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RESUMO

A patogenicidade e a viruléncia de diferentes dadade nematoides
entomopatogénicos (NEP) do géneB8teinernemae Heterorhabiditis em
lagartas deSpodoptera frugiperddLepidoptera: Noctuidae) foi avaliada em
laboratdrio. Além disso, avaliaram-se a viabilidedeinfectividade dos isolados
mais virulentos combinados com o produto fitosgaitit imidaclopride
(700WG), visando a utilizacdo sinérgica em mudas Elealyptus spp.
(Myrtaceae) em viveiros florestais. O primeiro bisaio foi composto de 30
tratamentos provenientes de 6 isolados de NERJItestm cinco concentracdes
distintas: 0 (testemunha), 70, 150, 300 e 600 jisvénfectivos (JI) em
suspensdo com 0,5 mL de 4gua destilada, aplicagisamente em lagartas.
Cada tratamento consistiu de 42 lagartas individaidhs dispostas em sete
repeticdes com seis sub-repeticbes. Durante cirasodd exposicéo, verificou-
se diariamente a sobrevivéncia das lagartas comstn@gde mortalidade e
armazenamento das mortas para confirmacéo do aggrgel. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de agrupamento e, sgoum modelo com
distribuicdo binomial. A compatibilidade dos mekwisolados do experimento
anterior {H. amazonensis RSC05, Heterorhabditis sp. (JPM4) e H.
bacteriophoraHP88), com o inseticida imidaclopride, foi avabiadsando a
metodologia sugerida por Negrisoli Junior, Barbe$doino Junior (2008), com
modificacdes. Um litro da formulacdo de imidaclderi foi preparado
proporcionalmente a concentracdo recomendada eninédstacédo (500g/100L
de agua). Os tratamentos foram realizados em capeticdes, formados cada
um por placa de Petri com 20 mL da calda do inigletie 2.500 JI suspensos em
1 mL de agua destilada dos respectivos isoladosoCestemunha, 1 mL da
suspenséo do isolado foi misturado a 20 mL de dgstlada. A viabilidade dos
nematoides foi avaliada 48 horas apds a exposigdpraduto. Para tanto,
pequenas aliquotas foram retiradas da suspensBeeevados 100 Jl de cada
repeticdo em microscopio estereoscopico, parardetar a mortalidade. Para
verificar a infectividade, os nematoides foram tb& em 200 mL de agua
destilada, em peneiras para retirar o inseticidana aliquota de 0,2 mL foi
pipetada em oito lagartas & frugiperdaindividualizadas em copos plasticos
por repeticdo. Os dados obtidos foram submetidnsaise de variancia. Todas
as concentraces do géneteterorhabditiscausaram mortalidade, com excecao
da testemunha. Os isoladds amazonensiRSC 05,Heterorhabditissp. (JPM
4) e H. bacteriophoraHP88 s&o patogénicos a lagartasSddrugiperda em
laboratério, sendo que o isolatio amazonensiRSC 05 foi o mais virulento.
Além disso, verificou-se que os isolados do géndeterorhabditissdo mais
virulentos que oSteinernemaO produto imidaclopride ndo afetou a viabilidade



nem a infectividade dos NEP, quando comparado camtratamentos
testemunha sem o produto.

Palavras-chave: Compatibilidade. Controle  Microbiande Pragas.
Heterorhabditidae. Steinernematidae.



ABSTRACT

The pathogenicity and virulence of different isetabf entomopathogenic
nematodes of the gen8teinernemandHeterorhabiditisin Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) were evaluated in laboyato addition, the viability and
infectivity of the most virulent isolates combineith the insecticide imidacloprid
(700WG) were verified, aiming synergistic useHuacalyptusspp. (Myrtaceae) in
forest nurseries. The first bioassay was carri¢avih 30 treatments from 6 isolates
of NEP tested in five different concentrations: dorrol), 70, 150, 300, 600
infective juvenile (JI) in 0.5 mL of distilled watepplied topically on caterpillars.
Each treatment consisted of 42 individual catenp#irranged in seven replications
with six subreplicates. During five days of expesuhe larvae survival and daily
mortality were registered. The dead individualsenstiorage to confirm the death
agent. The data were subjected to cluster anaysisthen created a model with
binomial distribution. The compatibility of the bestrains from the previous
experiment K. amazonensisRSCO05 Heterorhabditis sp. (JPM4) andH.
bacteriophoraHP88) with imidacloprid insecticide was based loe tethodology
suggested by Negrisoli Junior, Barbosa e Moinoa#((2i008) with modifications.
One liter of insecticide formulation was prepamedthie concentration recommended
in high infestation (500g/100L water). Experimentgre carried out in five
replicates each formed by a Petri dish with 20 rhiinsecticide formulation and
2500 JI of each isolate contained in 1 mL of distilwater. As a control, 1 mL of
the suspension of the isolate was mixed with 20ofndlistilled water. The viability
of nematodes was assessed 48 hours after expbsurthis, small aliquots were
took away from the suspension and observed 100f Haoh replicate in a
stereoscopic microscope to determine the mortdlityverify the infectivity, the
nematodes were washed in 200 mL of distilled waiesieves to remove the
insecticide and a aliquot of 0.2 mL was pipettdd gight larvae of. frugiperda
kept individually in plastic cups per replicate.€lttata were subjected to ANOVA.
All concentrations of the gentteterorhabditiscaused mortality, except for control.
The isolatedH. amazonensisRSCO05, Heterorhabditis sp. (JPM 4) andH.
bacteriophoraHP88 are pathogenic to larvaeSffrugiperdain the laboratory and
the isolateH. amazonensiRSCO5 was the most virulent. Moreover, the iselafe
the genudieterorhabditisare more virulent than ttgteinernemalmidacloprid did
not affect the viability and infectivity of NEP cqared with the control treatments
without the insecticide.

