souza (2018), no Brasil em condigdes naturais (campo),
0 BMC pode ter de 8 a 12 geracgdes.

Regibes com temperaturas elevadas, baixa umidade relativa e baixa pluviosidade,
favorecem o aumento da infestagdo do BMC (SOUZA et al., 1998). Em Minas Gerais, pode-
se citar as regides do Alto Paranaiba, Triangulo Mineiro, Jequitinhonha, Alto Sdo Francisco,
Paracatu e Rio Doce como sendo muito favoraveis a explosdes populacinais dessa praga
(SOUZA et al., 1998). Estudos estimam um aumento das populacdes de BMC devido as
mudancas climéticas, visto o aumento da temperatura global, que consequentemente,
aumentara também o namero de geragdes do inseto (GHINI et al., 2008; JARAMILLO et al.,
2011).

3.2.1 Injurias e danos

As larvas do BMC sdo responsaveis pelas injarias nas folhas dos cafeeiros, uma vez que
ao se alimentar, abrem minas nas folhas. As minas se transformam em &reas necroticas,
ocasionando queda prematuras das folhas, reduzindo a taxa fotossintética das plantas, o que
pode levar ao esgotamento da planta com queda de produtividade e em alguns casos até a
morte (SOUZA et al., 1998; COSTA et al., 2012). A ocorréncia da queda das folhas minadas
se deve ao fato do aumento dos niveis do hormonio etileno nas folhas lesionadas (SOUZA et
al., 1998).

Esse inseto-praga gera prejuizos na produgdo, no rendimento e na longevidade das
plantas de café (SOUZA et al., 1998). Ja se sabe que 0 BMC pode trazer prejuizos na producéo
de até 80%, que pode variar de acordo com a desfolha das plantas (PAULINI et al., 1977).

3.2.2 Métodos de controle de Bicho-mineiro-do-cafeeiro

O controle quimico ainda € o principal método de controle utilizado para conter as

populacdes de BMC, entretanto cafeicultores vém observando certa ineficiéncia na maioria
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dos defensivos quimicos devido a selecdo de populaces resistentes (DANTAS et al., 2021).
Isso ocorre principalmente devido ao uso intensivo de defensivos quimicos sem rotagéo de
ingrediente ativo com diferentes mecanismos de acdo. Estudos recentes mostraram que 94%
das populacBes de L. coffeella no estado da Bahia foram resistentes ao ingrediente ativo
clorantraniliprole (LEITE et al., 2020). Nesses casos, alem da necessidade de varias
pulverizacbes, o que aumenta o custo de producdo, o controle quimico também afeta o
equlibrio ambiental pois, nem sempre séo seletivos aos inimigos naturais (LEITE et al., 2020).
Outra desvantagem da utilizacdo dos defensivos quimicos, sao os riscos aos trabalhadores e
ao ambiente, devido a sua toxicidade. Os inseticidas das classes dos organofosforados,
carbamatos, piretroides, neonicotinoides e diamidas, sdo os mais utilizados pelos cafeicultores
(TRDAN, 2016; LEITE et al., 2020).

O monitoramento é uma das bases para a aplica¢do do MIP. O monitoramento do BMC
é usualmente realizado por meio da amostragem de folhas com minas intactas, nas quais 0
nivel de controle varia entre 15 e 30% dependendo da regido em que se encontra a lavoura
(SILVA et al., 2019). O nivel de ndo acéo, ou seja, a ndo necessidade de efetuar o controle da
praga, ocorre quando 40% das folhas minadas coletadas durante a amostragem apresentem
sinais de predacéo (SILVA et al., 2019). Outra estratégia de monitoramento € a utilizacéo do
feromonio 5,9-dimetilpentadecano em armadilhas tipo delta a cada 4 hectares (LIMA, 2001;
IBARRA, 2006). Além disso, os produtores de café também podem contar com duas cultivares
resistentes ao BMC, a Siriema AS1 e a Siriema VC4 (MATIELLO et al., 2014; MATIELLO
etal., 2015).

Devido a grande importancia dessa praga e da dificuldade de controle, muitos estudos
vém sendo realizados com o objetivo de desenvolver novas ferramentas para 0 manejo do
BMC, como novos semioquimicos, pesticidas nanoencapsulados (nanobioprodutos),
bioprodutos (extratos vegetais), melhoramemento genético e novas estratégias de controle
bioldgico (DANTAS et al., 2021).

Ha varios relatos na literatura sobre a acdo de parasitoides e predadores (vespas,
crisopideos e formigas) atuando naturalmente como agentes de controle bioldgico de BMC
(PARRA et al., 1977; LOMELI-FLORES et al., 2009; PICANCO et al., 2012; DAVID-
RUEDA et al., 2016). Nesse contexto, é extremamente promissor o desenvolvimento de novas
estratégias de controle biologico para compor 0 manejo integrado do bicho-mineiro.
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3.2.2.1 Controle Bioldgico

A densidade populacional de uma espécie € influenciada basicamente por duas classes
de processos ecoldgicos, 0s processos abidticos (flutuagdes ambientais) e os bidticos (presenca
de inimigos naturais e oferta de alimentos). As relagdes ecoldgicas que envolvem inimigos
naturais regulando populacdes de insetos-praga, podem ser definidas como controle bioldgico,
0 qual pode ocorrer naturalmente em qualquer ambiente sem a interferéncia antrdpica
(FONTES et al., 2020).

O método de controle bioldgico apresenta diversas vantagens, como por exemplo, a
possibilidade dos agentes de controle localizarem as pragas-alvo, ndo geram residuos, a
maioria exibe alto grau de especificidade e protegem a biodiversidade, entre tantos outras
vantagens (GALLO et al., 2002; BADII et al., 2015).

O controle bioldgico de pragas, dentro do contexto agricola, pode ser classificado em
trés tipos: natural, classico e aplicado (PARRA et al., 2002). O controle biolégico natural,
acontece por acdo de inimigos naturais, que quando se encontram em quantidade suficiente
conseguem manter em equilibrio as densidades populacionais de insetos-praga; o controle
bioldgico classico é utilizado com o objeivo de conter pragas exoticas, para isso inimigos
naturais da praga alvo sdo importados e introduzidos; e, o controle biologico aplicado visa o
controle da praga alvo em um curto periodo de tempo, a partir da liberacdo massal do agente
bioldgico (PARRA et al., 2002). Os inimigos natuais podem ser classificados em predadores,
parasitoides e entomopatégenos, incluindo os virus, fungos, bactérias, protozoarios e
nematoides, entre outros.