keywords: Compatibility Biological Control of Pestdeterorhabditidae.
Steinernematidae.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta area total de florestas plastaia 6.310.450
hectares, dos quais 4.516.000 hectares correspoadespécies do género
EucalyptusL’Hér, 1788 (Magnoliophyta: Myrtaceae). Segund@®ssociacado
Brasileira de Produtores de Florestas PlantadaBRA% (2010), o plantio de
eucalipto no Brasil se destina, basicamente, augéaide celulose e papel e ao
carvéao vegetal que abastece as siderurgicas.

A estimativa total de empregos (primarios e no @seamento
industrial) no segmento de florestas plantadas,2669, foi de 3,9 milhdes,
incluindo os diretos (535,0 mil), os indiretos @j2ilhdo) e aqueles resultantes
do efeito-renda (2,16 milhdes). Em relacdo aositioib arrecadados em 2009, a
contribuicao do setor foi estimada em R$ 8,15 leithdepresentando 0,75% de
participacdo deste setor no total do Brasil (ABR2®10).

Em 2007, a induUstria de base florestal brasilgm@sentou um PIB de
44,6 bilhdes de reais, representando uma part@ipaignificativa de 3,4% do
PIB nacional (SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA SBS, 2008).
No mesmo periodo, as exportacdes de produtos @efloasstal geraram US$
9,1 bilhdes, correspondendo a 5,6% do total exgontelo pais.

O processo de propagacdo vegetativa por miniestagmi tubetes de
plastico para atender ao processo de producéo Intssaudas d&ucalyptus
em viveiros florestais € uma das fases mais imptmsano processo de
implantacdo de povoamentos florestais. Esse prodess sido adotado pela
maioria das empresas eucaliptocultoras brasileil@gdo ao menor custo e as
vantagens de operagao (ALFENAS et al., 2004).

A qualidade das mudas de viveiros no momento datipl@o campo a

fim de garantir uma floresta de alta produtividadepende, dentre outros
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fatores, de um manejo adequado de pragas, pudoptera frugiperd&®mith
& Abbot, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae).

As lagartas deS. frugiperdatém o habito de decepar a muda de
eucalipto no coleto, carregando-a para abrigo® ergrecipientes ou em tlneis
feito pelas mesmas. Os danos sdo mais sérios moeinms dias apos a
germinagdo das sementes ou em brotacdes novasddes jalonais cultivadas
em canteiros de areia (ZANETTI, 2008m condi¢Bes favoraveis para essa
praga, entre 50% a 100% das mudas podem ser destrau severamente
danificadas (ANJOS; SANTOS; ZANUNCIO, 1986).

Poucos produtos a base de inimigos naturais dagagprastao
disponiveis para as indastrias de viveiros floissthem como as areas de
plantio, justificando grandes investimentos em nmgs, estimados em R$ 7,2
bilhes de reais de 2009 a 2014, que geram problambientais, econdmicos e
sociais (ABRAF, 2010).

O controle microbiano de insetos a base de nenestoid
entomopatogénicos torna-se uma alternativa videtjente e segura, com
caracteristicas que os tornam vantajosos em retaQéitros agentes de controle
biolégico (KOPPENHOFER, 2007). Por isso, verifieas necessidade de se
desenvolver um produto biolégico as condicdes dusires florestais e que
possa ser compativel com produtos fitossanitaasombate de pragas.

Dessa forma, o presente trabalho foi realizado @®wbjetivos de:

a) avaliar a patogenicidade e a viruléncia de diferensolados de
nematoides entomopatogénicos do géneBteinernema e
Heterorhabiditisa lagartas d8. frugiperdeem laboratério;

b) avaliar a viabilidade e a infectividade dos isomduais virulentos
combinados com imidaclopride em lagartas Slefrugiperdaem
laboratdrio.

Associado aos objetivos, as seguintes hipétesetfias foram propostas:



b)

d)
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hipotese nula (b): ndo existe a possibilidade de uso de nematoides
entomopatogénicos como bioinseticidas con8a frugiperda
devido as baixas taxas de mortalidade que ele®gaay,

hipétese alternativa (t existe a possibilidade de uso de
nematoides entomopatogénicos como bioinseticidastracaS.
frugiperda devido as altas taxas de mortalidade que ele®gam;
hipotese nula (b): ndo existe a possibilidade de uso de nematoides
entomopatogénicos como bioinseticidas con8a frugiperda
devido a incompatibilidade com o produto imidacider utilizado

no manejo da praga,;

hipétese alternativa (jf existe a possibilidade de uso de
nematoides entomopatogéncios como bioinseticidastraccS.
frugiperda devido & compatibilidade com imidaclopride uéltip

no manejo da praga.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais de viveiros de mudas Hecalyptus spp.

O eucalipto foi introduzido no Brasil no inicio déculo XX, com o
objetivo de ajudar a producdo de dormentes pafintaas férreas. O género
EucalyptusL’'Hér, 1788 € nativo da Australia, pertencentadifia Myrtaceae
e, segundo Oliveira (2001), abrange cerca de 32€cees e subespécies.

No entanto, Silva e Matos (2003) afirmam que quesécies e poucos
hibridos sdo responsaveis por aproximadamente B3plantios brasileiros:
Eucalyptus grandisw. Hill ex Maiden (55%),E. saligna Smith (17%),E.
urophylla S.T. Blake (9%)E. viminalisLabill. (2%) e hibridos d&. grandisx
E. urophilla(11%).

As florestas com eucalipto estdo em franca expansdmaioria dos
estados brasileiros com tradicdo na silviculturstelegrupo de espécies
(destaque para Minas Gerais com a maior area dsiq)leou em estados
considerados como novas fronteiras da silvicult@acrescimento médio no
pais foi de 7,1% ao ano, entre 2004-2009 (ABRARQ20

No Brasil, o plantio de eucalipto destina-se bas@#e a producdo de
celulose, papel e carvdo vegetal que abastecedesirgjicas. Em 2009, por
exemplo, o Brasil tornou-se o quarto maior fabrieamundial de celulose,
passando a frente de tradicionais paises produtooeso Finlandia e Suécia
(ABRAF, 2010).

Os produtos florestais brasileiros sdo considerawaloiso competitivos
no mercado internacional. As exportacdes de predataundos das florestas
plantadas tém apresentado crescimento continuoulhimsos anos, devido,

principalmente, as vantagens competitivas do set@mo aumento do consumo
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mundial por produtos florestais, notadamente delest e compensado de
Pinusspp. (Pinophyta: Pinaceae) (SBS, 2008).

A alta competitividade deve-se a silvicultura clomaincipalmente de
Eucalyptus iniciada no Brasil na década de 1970, sendo uasandelhores
formas de maximizacdo da produtividade das flosegta meio da propagacgéo
vegetativa de genotipos selecionados. O estabedatinde florestas clonais
proporcionou maior uniformidade, melhor adaptacé® cones aos ambientes
de plantio, maior producdo de madeira, racionddigaglas atividades
operacionais e reducdo na idade de corte e nosscdstcolheita e transporte
(SILVA, 2001).

O processo de propagacédo vegetativa do eucaliptonjmiestaquia em
tubetes de plastico, para atender ao processoodeigiio massal de mudas em
viveiros florestais, tem sido adotado pela maidea empresas eucaliptocultoras
brasileiras, devido ao menor custo e as vantageoperacio (ALFENAS et al.,
2004).

A utilizacdo de mudas saudaveis a fim de garamia floresta de alta
produtividade depende, dentre outros fatores, denamejo integrado de pragas
e doencas em viveiros florestais. Segundo Gall@®08), diversas sdo as
doencas que acometem o cultivo em viveiros floiestes doencas fungicas sao
as mais importantes, causando tombamento de mpddsidao de raizes e
estacas e ressecamento de folhas. Raramente, iasafitopatogénicos tém
sido encontrados e, quando ocorrem, nao causaos skmos.

Por outro lado, a incidéncia de insetos praga p@deE a perda de um
grande nuamero de mudas por morte ou deformacdesui&inos florestais, os
principais insetos que danificam mudas sao lagaossn, como as dos géneros
Agrotis Ochsenheimer, 1816 (Lepidoptera: NoctuidaeypmdopteraGuenée,
1852 (Lepidoptera: Noctuidae); griloGryllus assimilis (Fabricius, 1775)
(Orthoptera: Gryllidae); paquinha&ryllotalpa hexadactyla(Perty, J.A.M.,
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1832) (Orthoptera: Gryllotalpidae); cupins do gérfeéyntermesiolmgren, 1910
(Isoptera: Termitidae); formigas cortadeirAta Fabricius, 1804 Acromyrmex
Mayr, 1865 (Hymenoptera: Formicidae); mosca-minadariomyzaDik, 1894

(Diptera: Agromyzidae) e mosca-dos-fungBgadysiaWinnertz, 1867 (Diptera:
Sciaridae) (ANJOS; SANTOS; ZANUNCIO, 1986).

Dentre as lagartas que tém causado danos as muauagveiros
florestais, destacam-seSpodoptera frugiperdaSmith & Abbot, 1797,
Spodoptera latifasciaValker, 1856,Spodoptera eridanigtoll, 1781,Agrotis
repleta Walker, 1857,Agrotis subterranedrabricius, 1794 eAgrotis ipsilon
Hifnagel, 1766 (ANJOS; SANTOS; ZANUNCIO, 1986).