O controle bioldgico de L. coffeella, ocorre principalmente através da acdo natural de
parasitoides (microhimendpteros), formigas e vespas predadoras (PICANCO et al., 2012;
FERNANDES, 2012; DAVID-RUEDA, et al., 2016). Existem muitos parasitoides atuando
sobre larvas de Leucoptera sp. em lavouras cafeeiras reduzindo as densidades populacionais
da mesma, mesmo assim, houve poucas tentativas de se utilizar esses inimigos naturais como
ferramentas de controle biol6gico (ALMEIDA et al., 2020). Atualmente, ndo hd um programa
de controle bioldgico estabelecido para L. coffeella, porém muitos estudos vém sendo
desenvolvidos com essa finalidade utilizando predadores do género Chrysoperla, os quais séo
capazes de predar larvas, pré-pupas e pupas (ECOLE et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2021;
SILVA 2021).
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3.2.2.2 Controle Microbiano

Além de parasitoides e predadores, outros agentes de biocontrole ja foram testados
contra L. coffeella como nematoides, bactérias e fungos (VILLACORTA, 1983;
DRAGANOVA e TOMOV, 1998). Villacorta (1983) verificou patogenicidade do fungo
Metarhizium anisopliae sobre ovos e larvas de L. coffeella. Os fungos Metarhizium robertsii
e Metarhizium brunneum, também sdo capazes de interferir no desenvolvimento de L.
coffeella. Por meio de inoculacdo conjunta de M. robertsii e M. brunneum em subtrato de
mudas de cafeeiro, Franzin (2021) constatou reducdo da porcentagem de area foliar minada.
O fungo Beauveria bassiana foi descrito como sendo patogénico para Leucoptera malifoliella
(COSTA, 1836) (Lepidoptera: Lyonetiidae), infectando larvas fora das minas
(DRAGANOVA e TOMOV, 1998).

J& foi verificada patogenicidade de bactérias Bacillus thuringiensis (gene crylAc) por
meio de plantas transgénicas a L. coffeella em condigcdes controladas (PERTHUIS et al.,
2005). Por meio de aplicacao direta em condi¢des controladas, Vilarinho (2020), comprovou
patogenicidade da bactéria Bacillus subtilis isolado 202 sobre larvas de L. coffeella com
mortalidade de até 80%.

O controle de pragas utilizando-se entomopatdgenos € aplicado principalmente de
forma inundativa (LACEY et al., 2015). Devido a sua alta especificidade e seletividade, o0s
agentes de controle microbiano influenciam minimamente organismos néo-alvo, além disso,
muitos desses organismos sdo resistentes a moléculas quimicas, possibilitando a sua aplicacao
de forma conjunta, simultanea ou intercalada com outros métodos de controle (ALVES, 1998;
ROSSI-ZALAF et al., 2008; SABINO et al., 2018).

3.2.2.3 Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos (NEP) causam doenca e, posteriormente, morte em
seus insetos hospedeiros. Uma grande diversidade de espécies e linhagens de NEP vém sendo
isoladas de solos de diferentes partes do mundo (DOLINSKI et al., 2017). Os NEP sdo mais
uma ferramenta biologica para 0 manejo inegrado de pragas, visto que muitas espécies sao
generalistas, capazes de infectar diferentes especies de insetos-praga, tornando-se potenciais
agentes de biocontrole (FUGA et al., 2012; JAMES et al., 2018).

Os nematoides das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, sdo os mais

utilizados no manejo de pragas atualmente. Esses nematoides possuem associacéo simbiontica
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com bactérias da familia Enterobacteriaceae, as quais se alojam no intestino dos NEP
(DOLINSKI et al., 2020). Tratam-se de bactérias Gram-negativas, que produzem antibi6ticos
e toxinas responsaveis por levar o inseto a morte. Os NEP do género Steinernema se associam
com as bactérias do género Xenorhabdus, enquanto os NEP do género Heterorhabditis sdo
associados ao grupo de bactérias do género Photorhabdus (AKHURST, 1982; DOLINSKI,
LACEY, 2007; LACEY etal., 2015).

Os NEP apresentam trés fases de desenvolvimento em seu ciclo de vida: ovo, juvenil
e adulto. Os juvenis sdo divididos em quatro estadios, porém apenas 0s juvenis do terceiro
estadio atuam como agentes de biocontrole, conhecidos também como juvenis infectantes (J1),
0s quais tém vida livre e sdo encontrados no solo (LACEY et al., 2015; DOLINSKI et al.,
2020). Os JI localizam seus hospedeiros por meio de gradientes de temperatura, niveis de CO>
e de seus produtos de excrecdo (DOLINSKI et al., 2020). Infectam seus hospedeiros
principalmente através de aberturas naturais como aparelho bucal, anus, espiraculos. Os NEP
da familia Heterorhabditidae também conseguem infectar seus hospedeiros perfurando a sua
cuticula, utilizando estruturas quitinosas presentes em sua extremidade anterior (DOLINSKI,;
LACEY, 2007; DOLINSKI et al., 2020).

Uma vez dentro do organismo do hospedeiro, os JI vao até a hemocele dos insetos, e
liberam as bactérias simbidnticas, alojadas em seu tubo digestivo. As bactérias comecam a
produzir toxinas, que além de levar o inseto a morte por septicemia, evitam o ataque de
microrganismos oportunistas e decompdem os tecidos do inseto, 0s quais servem de alimento
para os JI, que passam para o estadio J4. (AKHURST, 1982; DOLINSKI; LACEY, 2007;
LACEY et al., 2015). Quando o alimento se esgota, 0s novos juvenis do terceiro estadio
capturam células bacterianas e saem do cadaver em busca de novos hospedeiros (DOLINSKI,
LACEY, 2007; LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

Embora existam muitos trabalhos que comprovem a eficiéncia de diferentes isolados
de NEP, poucos vém sendo comercializados (LACEY et al., 2015). Algumas espécies de NEP
japossuem registro junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do
Brasil, como o Heterorhabditis bacteriophora, para o controle da broca do cupuacu
(Conotrachelus humeropictus) (Coleoptera: Curculionidae), bicudo da cana-de-agUcar
(Sphenophorus levis) (Coleoptera: Curculionidae), vaquinha verde amarela (Diabrotica
speciosa) (Coleoptera: Chrysomelidae), percevejo-castanho (Scaptocoris
castanea) (Hemiptera: Cydnidae) e lagarta-militar (Spodoptera frugiperda) (Lepidoptera:
Noctuidae), e o NEP Steinernema carpocapsae, para o controle de moscas-dos-fungos

(Bradysia matogrossensis) (Diptera: Sciaridae), lagarta-militar e bicudo da cana-de-acglcar
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(MAPA, 2022). Tavares et al. (2007), estudando a patogenicidade do isolado Steinernema sp.
IBCB-6 sobre larvas do bicudo da cana-de-agUcar, verificaram mortalidade de até 73% em
condicdes de casa-de-vegetacao.