O manejo adequado dessas pragas pode garantir lidadeafinal
necessaria das mudas de viveiros florestais, apeas, assim, um didmetro
de coleto adequado, raizes bem formadas, propaiitiade entre a parte aérea

e o sistema radicular e bom estado nutricional (iAAR004).

2.2 Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (Smith & Abbot, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), conhecida no estagio larval como lagdotcartucho-do-milho, é
uma das mais importantes pragas da cultura do mddhBrasil, alimentando-se
da planta em todas as fases de crescimento, entdana preferéncia por
cartuchos de plantas jovens (CLARK et al., 2007).

Sua coloracao é escura e, com o passar do tenmeseafa faixa dorsal
com pontos pretos (pinaculas) na base das cerdaabéca é preta, com uma
linha clara em forma de Y, nitidamente perceptiv&l. mariposa mede
aproximadamente 35 mm de envergadura, com as asaees pardo-escuras
e posteriores branco-acinzentadas. As fémeasasahlzpostura sobre as folhas,

em grupos de 50 a 300 ovos, podendo chegar a 1Mf¥) @©s periodos de



17

duracgédo das fases de ovo, larva, pupa e adultesémédia, de 3, 25, 11 e 12
dias, respectivamente, podendo, a partir do segesidgio de desenvolvimento
larval, apresentar canibalismo (GALLO et al., 2002)

Em viveiros florestaisS. frugiperdaé chamada de lagarta-rosca, devido
ao habito de se enrodilhar em forma de rosca, quaochda. As lagartas
abrigam-se em tuneis ou galerias entre os recgsenti entulhos, decepam a
muda de eucalipto no coleto, carregando-a pararigaalmu desfolham as
plantas, principalmente em reboleira. Os danosns#iores nos primeiros dias
apés a germinacao das sementes ou em brotacdes devaatrizes clonais
cultivadas em canteiros de areia. Verifica-se aqrea de fezes e folhas entre os
recipientes e fios de seda nas mudas, denunciapdesanca das lagartas. A
ocorréncia é anual, com picos populacionais em ogesi de maior
disponibilidade de mudas com poucos dias ou semdmadade (ZANETTI,
2008). Nessa situacdo, quando as mudas apresentam caules, tuma Unica
lagarta pode cortar dezenas delas e, em condiefiesafeis para essa praga,
entre 50% a 100% das mudas podem ser destruidsesvetamente danificadas
(ANJOS; SANTOS; ZANUNCIO, 1986).

A principal forma de controle dessa praga é poronmd® produtos
fitossanitarios, como acephate (OrtHef&0 BR), deltametrina (De&i®5 CE)

e imidaclopride (Evidené®, e biolégicos, com8acillus thuringiensiserliner,
1915 (Dipel PM) por meio de pulverizadores costaisagua de irrigacdo em
viveiros abertos (ZANETTI, 2008). Com excecaoRbzillus a consequéncia
dessa pratica € a selecdo de populacdes resis@ntpsincipais classes de
inseticidas (DIEZ-RODRIGUES; OMOTO, 2001).

Pesquisas com controle bioldégico mostram inimigasunais, como
Telenomus remudNixon, 1937 (Hymenoptera: Scelionidae), atuandona@o

potencial agente no controle & frugiperdaao parasitar seus ovosDmru
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luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae), coidec como
“tesourinha”, um predador eficiente na cultura dihon(CRUZ, 2009).

Certos entomopatégenos, como o viBeculovirus spodopterasao
muito eficientes para o controle 8efrugiperdaem laboratério. As atuais linhas
de pesquisa estdo voltadas para o desenvolvimentondsistema de producao
gue possibilite a obtencdo de um bioinseticida se kb baculovirus que seja
eficiente em condicdo de campo (VALICENTE; TUELHERQ9).

Por outro lado, estudos envolvendo nematoides eanatngénicos
(NEP) concentram-se em testes de patogenicidadétviia e compatibilidade
com produtos fitossanitarios registrados frérugiperdaem cultura do milho
(NEGRISOLI JUNIOR; GARCIA; NEGRISOLI, 2010), obtemdresultados

favoraveis a aplicacéo sinérgica.

2.3 Controle microbiano de pragas

O controle microbiano de insetos pode ser uma naltea viavel,
eficiente e segura ao uso de inseticidas quimieastp que 0s agentes
entomopatogénicos destacam-se pela especificidade haspedeiro, a
seletividade aos insetos benéficos e a inocuidadenaais endotérmicos. Além
disso, ndo poluem o meio ambiente e apresentamafoe resisténcia que
aumentam sua persisténcia no campo (ALVES, 1998).

Dentre os organismos passiveis de utilizacdo cagaatas de controle,
destacam-se fungos, virus, bactérias e nematoidegemepatogénicos,
devidamente disponiveis em grandes quantidades qaaaplicacdo como
bioinseticidas, a fim de desencadear o processtodaca numa determinada
populagdo de insetos (MOINO JUNIOR, 2009).