Sé&o varias as vantagens de se utilizar os NEP, como por exemplo, compatibilidade com
defensivos quimicos e bioldgicos, auxilio no manejo de resisténcia, eficiéncia em ambientes
cripticos, ndo sdo toxicos ao homem, inexisténcia de intervalo de reentrada para colheita, e
diferentemente de fungos, virus e bactérias, os NEP apresentam habito de busca por seus
hopedeiros (FUGA et al., 2012; SABINO et al., 2018; DOLINSKI et al., 2020).

Poucos trabalhos estudaram os efeitos de nematoides entomopatogénicos em L.
coffeella. Mendonga (2021) avaliou o efeito de dez isolados de nematoides entomopatogénicos
sobre larvas de L. coffeella em condi¢Ges laboratoriais, concluindo que todos foram

patogénicos ao inseto-praga, verificando mortalidades de aproximadamente 80%.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano
de Insetos e as criagdes foram mantidas no Laboratdrio de Resisténcia de Plantas e MIP do
Departamento de Entomologia (DEN) da Universidade Federal de Lavras - UFLA, sob
condicdes controladas de temperatura, umidade relativa e fotofase (25 + 2°C, 70 +10% e 12

horas).
4.2 Obtencao de populacGes de Leucoptera coffeella

Larvas do BMC foram capturadas em lavoura experimental da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), provenientes de plantas de Coffea arabica cultivar Topazio MG 1190, nas
coordenadas geograficas de latitude 21°13’°34.74” Sul e longitude 44°58°17.08” Oeste, com
altitude média de 975 metros. Foram coletadas larvas em minas ativas no terco médio e
superior de plantas escolhidas aleatoriamente, durante a safra agricola do ano de 2021/2022
(Figura 1). As minas coletadas foram transportadas em sacos plasticos para o Laboratério de
Resisténcia de Plantas e MIP, onde foram transferidas para gaiolas até a emergéncia dos

adultos.

Figura 1: Coleta de folhas com minas ativas de Leucoptera coffeella em lavoura experimental
de cafeeiro Coffea arabica de cultivar Topazio MG 1190, na Universidade Federal
de Lavras - UFLA.

o

"~ Fonte: a Autora (2022).
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4.3 Criagéo de Leucoptera coffeella

Os aduldos recém emergidos oriundos das folhas coletadas em campo, foram
transferidos para gaiolas de criacdo (60 x 60 x 60 cm), revestidas por tecido “voil”. As gaiolas
foram mantidas em laboratério sob condi¢des controladas. Os adultos foram alimentados com
solucgéo de sacarose a 10%, fornecida em papel filtro mantido no canto superior das gaiolas, o
qual foi trocado regularmente para evitar a proliferacao de fungos (NANTES e PARRA, 1978;
CONCEICAO, 2005).

Para a oviposi¢do, foram introduzidas nas gaiolas de criacdo folhas sadias de plantas
de Coffea arabica da cultivar Topazio MG 1190, as quais foram fixadas verticalmente e
distribuidas em bandejas plasticas contendo vermiculita, frequentemente umidecida com agua,
de modo a manterem as folhas tdrgidas ao longo do desenvolvimento dos insetos (Figura 2).
As bandejas foram dispostas sobre vasos de plantio de 4 L, para simular a altura de mudas de
cafeeiro.

Figura 2: Gaiola de criacdo de Leucoptera coffeella em folhas de cafeeiro Coffea arabica de
cultivar Topazio MG 1190. (A) Area externa da gaiola de criacdo. (B) Area interna
da gaiola de criag&o.

¥ 1

Fonte: da Autora (2022).

A troca das bandejas com as folhas ja ovipositadas por novas bandejas com folhas sadias

foi feita a cada 3 dias. As bandejas contendo folhas com ovos foram transferidas para outras
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gaiolas até a formacdo de minas com larvas no 3° e 4° instares, das quais, parte foi utilizada
em experimentos e parte foi mantida nas gaiolas para a manutencdo da criacdo. Apds a
formacéo das pupas e, posteriormente, a emergéncia dos adultos, estes foram capturados com
auxilio de um sugador, e transferidos para gaiolas contendo folhas sadias para a renovacéo da

criacéo.
4.4 Criacdo de Galleria mellonella

A multiplicacdo dos nematoides € comumente realizada sobre a traca dos favos
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae). No Laboratorio de Patologia
e Controle Microbiano de Insetos, populacdes de G. mellonella foram conduzidas de acordo
com a metodologia adaptada de Dutky, Thompson e Cantwe (1964), e em dieta artificial
ajustada por Parra et al. (1998).

Os adultos de G. mellonella foram acondicionados em potes de vidro cilindricos (1.300
mL) e tampa plastica de rosca furada (para trocas gasosas com o ambiente externo). Para a
oviposic¢do, foram colocadas dentro do pote folhas de papel sulfite A4 com dobraduras
sanfonadas. Ap6s um periodo de cinco dias, as folhas foram recolhidas com a postura e 0s
adultos descartados. Os papéis contendo os ovos foram transferidos para outros potes plasticos
(40 x 27 x 13 cm) com tampa furada e tecido voil, forrados com papel sulfite A4 onde foi

fornecida dieta artificial (Tabela 1).

Tabela 1: Composicdo da dieta artificial fornecida para larvas de Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae).

Componentes Quantidades
Farelo de trigo 200 g
Farinha de trigo 200 g
Gérmen de trigo 200 g
Glicerina 1309
Leite em pd desnatado 400 ¢
Levedura de cerveja 120 g
Mel 240 ¢

Fonte: Parra et al. (1998).

Quando atingiram o terceiro instar de desenvolvimento, as larvas foram transferidas
para outro pote plastico com tampa furada, forrado com papel sulfite A4 contendo dieta
artificial. Quando os adultos emergiram foram recolhidos e transferidos com ajuda de tubo de

ensaio, para potes de vidro cilindricos com tampa, para a manutencdo da criacdo. A
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manutencdo da criacdo foi realizada trés vezes por semana, por meio da limpeza dos

recipientes, coleta de adultos, coleta de posturas e adicdo de dieta.

4.5 Obtencao dos Nematoides Entomopatogénicos

No presente trabalho, foram utilizados seis isolados de nematoides entomopatogénicos
(NEP), sendo trés pertencentes ao género Steinernema e trés pertencentes ao género
Heterorhabditis (Tabela 2). Os nematoides foram multiplicados pelo método in vivo, adaptado
de Woodring e Kaya (1988), utilizando-se larvas de sexto instar de Galleria mellonella

(Lepidoptera: Pyralidae).

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 amazonensis GL Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. NEPET 11 Palmeiras das Miss6es/RS/Brasil
Steinernema carpocapsae All Carolina do Norte/EUA
Steinernema feltiae Flérida/EUA
Steinernema brazilense IBCB-06 Séo Paulo/SP/Brasil

Fonte: da Autora (2022).

4.6 Multiplicacédo e manutencéo dos isolados de nematoides entomopatogénicos

O Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Insetos possui isolados de
nematoides entomopatogénicos armazenados em camara de B.O.D. sob condicdes controladas
(temperatura de 15 +1 °C, UR de 70 +£10 % e auséncia de luz) (Figura 3). A manutencdo do
banco de isolados de NEP é realizada por meio da multiplicacdo dos mesmos em larvas de G.
mellonella (WOODRING, KAYA, 1998).

Foram utilizadas placas de Petri (9 x 1,5 cm) forradas com dois discos de papel (90
mm), nas quais foram colocadas dez larvas de G. mellonella. Na sequéncia foram aplicados
1,8 mL de suspensdo aquosa contendo em torno de 200 juvenis infectantes (JI) de NEP. Essas
placas foram acondicionadas em camara climatizada por 48 horas (temperatura de 25+1 °C,
UR de 70 £10 % e fotofase de 12 horas). Ap6s esse periodo as larvas mortas foram transferidas

para camara seca (placa de Petri de 9x1,5 cm com papel filtro seco ao fundo), na qual
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permaneceram durante cinco dias, nas mesmas condigdes citadas anteriormente. Em seguida,
para a coleta dos JI, as larvas mortas foram transferidas para armadilha de White modificada
(WHITE, 1927), sobre as quais foram adicionados 3 mL de agua destilada.

Os NEP foram recolhidos utilizando-se uma proveta de 1000 mL, sobre a qual foi
vertida a suspensdo de NEP da armadilha de White e, posteriormente, o volume da proveta foi
completado com 4&gua destilada. A suspensdo foi mantida na proveta ao longo de 24 horas
para decantacdo e lavagem dos nematoides. Em seguida 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 armazenados
em camara climatizada (15 £ 1°C, UR 70 £ 10%, no escuro) por no maximo 5 dias, até a

montagem dos experimentos.

4.7 Bioensaio 1: Patogenicidade de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre
larvas de Leucoptera coffeella

Foi avaliada a patogenicidade de seis isolados de NEP pertencentes aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema sobre minas ativas de L. coffeella. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 20 repeti¢des
por tratamento, onde cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri (9 x 1,5 cm) forrada
com dois discos de papel (90 mm).

Para a montagem do bioensaio, foram adicionadas sobre as placas de Petri 2 minas
ativas intactas, infestadas com larvas de L. coffeella, oriundas de criagdo laboratorial (Figura
3). Em seguida, foram pulverizados 1,2 mL de uma suspensao de NEP com 1.000 JI/mL, com
0 auxilio de um bico pulverizador conectado a um compressor de ar, regulado com presséo de
10 Psi, e para o controle, foram pulverizados 1,2mL de agua destilada esterilizada, conforme
a metodologia de Agudelo (2014). Por fim, as placas foram vedadas com filme plastico
Parafilm® e acondicionadas em camara B.O.D com condicdes controladas (T: 25 + 2°C; UR:
70 £10% e F: 12 horas).
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Figura 3: Unidade experimental utilizada nos bioensaios (Composicao: placa de Petri 9 cm, 2
papeis filtro 90 mm, 2 minas ativas de bicho-mineiro-do-cafeeiro).

Fonte: da Autora (2022).

A avaliacdo foi realizada ap6s 168 horas da aplicacdo, com a aberturas das minas
foliares com auxilio de alfinetes entomoldgicos, e posteriormente, observacdo da
sintomatologia e dissecacdo dos cadaveres, contabilizando o nimero de larvas mortas por
NEP.

A mudanga de coloragdo no corpo do hospedeiro é um sintoma caracteristico da
infeccdo por NEP, ocasionada pela acdo de bactérias simbidticas transportadas no intestino
dos JI (MRACEK; SPITZER, 1983). As bactérias associadas aos géneros de NEP
Steinernema e Heterorhabditis, pertencem, respectivamente, aos géneros Xenorhabdus spp. e
Photorhabdus spp. (AKHURST, 1982; DOLINSKI; LACEY, 2007; LACEY et al., 2015).

4.8 Bioensaio 2: Concentragdes de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre

minas ativas de Leucoptera coffeella

No bioensaio 2, foram utilizados os isolados H. amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis
sp. NEPET 11, pois foram os isolados mais virulentos para larvas de L. coffeella no bioensaio
anterior. O estudo foi executado em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), com oito tratamentos e vinte e cinco repeti¢cdes, onde cada repeticao foi constituida por
uma placa de Petri, contendo 2 minas de BMC que foram recortadas de folhas de cafeeiro.

Para a montagem do bioensaio, as placas de Petri (9 x 1,5 cm) foram forradas com dois

discos de papel (90 mm), e foram transferidas 2 minas ativas e intactas de L. coffeella oriundos
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de criagdo. Em seguida, foram pulverizados 1,2 mL de diluigdes seriadas e padronizadas (0,
500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 e 2000 JI/mL) dos isolados sobre as minas, com o auxilio
de um bico pulverizador ligado a um compressor de ar, colibrado com uma pressao de 10 Psi
e, como testemunha, foi utilizada agua destilada esterilizada (AGUDELO, 2014).

As unidades experimentais foram avaliadas ap6s 168 horas e a confirmacdo da
mortalidade por NEP foi realizada por meio da observacdo dos sintomas (morte e coloragéo

do corpo) e da dissecacao dos cadaveres.

4.9 Bioensaio 3: Mortalidade de larvas de Leucoptera coffeella pelos isolados
Heterorhabditis amazonensis RSCO5 e o Heterorhabditis sp. NEPET 11 em diferentes

tempos de exposicao

Para determinar a mortalidade ao longo do tempo de larvas de L. coffeella submetidas
aos isolados H. amazonensis RSC05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11, foram feitas
pulverizacdes dos mesmos na concentracdo definida no bioensaio anterior (2.000 JI/mL).

Esse estudo foi composto por oito tratamentos, sete tempos de avaliagdo 24, 48, 72,
96, 120, 144 e 168 h, e o controle, no qual houve pulverizacdo apenas de agua destilada
esterilizada e a avaliacdo foi realizada em todos os tempos.

O bioensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), com vinte e cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por uma placa de Petri
(9 x 1,5 cm) forrada com dois discos de papel (90 mm), contendo 2 minas de BMC cada, nas
quais foram pulverizados 1,2 mL de suspensdo aquosa dos isolados de nematoide. O
experimento foi realizado utilizando o mesmo procedimento experimental adotado no
bioensaio 2. O nimero de larvas mortas foi registrado em cada caso, sendo 0s insetos

examinados e dissecados para a verificacdo da presenca de nematoides.

4.10 Bioensaio 4: Compatibilidade entre Heterorhabditis amazonensis RSCO05 e o

Heterorhabditis sp. NEPET 11 sobre Leucoptera coffeella

Apos a selecdo de isolados de nematoides mais virulentos a L. coffeella, foram
realizados testes de pulverizagdes combinadas desses isolados, com a finalidade de verificar o
carater das interacdes.