A utilizacdo desses organismos para o controleraigag tomou grande

impulso, principalmente apés a proibi¢cdo do usoindesticidas organoclorados,



19

e também em decorréncia do estabelecimento do onategrado de pragas (MIP)
como prética racional. Com isso, houve maior irf&ergo controle microbiano

como parte de um conjunto de medidas que, em h&@meatre si e com 0 meio

ambiente, tornou-se capaz de reduzir a populac@tsdms-praga a niveis abaixo
dos danos econdmicos em sistemas agricolas @disrf@dOINO JUNIOR, 2009).

2.4 Nematoides entomopatogénicos

Nematoides sdo vermes alongados com aspecto iciindo longo do
comprimento do corpo e ndo-segmentados, abrangiestte 0,1 mm até varios
metros. Esses organismos possuem sistemas digasiorodutor e muscular, e
um simples sistema excretor e nervoso, porém, r@Eesentam sistemas
respiratorio e circulatério. O canal alimentar d¢stesem cavidade bucal, eséfago,
intestino e reto, com o anus localizado ventralm@OPPENHOFER, 2007).

Muitas espécies de nematoides sdo associadas tasirseo tipo de
relacdo ecologica abrange desde foresia até pamasit Nematoides que
possuem associacdo parasitica com insetos podemes®@itos em 23 familias,
das quais 7 contém espécies em potencial paraotomtiolégico de insetos:
Mermithidae e Tetradonematidae (Ordem: Stichosomiddantonematidae,
Phaenopsitylenchidae e Sphaerulariidae (Ordemntkida); Heterorhabditidae
e Steinernematidae (Ordem: Rhabditida). Atualmeate,duas Ultimas sé&o
utilizadas como bioinseticidas e produzidas coraéra@nte, por diversas
empresas estrangeiras (KOPPENHOFER, 2007). No IB@siestudos com

nematoides estéo focados principalmente na ordexhdiida.

2.4.1 Aspectos biolégicos e biodiversidade

Estima-se que 61 espécies do génBteinernemaTravassos, 1927
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(Rhabditida: Steinernematidae) e 14 ddeterorhabditis Poinar, 1976
(Rhabditida: Heterorhabditidae) foram descritas @ténomento (NGUYEN,
2010). Porém, o numero total de espécies foi anpliapds a descricdo de
Heterorhabditis sonorensiSTOCK; RIVERA-ORDURNO; FLORES-LARA,
2009, isolada de estagios ninfais Dieeroprocta ornea(Walker) (Hemiptera:
Cicadidae), no México por Stock, Rivera-Ordufio eréd-Lara (2009) e de
Steinernema brazilensélguyen et al., 2010, espécie isolada de solos de
florestais naturais no estado do Mato Grosso dm&WBrasil por Nguyen et al.
(2010).

Os NEP dos géneroSteinernemae Heterorhabditis sdo patdégenos
obrigatérios na natureza e caracterizam-se pelaciagfo com bactérias
entomopatogénicas dos géner¥gnorhabdus Thomas e Poinar, 1979 e
Photorhabdus Boemare, Akhurst e Mourant, 1993, respectivamegctam
excecdo dé’hotorhabdus asymbiotidaischer-Le Saux et al., 1999 que néo se
associa com NEP (FORST; CLARKE, 2002).

As bactérias do génerenorhabduse Photorhabduspertencem a
familia Enterobacteriaceae caracterizados por &gtdhm-negativa, respiracéo
anaerobica facultativa, locomocéao por flagelo peatriquios (flagelos em toda
a periferia) e auséncia de esporos. Portanto, présentam estagios resistentes,
sendo encontrados, em geral, nos nematoides infestéterceiro estagio — J3)
ou em insetos infectados por nematoides (BRENNBB9JL

Nessa associacdo, 0os nematoides contribuem ofeiegemtecdo a
bactéria fora do corpo do hospedeiro e atuam ndraesporte entre o cadaver
de um inseto ao hemoceloma de outro. Por outrg lasidactérias servem de
alimento aos nematoides, provendo-lhes meio nudritadequado ao
desenvolvimento e a reproducgdo, sendo, portantssiderados bacteriéfagos
(DOWDS; PETERS, 2002).

A fase juvenil dos nematoides é composta por questdgios (J1, J2, J3
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ou juvenil infectante e J4). O ciclo de vida 8teinernema&pp. comeca quando
juvenis infectantes (JI) de terceiro estagio (J8yregando a bactéria
Xenorhabdussp. em uma vesicula especializada localizada gidaréntestinal,
penetram no corpo do hospedeiro através de suamiralsenaturais (aparelho
bucal, anus e espiraculos).

Os juvenis infectantes buscam e localizam seuseldesws a partir de
produtos de excrecdo, niveis de Q0 ambiente, gradientes de temperatura e
substancias volateis liberadas por plantas atagaalamsetos (RASMANN et
al., 2005).