O bioensaio foi realizado utilizando o mesmo delineamento e procedimento

experimental adotados nos bioensaios anteriores, em DIC com vinte e cinco repeti¢fes por
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tratamento, e cada repeticdo sendo uma placa de Petri (9 x 1,5 cm) forrada com dois discos de
papel (90 mm) e duas minas ativas de L. coffeella. Ao todo foram realizados sete tratamentos
(Tabela 3), nos quais foram pulverizados 1,2 mL de suspensdo aquosa de NEP nos tratamentos
de aplicacOes individuais, e 0,60 mL de cada isolado nos tratamentos com pulverizacdes

combinadas.

Tabela 3: Tratamentos executados no bioensaio 4. (NEPET 11: Heterorhabditis sp. NEPET
11; RSCO05: H. amazonensis RSCO05).

Tratamentos
T1: Controle (agua destilada)
T2:2.000 JI/mL de NEPET 11
T3: 2.000 JI/mL de RSCO05
T4:1.000 JI/mL de RSCO5 + 1.000 JI/mL de NEPET 11
T5: 500 JI/mL de RSCO5 + 500 JI/mL de NEPET 11
T6: 500 JI/mL de NEPET 11 e ap6s 12 horas, 1.500 JI/mL de RSCO05

T7: 500 JI/mL de RSCO05 e ap6s 12 horas, 1.500 JI/mL NEPET 11
Fonte: da Autora (2022).

As avaliagdes foram realizadas apds cinco dias, tempo determinado no experimento
anterior (bioensaio 3). Para a confirmagdo da morte por NEP, as larvas foram examinadas

através da sintomatologia apresentada pelos cadaveres e da dissecacao dos mesmaos.

4.11 Andlise Estatistica

Utilizou-se o software R 3.6 (R CORE TEAM, 2019) para o estudo de todos os dados
obtidos, sendo utilizados os pacotes Ime4 (BATES et al., 2015), emmeans (SEARLE; SPEED;
MILLIKEN, 1980), drc e hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade sobre os residuos da variavel resposta, que indicou a ndo
normalidade de distribuicdo. Sendo assim, foram realizados os devidos ajustes de distribui¢éo
e, posteriormente, os dados foram submetidos a rotina GLM (Generalized Linear Models) do
software R (R CORE TEAM, 2019).

Nos bioensaios 1 e 4, foram testados os diferentes tratamentos em larvas de L. coffeella
utilizando-se o Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuigdo quasibinominal com
funcéo de ligacéo logit. Para isso, foi ajustado um GLM considerando o efeito dos isolados de
NEP sobre as larvas e a interagdo entre eles. Para verificar o efeito dos diferentes NEP, foi
aplicado o teste da razdo de verossimilhanca (log-likelihood ratio) seguido por comparacdes

das médias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Para o bioensaio 2, no qual foram estudados os efeitos de diferentes concentragdes de
H. amazonensis RSC05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11, também foi utilizado o GLM com
distribuicdo quasibinominal e funcéo de ligacdo probit. O mesmo GLM em funcéo de ligagédo
probit também foi utilizado para o teste de mortalidade de larvas de L. coffeella ao longo do
tempo de exposicdo (bioensaio 3) para o isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11, enquanto
que, para o isolado H. amazonensis RSC05 o GLM foi ajustado em funcdo de ligagéo logit.

Para as analises de concentragéo letal (CLso € CLgo) e tempo letal (TLso € TLgo) dos
isolados H. amazonensis RSC05 e o Heterorhabditis sp. NEPET 11, os modelos foram
ajustados em log-logistico com dois pardmetros y = 1/(1+exp{b[In(x)-In(e)]}), com o teste
“Goodness-of-fit test” para verificar a qualidade do ajuste.
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5 RESULTADOS

5.1 Bioensaio 1: Patogenicidade de isolados de nematoides entomopatogénicos sobre

larvas de L. coffeella

ApOs a avaliacdo do experimento, com a obsevagdo dos sintomas (Figura 5),
dissecacdo dos individuos, e posteriormente analise dos dados, foi possivel verificar que as
populacbes de L. coffeella utilizados no presente trabalho apresentaram susceptibilidade a
todos os isolados de NEP estudados. Os JI de todos os isolados foram capazes de localizar,
infectar e causar mortalidade nos individuos dentro das minas (Figura 4), porém foi verificada

grande variabilidade na mortalidade das larvas entre os tratamentos (Figura 6).

Figura 4: Larva de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) infectada por nematoide
entomopatogénico, dentro de mina em folhas de cafeeiro Coffea arabica cultivar
Topazio MG 1190. (A) mina fechada. (B) mina aberta com alfinete.

Fonte: da Autora (2022).
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Figura 5: Larvas de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae), com a sintomatologia
de infeccdo por NEP. (A) sintomatologia promovida por nematoides do género
Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae). (Rhabditida: Steinernematidae).

Fonte: da Autora (2022).

A mortalidade variou entre 12,2 e 55,5 %, sendo que os isolados pertencentes ao género
Heterorhabditis proporcionaram maiores mortalidades (H. amazonensis RSC05 55,5%,
Heterorhabditis sp. NEPET 11 38,4%, Heterorhabditis sp. Alho 32,1%). Os isolados do
género Steinernema, de modo geral, foram menos prejudiciais as larvas de L. coffeella, com
mortalidade de 33,7, 25,6 e 12,2%, para os isolados Steinernema feltiae, S. carpocapsae All e
S. brazilense, respectivamente (teste de Tukey 0,05; X?= 175,82, Df= 114, p< 0,001).

O controle, foi significativamente diferente dos demais tratamentos, sendo o Unico
tratamento no qual ndo houve individuos mortos (Figura 6). Os isolados H. amazonensis
RSCO05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11 foram selecionados para dar sequéncia aos demais

bioensaios.
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Figura 6: Mortalidade causada por nematoides entomopatogénicos (Rhabditida:
Heterorhabditidae e Steinernematidae) em larvas de Leucoptera coffeella
(Lepidoptera: Lyonetiidae) (T: 25 + 2°C; UR: 70 = 10% e F: 12 horas).
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade de larvas de
Leucoptera coffeella entre os isolados de NEP estudados, pelo teste de Tukey a 5% de significancia
(Alho: Heterorhabditis amazonensis GL; Amaz: Heterorhabditis amazonensis RSCO05; BR:
Steinernema brazilense IBCB-06; Carpo: Steinernema carpocapsae All; Feltiae: Steinernema feltiae;
Nepet: Heterorhabditis sp. NEPET 11; Controle: testemunha).

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

sobre minas ativas de Leucoptera coffeella

Verificou-se que os isolados H. amazonensis RSC05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11
causaram mortalidade em larvas de L. coffeella em todas as concentragdes estudadas, exceto
no tratamento controle. Foi observado um incremento na mortalidade das larvas, dos dois
isolados de NEP estudados, com o aumento das concentragdes das suspensdes.