No interior do hospedeiro, migram para o hemoce)arnde perdem a
cuticula extra e defecam ou regurgitam, liberarelbaztérias e passando para o
altimo estégio juvenil (J4), formando os adultosptianeira gera¢éo, machos e
fémeas. (SICARD et al.,, 2004). Adultos &einernemasdo quase sempre
anfimiticos (sexos separados), com exce¢do da iespBteinernema
hermaphroditunStock, Griffin, Chaerani, 2004 que é hermafrodigaprimeira
geracdo (STOCK; GRIFFIN; CHAENARI, 2004). Os adsltmultiplicam-se
rapidamente, produzindo ovos, enquanto as bactéirabiontes sintetizam
toxinas e outros compostos que, apos curto perfedo geral inferior a 48
horas), causam septicemia no hospedeiro (FFRENCNSIJ@ANT; BOWEN,
1999). O cadaver torna-se uma verdadeira soparizaaeou seja, um meio rico
em nutrientes constituido pelas bactérias e paddsca desorganizados do
inseto, a partir do qual os nematoides alimentam-gesenvolvem-se. O rapido
crescimento da bactéria é facilitado pela secrdedimxinas e outras moléculas
que danificam os tecidos dos hospedeiros, reduzndéetividade do sistema
imunolégico do inseto (GOODRICH-BLAIR; CLARKE, 20p7

Os juvenis originados por tais ovos ainda possuesonaa disposicao
apreciavel quantidade de alimento, conseguindo laarpo ciclo e formar os

adultos da segunda geracdo dentro do inseto. Tal daorre porque a
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decomposicdo do cadaver é retardada, principalmpate producdo pelo
simbionte de compostos antimicrobianos contra sutractérias e fungos
(FORST; CLARKE, 2002).

Os juvenis originados de segunda geracao geralnegictEntram baixa
disponibilidade de bactéria e grau de decomposigdinseto avancado. A falta
de alimento no cadaver é um sinal aos nematoidesdesxa-lo e buscar novos
hospedeiros. Assim, 0s juvenis passam ao tercsfégie retendo a cuticula do
segundo estagio e fechando a sua abertura anal, @ajue os torna o0s Unicos
capazes de persistir fora do cadaver (FORST; CLARKIIB2). Nesse processo
apreendem certa quantidade de células bacterian@gram para o ambiente
externo, conseguindo persistir por meses no séla dbcalizacdo e penetracao
em novos insetos hospedeiros (PATEL; STOLINSKI; WWRT, 1997).

Em Heterorhabditisspp., o ciclo biolégico é bastante semelhante ao de
Steinernema&pp., com a diferenca basica de que os adultpsimieira geracéo
reproduzem-se por hermafroditismo e os da segpuanfimixia (POINAR,
1990). Outra diferenca entre os dois géneros estibcalizacdo da bactéria
simbionte no nematoide, regurgitando as célulatehanas em vez de defeca-
las (CICHE et al., 2008).

2.4.2 Estratégia de forrageamento

Diferentes estratégias de forrageamento sdo emacstrna literatura,
baseadas em como os JI movem-se no ambiente. A Heskospedeiros pelos
JI do tipo “cruiser”, caracteriza-se por alocar snaitempo de forrageamento
movimentando-se pelo ambiente, permanecendo poeagpot parado e
“ambusher”, caracterizado por ser mais inativoaritko-se no solo ou em um
substrato qualquer (LEWIS et al., 2006).

Essas diferencas sao significativas porque infliaemo tipo de recursos
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encontrados. Comportamento “cruiser”, por exemigm alta probabilidade de
encontrar recursos cripticos e sedentarios, engtamtbusher” € mais eficiente
em hospedeiros com alta mobilidade. O dois tiposfateageamento séo
considerados os extremos, podendo existir comperttra intermediarios com
nematoides apresentando ambas as caracteristiEad$Let al., 2006).

2.4.3 Importancia dos nematoides entomopatogénicosio controle

microbiano

Os estudos de Georgis e Hom (1992) ressaltam quoa de 90% dos
insetos-praga passam pelo menos uma fase do seweivida no solo, sendo
alvo potencial para os nematoides entomopatogéristedos em laboratério e
campo demonstram uma gama de insetos hospedeapsogimadamente 17
ordens e 135 familias de insetos em diferentegiestde desenvolvimento sdo
suscetiveis aos NEP (AKHURST; SMITH, 2002), muidestes sdo usados em
programas de controle bioldgico de pragas do @REWAL, 2002).