Houve diferenca entre as concentragdes estudadas do isolado H. amazonensis RSCO05.
As maiores médias de mortalidade observadas para o isolado H. amazonensis RSC05 foram
nas concentragdes de 1.500, 1.750 e 2.000 JI/mL, onde a concentragdo de 2.000 JI/mL
apresentou a maior mortalidade (91,8 %) (GLM, teste da razdo de verossimilhanca;
X?=284,20, Df= 168, p< 0,001) (Figura 7). No estudo das concentracdes de suspensdes de
Heterorhabditis sp. NEPET 11, as maiores mortalidades foram obtidas nas concentragdes de
1.750 e 2.000 JI/mL, com 93,5% e 97,3%, respectivamente (GLM, teste da razdo de
verossimilhanga; X?= 260,56, Df= 168, p< 0,001) (Figura 7).
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Figura 7: Mortalidade de larvas de Leucoptera coffeella, em diferentes concentraces de
juvenis infectantes (A) Heterorhabditis amazonensis RSCO05; (B) Heterorhabditis

sp. NEPET 11.
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade de larvas de
L. coffeella entre as diferentes concentra¢fes de nematoides entomopatogénicos, pelo teste de Tukey
a 5% de significancia.

A mortalidade das larvas infectadas por H. amazonensis RSC05 variou entre 22,3 e
91,8%, enquanto que a mortalidade das larvas infectadas por Heterorhabditis sp. NEPET 11
variou entre 38,7 e 97,3% (Figura 7).

A andlise de regressdo foi aplicada nos dados de concentracdo para identificar os
valores de concentracao letal (CL) (Figura 8). Verificaram-se menores concentracfes de JI nas
analises do isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11 em comparacdo com o isolado

Heterorhabditis amazonensis RSCO05 (Tabela 4).
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Figura 8: Analise de regressdo para a mortalidade confirmada de larvas de Leucoptera
coffeella submetidas a diferentes concentragcbes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis amazonensis RSC05 (Amaz) e Heterorhabditis sp. NEPET 11

(NEPET).
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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”.

Tabela 4: Concentragéo letal (CL) de juvenis infectantes de Heterorhabditis amazonensis
RSC05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11 (Rhabditida: Heterorhabditidae)
necessaria para causar mortalidade de larvas de Leucoptera coffeella (Lepidoptera:

Lyonetiidae).

Concentragéo de juvenis infectantes (JI/mL)

Mortalidade esperada

H. amazonensis

Heterorhabditis

RSCO05 sp. NEPET 11
Mortalidade de 10% (CL1o) 295,76 + 32,69 238,33 £ 29,85
Mortalidade de 20% (CL2o) 435,57 + 35,35 356,34 + 33,44
Mortalidade de 30% (CLao) 563,37 + 35,41 465,56 + 34,43
Mortalidade de 40% (CL.a4o) 695,64+ 34,44 579,65 + 34,13
Mortalidade de 50% (CLso) 844,20 + 33,77 708,78 £+ 33,35
Mortalidade de 60% (CLso) 1024,47+ 36,23 866,68 + 33,78
Mortalidade de 70% (CL7o) 1265,02 + 48,01 1079,04 + 40,32
Mortalidade de 80% (CLso) 1636,19 + 81,47 1409,78 + 65,28

Mortalidade de 90% (CLago)
Mortalidade de 99% (CLgg)

2409,60 + 182,13
7569,10 + 1244,10

2107,88 + 150,95
6924,80 + 1138,10

O isolado H. amazonensis RSC05 apresentou dose efetiva de CLsg € CLgo de 844.20
JI/mL e 2409.60 JI/ mL (log-logistico, X2= 844,20, Df = 4, p= 0,8221), e o isolado
Heterorhabditis sp. NEPET 11 obteve concentracdo letal (CLso e CLgo) de 708.78 JI/mL e
2107.88 JI/mL (log-logistico, X2=708,77, Df = 4, p =0,9688) (Tabela 4).

A concentracdo de 2.000J1/mL foi escolhida para realizar os bioensaios seguintes, com

objetivo de causar maiores taxas de mortalidade em larvas de Leucoptera coffeella.
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5.3 Bioensaio 3: Mortalidade de larvas de L. coffeella pelos isolados Heterorhabditis
amazonensis RSCO05 e o Heterorhabditis sp. NEPET 11 em diferentes tempos de

exposicao

O tempo T1 (24h) nao diferiu do tratamento controle, ndo sendo suficiente para a
ocorréncia de infeccao nas larvas de L. coffeella. Os demais tratamentos permitiram infeccéo
por parte dos dois isolados de NEP estudados. Tanto o isolado Heterorhabditis amazonensis
RSCO05 quanto o isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11, apresentaram as maiores

mortalidades nos maiores tempos de exposicao (Figura 9).

Figura 9: Mortalidade de larvas de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) em
diferentes tempos de exposicao aos juvenis infectantes (JI). (A) Heterorhabditis
amazonensis RSCO05; (B) Heterorhabditis sp. NEPET 11.
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas na mortalidade das larvas de L.
coffeella entre os diferentes tempos de exposicdo aos nematoides entomopatogénicos, pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. Tempos de exposicdo: T1 - 24h; T2 - 48h; T3 - 72h; T4 — 96h; T5 —
120h; T6 — 144h e T7 — 168.

Para o isolado Heterorhabditis amazonensis RSCO5, foi observado um incremento na
mortalidade das larvas de L. coffeella somente até 96h, apds esse tempo ndo houve aumento
na mortalidade (Figura 9). A medida que o tempo de exposi¢io aumentou, houve um aumento

na mortalidade das larvas de L. coffeella até 120h para o isolado Heterorhabditis sp. NEPET
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11 (GLM, teste da razéo de verossimilhanca; X?= 292,82, Df= 168, p<0,001; X?= 366,22, Df=
168, p<0,001, respectivamente).

Quando as larvas de L. coffeella ficaram expostas por 96, 120, 144 e 168 horas ao
isolado H. amazonensis RSCO05, apresentaram mortalidade de 79, 92, 94 e 93%,
respectivamente; e mortalidade de 69, 91, 94 e 98%, respectivamente, nas larvas infectadas
por Heterorhabditis sp. NEPET 11. Nos periodos de 48 e 72h, houve diferenga na mortalidade
apenas nas larvas infectadas por Heterorhabditis amazonensis RSC05 (Figura 9). Foi
escolhido o tempo de 120h para realizar o bioensaio 4, o qual foi responsavel por matar mais

de 90% das larvas de L. coffeella.

Figura 10: Anéalise de regressdo para a mortalidade confirmada de larvas de Leucoptera
coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) submetidas a diferentes tempos de exposicao
aos juvenis infectantes (JI) de Heterorhabditis amazonensis RSC05 e
Heterorhabditis sp. NEPET 11 (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”.

Aplicando-se a anlise de regressao, foi possivel a verificagdo do tempo letal para os dois
isolados estudados (Figura 10). O tempo letal do isolado H. amazonensis RSCO5 (TLso € TLgoo)
foi de 76,28 e 144,46 horas, e o isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11 apresentou TLso de
73,12h e TLgo de 140,96h (log-logistico, X?=76,28, Df=4, p< 0,001; log-logistico, X?=73,11,
Df=4, p<0,001, respectivamente) (Tabela 5). Nota-se também, que o isolado Heterorhabditis
sp. NEPET 11 precisa de um menor tempo para causar a mesma mortalidade que o isolado
Heterorhabditis amazonensis RSC05 (Figura 10).
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Tabela 5: Tempo letal (TL) em horas, necessario para juvenis infectantes (JI) de
Heterorhabditis amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis sp. NEPET 11
(Rhabditida: Heterorhabditidae) causarem mortalidade de larvas de Leucoptera
coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae).

Tempo (horas) de exposicao aos Jl

Mortalidade desejada

H. amazonensis

H.sp. NEPET 11

Mortalidade de 10% (TL1o) 40,28 = 2,23 37,92 +2,16
Mortalidade de 20% (TL2o) 50,98 +2,18 48,32 + 2,14
Mortalidade de 30% (T La3o) 59,63 + 2,11 56,76 + 2,08
Mortalidade de 40% (T Lao) 67,80 + 2,07 64,77 + 2,05
Mortalidade de 50% (T Lso) 76,28 + 2,08 73,12 + 2,07
Mortalidade de 60% (T Leo) 85,82 +2,22 82,53 +2,21
Mortalidade de 70% (T L) 97,57 + 2,61 94,18 + 2,60
Mortalidade de 80% (T Lsgo) 114,13 + 3,51 110,63 + 3,50
Mortalidade de 90% (T Lgo) 144,46 + 5,89 140,96 + 5,89
Mortalidade de 99% (T Lgo) 289,99 + 23,19 288,563 + 23,54

5.4 Bioensaio 4: Teste de pulverizagdes combinadas e individuais de Heterorhabditis
amazonensis RSCO5 e o Heterorhabditis sp. NEPET 11 sobre Leucoptera coffeella

Foram contabilizados individuos mortos em todos os tratamentos estudados. As

maiores mortalidades foram observados nos tratamentos em que os isolados foram aplicados

individualmente, e no tratamento (T5) no qual foram pulverizados 500 JI/mL de cada um

dos isolados. De maneira geral, as aplicacbes combinadas foram menos prejudiciais as

larvas de L. coffeella, demostrando interagdes de competicdo entre os isolados estudados

(Figura 11).

A menor mortalidade (65,3%) foi verificada no tratamento (T7) onde foram

pulverizados 500 JI/mL de H. amazonensis RSCO5 e apo6s 12 horas, adicionaram-se 1.500
JI/mL H. sp. NEPET 11, e a maior mortalidade (96,3%) no tratamento (T2) onde utilizaram-
se 2.000 JI/mL do isolado Heterorhabditis sp. NEPET 11 (teste de Tukey 0,05; X?= 248,10,

Df= 144, p< 0,001).
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Figura 11: Mortalidade confirmada (£ Erro Padrdo) de larvas de Leucoptera coffeella
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(Lepidoptera: Lyonetiidae) em pulverizagbes combinadas e individuais de
juvenis infectantes de isolados de nematoides entomopatogénicos
Heterorhabditis amazonensis RSCO05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11
(Rhabditida: Heterorhabditidae).
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Barras seguidas por letras diferentes indicam diferencgas significativas na mortalidade de larvas
de L. coffeella ocasionada por pulverizagbes combinadas e individuais dos nematoides
entomopatogénicos Heterorhabditis amazonensis RSC05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11
(Rhabditida: Heterorhabditidae), pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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6 DISCUSSAO

Este € um dos primeiros relatos da patogenicidade de nematoides entomopatogénicos
sobre larvas de L. coffeella, as quais foram suscetiveis aos seis isolados testados. Os isolados
S. carpocapsae, S. Feltiae, S. Brazilense e H. amazonensis GL, recentemente tiveram a sua
viruléncia comprovada em larvas e pupas de L. coffeella (Mendonga, 2021). No entanto, 0
relato da acdo patogénica dos demais isolados estudados, Heterorhabditis sp. RSCO5 e
Heterorhabditis sp. NEPET11 sobre larvas de L. coffeella € inédita.

Os bioensaios de patogenicidade sdo essenciais para selecionar os NEP mais virulentos
a cada artrépode (JAMES et al., 2018; LABAUDE e GRIFFIN, 2018; CHERGUI et al., 2019).
Assim como observado por Gézel e Kasap (2015), Van Damme et al. (2016) e Ndereyimana
et al., (2019), no presente trabalho também foi verificada grande variabilidade entre os graus
de viruléncia de cada isolado.

Mendonga (2021), verificou as maiores taxas de mortalidade de larvas de L. coffeella
guando submetidas aos isolados H. amazonensis GL (79,42%) e H. amazonensis MCO1
(76,48%), corroborando o que foi obtido no presente estudo, no qual as espécies de
Heterorhabditis se sobressairam. Griffin et al. (2005), explicam o sucesso das espécies do
género Heterorhabditis pela presenca de “dentes” na regido anterior de seu corpo que auxiliam
na penetracdo do corpo do inseto.

Mesmo tratando-se de organismos que vivem no solo, os NEP se mostraram eficientes
contra larvas de L. coffeella no presente estudo. De acordo com estes resultados, muitos
autores ja verificaram a eficiéncia de NEP sobre outras pragas que vivem em habitats cripticos,
como nas galerias foliares (BATALLA-CARRERA et al., 2010; GARCIA DEL PINO et al.,
2013; HASSANI-KAKHKI et al., 2013; KEPENEKCI et al, 2013; STEYN et al., 2019;
NDEREYIMANA et al., 2019; YAN et al., 2020).

Estudando a suscetibilidade de larvas minadoras de Holoracista capensis
(Lepidoptera: Heliozelidae) a NEP, Steyn et al. (2019), comprovaram a capacidade dos
nematoides de penetrar nas galerias foliares e infectar as larvas com altas taxas de mortalidade
ocasionadas por H. baujardi (92%), H. noenieputensis (85%) e H. indica (83%).

Neste trabalho, foi verificado no estudo de diferentes concentragdes de NEP, que 0s
dois isolados testados apresentaram 0 mesmo comportamento, pelo qual a mortalidade foi
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo até um ponto méaximo, a partir do qual
0 aumento da concentracdo da suspensdo ndo elevou significativamente as taxas de

mortalidade. Resultado semelhante foi observado pelos autores Batalla-Carrera et al. (2010),


https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0163-3#ref-CR35
https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0163-3#ref-CR13
https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0163-3#ref-CR1
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Kepenekei et al. (2013), Youssef (2015), Mutegi et al. (2017), Yuksel et al. (2018) e Kajuga
et al. ( 2018), onde houve aumento nas taxas de mortalidade das pragas com o acréscimo de
JI nas suspensoes.