O interesse cada vez maior dos pesquisadores dimasilpelos NEP
advém do fato de esses organismos possuirem acéstcss vantajosas quando
comparados aos outros agentes de controle bioldgidesetos. Algumas dessas
caracteristicas foram evidenciadas em diversoaltrab, como:

a) compatibilidade a um grande nimero de produtosdioitarios,

podendo ser utilizados em programas de controlegiatio
(ANDALO; MOINO JUNIOR; SANTA-CECILIA, 2004;
KOPPENHOFER et al., 2000, 2002; KOPPENHOFER; GREWAL
KAYA, 2000; KOPPENHOFER; KAYA, 1998; NEGRISOLI
JUNIOR; BARBOSA; MOINO JUNIOR, 2008; NEGRISOLI
JUNIOR et al, 2010; NEGRISOLI JUNIOR; GARCIA;
NEGRISOLI, 2010);
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b) acdo sinérgica com outros entomopatdgenos, c@wauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., 1912; Metarhizium anisopliae
(Metschn.) Sorokin, 1883 (ACEVEDO et al., 2007; ANS;
SHAH; BUTT, 2008; FENG et al., 2003; NEVES; ALVE$99;
QUINTELA,; MCCOY, 1998) e B. thuringiensis
(BHATTACHARYA; DUTTA; DHAR, 2004; GASSMANN et al.,
2008; KOPPENHOFER; KAYA, 1997), aumentando a eficié e
a economia do método;

C) alta capacidade de adaptagdo a novos ambientedp &am em
condicbes adversas extremas (GREWAL, 2002; HOMINEEHI.,
1996; LEWIS et al., 2006);

d) capacidade de buscar hospedeiros com possibilidaddifusdo
pelo ambiente (LEWIS et al., 2006);

e) especificos a insetos, ndo causando dano as ptaitizadas;

f) aplicados em equipamentos convencionais;

g) maior facilidade de registro, comparado com outgentes de
controle;

h) possibilidade de producéo em larga escala.

Na literatura cientifica sdo encontrados exemples sdicesso na
utilizacdo de NEP no controle biolégico. Grewal,rdae Aguillera (2001)
mostraram que NEP eram utilizados no controle dggs na América do Norte,
Europa, Asia e Australia. Em outro exemp®, scapteriscido Uruguai foi
liberado na Flérida, para controle de paquinisaspteriscuspp. (Orthoptera:
Gryllotalpidae), chegando a se estabilizar na mgi@duzindo em até 27% da
infestacdo (PARKMAN; SMART JUNIOR, 1996).

Na América Latina, Stock (2002) mostrou que estumisscos relativos
a Steinernemae Heterorhabditis eram desenvolvidos na Argentina, Brasil,
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Colédmbia, Cuba, México e Venezuela, abordando éspsente descricdo de
espécies, caracterizacdo de isolados, levantandentzorréncia, multiplicacao

em larga escala e avaliacdo da acdo patogénica.

2.5 Interacdo entre entomopatdgenos e produtos fgeanitarios

A acdo dos produtos fitossanitarios sobre os espabdgenos pode
variar em funcéo da espécie e da linhagem dos g@abég da natureza quimica
dos produtos e das concentragfes utilizadas. Umfatoses limitantes na
producao de importantes culturas no Brasil € o atorda populacdo de pragas,
sendo uma das causas 0 uso excessivo de prodigssafiitarios, além dos
efeitos dos mesmos sobre o ambiente, 0 homem eilmgia, de modo geral.
Produtos fitossanitarios seletivos aos entomopatigyesdo hecessarios,
principalmente em culturas nas quais o0 uso dessehitps € indispensavel,
diminuindo o impacto sobre os predadores, parasitpatégenos responsaveis
pelo controle biolégico natural (ALVES et al., 1998

A utilizacdo de agentes de controle bioldégico cagendes quimicos
pode resultar em um largo espectro de combinagdes.isso, entender a
interacdo dos componentes de um programa de matejoado de pragas pode
ajudar a prevenir falhas no controle ou, mesmo eatian sua eficacia.

NEP sdo aplicados em conjunto com outros produtossénitarios e
bioldgicos, fertilizantes e corretivos de solo,demais comum e econdmica a
mistura dos nematoides com estes produtos em tanaae aplicacdo
(KRISHNAYA; GREWAL, 2002).

Koppenhofer e Kaya (1998) avaliaram a combinacaoetmicotinoide
imidaclopride, utilizado no controle deiclocephala pasadenagasey, 1915)
(Coleoptera: Scarabaeidae) €. hirta (LeConte, 1861) (Coleoptera:

Scarabaeidae), com JI d& bacteriophoraPoinar, 1975. Para os autores, 0
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inseticida foi considerado compativel com o nend&oitanto em casa de
vegetacdo quanto em laboratério, indicando queteragdo sinérgica pode
favorecer aplicacbes abaixo das taxas recomenddelasampo, levando a
menores gastos econdmicos e a reducdo no potelwiaseticida em afetar
insetos benéficos. Além disso, o uso de agentesfumgionais (imidaclopride,
nematoides e a bactéria simbionte) poderia dimirairpossibilidade de
desenvolver resisténcia, devido a independéncidodass de agdo de diferentes
agentes de controle.

Em trabalhos semelhantes, Koppenhofer et al. (2@@Jiaram o
sinergismo des. glaseriGlaser, 1932 &l. bacteriophoracom imidaclopride no
controle deC. pasadenae P. japonica(Coleoptera: Scarabaeidae) e observaram
alta mortalidade dos insetos na combinagcdo dostemete controle, com
possibilidade de redugéo no uso do produto fitagsamem campo.