Youssef (2015), estudou S. carpocapsae em trés dosagens de 250, 500 e 1000 JI/mL
sobre larvas de T. absoluta, verificando incremento nas taxas de mortalidade com o aumento
da concentragéo (80, 100 e 100%, respectivamente).

Analisando a patogenicidade de Heterorhabditis indica em trés instares larvais (3°, 4°
e 5% de Eudocima materna (Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Erebidae), Kumar et al. (2022),
obtiveram a CLso de 14,43; 17,08 e 23,63 Jl/larva, e CLgo de 59,56; 80,44 e 106,52 Jl/larva,
respectivamente, visualizando variacdo progressiva da CLsp para ClLgo conforme o
desenvolvimento larval.

Gaugler et al. (1994) elucidaram que para um NEP combater o sistema imunoldgico
do hospedeiro e conseguir leva-lo a morte, € necessario um ndmero minimo de JI. Além disso,
0 aumento da concentracdo da suspensédo eleva a chance de mais JI adentrarem o corpo do
inseto, liberando mais toxinas e enzimas hidroliticas secretadas pelas bactérias simbidticas no
hemolinfa do hospedeiro, aumentando, consequentemente, as taxas de mortalidade
(NDEREYIMANA et al., 2019; VAN DAMME et al., 2016). Entretanto, sabe-se que quando
a quantidade de Jl/inseto é excessiva, podem ocorrer interacdes nao desejaveis, como a
competicdo intra-especifica, que acaba reduzindo a eficiéncia dos NEP (SELVAN et al.,
1993). Assim, se torna imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas para identificar doses
Otimas de JI para cada praga alvo, a fim de elevar a eficiéncia do bioinsumo de forma
economicamente viavel.

Jé& se sabe que apds a infeccdo, as células bacterianas liberadas pelos NEP matam o
hospedeiro entre 24 e 72h (GOZEL E KASAP, 2015, VAN DAMME et al., 2016;
NDEREYIMANA et al., 2019). No presente trabalho, as mortalidades comegaram a ser
observadas a partir de 48h, podendo isso se dever ao fato de que as larvas estavam protegidas
dentro de suas minas nas folhas de cafeeiro, que num primeiro momento, podem ter
funcionado como uma barreira para os JI. O apice de mortalidade foi atingido entre 96 e 120h,
sendo que nesse ultimo, as taxas de mortalidade ultrapassaram 90% para os dois isolados
estudados. Os NEP H. amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis sp. NEPET 11, apresentaram
TLso bastante similar, em torno de 70h.

Visando selecionar isolados de NEP para o controle de Tuta absoluta (Meyrick)

(Lepidoptera: Gelechiidae), Ndereyimana et al. (2019) estudoaram quatro tempos de


https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0163-3#ref-CR39
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exposicao de larvas a NEP (24, 48, 72 e 96h), observando altas taxas de mortalidade logo nas
primeiras 24h, alcangando 100% de mortalidade para a maioria dos isolados em 96h.

Houve um aumento significativo do nimero de pesquisas que estudaram diferentes
combinacgdes entre NEP e outros agentes ou taticas de controle, como quimicos e biolégicos
(LACEY et al., 2015). Muitos fungos entomopatogénicos ja foram aplicados de forma
conjunta com NEP, como por exemplo Metarhizium anisopliae, Metarhizium brunneum,
Isaria javanica, Isaria fumosorosea e Beauveria bassiana, com os quais foram confirmadas
interacdes sinérgicas (ANSARI et al., 2004; ANSARI et al., 2006; ACEVEDO et al., 2007;
GOMES, 2021).

Rohde (2007), estudando a eficiéncia de controle de aplicagdes combinadas do isolado
S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSC01 sobre larvas de C. capitata, constatou que o
isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 reduz a eficiéncia de S. carpocapsae. Esse resultado
corrabora os resultados do presente estudo, no qual as aplicagcfes combinadas reduziram as
taxas de mortalidade das larvas de L. coffeella.

Em aplicacdes isoladas, os NEP Heterorhabditis RSC05 (91,8%) e Heterorhabditis sp.
NEPET11 (96,3%) causaram elevadas taxas de mortalidade, e em aplicagdes conjuntas a
mortalidade das larvas variou entre 65,3% e 87,6%. Assim, foi observada competigéo entre 0s
isolados em questdo. J& foi estudada a interacdo entre os isolados S. carpocapsae e H.
bacteriophora, na qual os autores verificaram que S. carpocapsae infectou e se reproduziu
com mais sucesso que H. bacteriophora (ALATORRE-ROSAS e KAYA, 1991).

O isolado S. carpocapsae também ja foi testado de forma conjunta com S. glaseri,
porém neste caso a producdo de JI foi comprometida (KONDO, 1989). Essas interacoes
negativas, com redugdo da eficiéncia de controle em aplicagbes combinadas de diferentes de
nematoides podem ocorrer, principalmente devido a competicdo dentro do hospedeiro. Esta
competicdo também pode ocorrer entre as bactérias que vivem no intestino dos nematoides
(ALATORRE-ROSAS e KAYA, 1991). Segundo Boemare (2002), as bactérias simbidnticas
ao género Steinernema (Xenorhabdus) produzem bacteriocinas letais para as bactérias
associadas ao género Heterorhabditis (Photorhabdus), o que diminui a eficiéncia dos isolados
de Heterorhabditis no caso de aplicagdes combinadas com Steinernema.

Devido a dificuldade de se controlar L. coffeella, aos varios casos de resisténcia a
inseticidas sintéticos e aos resultados promissores encontrados nesse trabalho, os NEP tornam-
se potenciais agentes de controle do BMC. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para

determinar a eficacia dos NEP sobre outras fases de desenvolvimento de L. coffeella, verificar
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interacbes com inimigos naturais e definir estrategias de aplicacdo em campo, buscando

adicionar os NEP no manejo integrado desta importante praga.
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7 CONCLUSOES

Todas as espécies e isolados de nematoides entomopatogénicos testados sao
patogénicas as larvas de L. coffeella.

A mortalidade das larvas de L. coffeella é diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo dos NEP H. amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis sp. NEPET 11.

O aumento do tempo de exposicdo das larvas de L. coffeella provocou aumento na
mortalidade ocasionada pelos dois isolados.

A interacdo entre os NEP H. amazonensis RSCO5 e Heterorhabditis sp. NEPET 11 é
antagonica.

A aplicacdo conjunta de H. amazonensis RSCO05 e Heterorhabditis sp. NEPET 11

reduz as taxas de mortalidade de larvas de L. coffeella.
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