Koppenhofer, Grewal e Kaya (2000) demonstraramagpigncipal fator
responsavel pela interacdo sinérgica entre os egjenirge de uma disfuncdo
generalizada do sistema nervosievido a acdo do inseticida em receptores
colinérgicos nas membranas pés-sinapticas do infmstilitando o ataque e a
infeccao do Jl ao hospedeiro.

A combinac¢éo de NEP com imidaclopride, inseticidandaixo impacto
ambiental e baixa toxicidade aos vertebrados, pufdeecer uma eficiente
alternativa a sua aplicacdo em larga escala (ELB&Ril., 1991).

Na literatura brasileira s@o encontrados trabalhaisordando
combinacdes de NEP com produtos fitossanitariodakn Moino Juanior e
Santa-Cecilia (2004), por exemplo, mostraram queho@ive efeito prejudicial
sobre a viabilidade das espéckes carpocapsaé&Veiser, 1955S. glaseri S.
arenarium(Artyukhovskii, 1967) eéH. bacteriophoraquando em contato com o
produto imidaclopride. Em relacdo a infectividaaes, mesmos nematoides
causaram 100%, 80%, 80% e 80% de mortalidade eartdésgda espécie
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Galleria mellonella(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), respaatente,
apos dois dias de incubacao com imidaclopride.

No caso de Leite et al. (2006), houve a utilizagdmjunta de
nematoides com produtos fitossanitarios em sub@osagA combinacdo de
Steinernemasp. (1x16 Jl/ha) + tiametoxam 250WG (250 g p.c. (produto
comercial/ha)) em adultos déphenophorus levivaurie, 1978 (Coleoptera:
Curculionidae) (bicudo-da-cana-de-agtcar) mostrottatidade acima de 70%.

Negrisoli Junior, Barbosa e Moino Junior (2008) destraram que a
infectividade deS. carpocapsaéoi alta em lagartas d&. mellonella quando
expostas a maior concentracdo recomendada pelicaater de imidaclopride
nas formulacdes comerciais Confidor e Premier.

Tavares et al. (2009) mostraram, em testes de diitidade, queH.
indica Poinar, Karunakar & David, 199&teinernemasp. com imidaclopride
(Confidof® 700WG), na dose de 1000 g p.c., apresentaranlidide acima de
90% apobs exposicdo aos produtos, corroborando gpatthiidade desses
agentes com o inseticida.

Recentemente, Negrisoli Junior, Garcia e Negri@fil0) avaliaram a
compatibilidade deH. indica S. carpocapsae S. glaseriem 18 inseticidas
registrados para controle & frugiperdaem cultura do milho. A maioria dos
produtos ndo alterou a infectividade de Jl @mmellonella 48 horas apos a

imersdo em formulacdes de inseticidas em labooat6ri
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo de isolados de nematoides entomopatoigés

Isolados de NEP foram obtidos do banco de entoragpabs do
Laboratério de Patologia de Insetos da Universidatieral de Lavras (UFLA),
em Lavras, MG e do Instituto Biol6gico, em CampjraB (Tabela 1). Os NEP
foram mantidos em suspensdo aquosa em frascos ltgacde tecidos
armazenados em incubadora do tipo BOD, a 16°C.

A multiplicacéo foi feita pelo métodim vivo adaptado de Woodring e
Kaya (1988), utilizando-se lagartas do ultimo instie Galleria mellonella

Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae), provegide criacdes estabelecidas.

Tabela 1 Isolados de NEP utilizados nos experinsento

Isolados Local de origem
Steinernema brazilensBCB n-06 Porto Murtinho, MT, Brasil
Steinernema carpocapsad! Carolina do Norte, USA
Steinernemap. CB n-27 Mogi-Guacu, SP, Brasil

Heterorhabditis amazonend®SC 05 Benjamin Constant, AM, Brasil
Heterorhabditissp. (JPM 4) Lavras, MG, Brasil
Heterorhabditis bacteriophorblP88 New Jersey, USA

3.2Criacéo deGalleriamellonella

Uma criacdo dé&s. mellonellafoi mantida durante todo o periodo do
experimento para fornecer lagartas de Ultimo instano hospedeiro para a
multiplicacdo dos isolados de NEP.
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Esta consistia na manutencédo de adultos em fragcogro contendo,
em seu interior papel tipo “colorset” de cor predabrado em sanfona para
postura. O papel com ovos foi retirado e transtepidra potes plasticos forrados
com uma folha de papel e dieta artificial (TabélaA lagartas permaneceram
nestas condicdes até a fase adulta, quando foemmsféridas para frascos de

vidros, para acasalamento e postura.

Tabela 2 Composicao da dieta artificial p@ramellonella

Ingredientes Quantidade

Farelo de trigo 200 g

Farinha de trigo 200 g

Gérmen de trigo 200 g

Leite em p6 desnatado 400 g
Levedura de cerveja 120 g

Glicerina 130 g

Mel 240 g

Agua destilada 20 mL (caso necessario)

Fonte: Adaptado de Woodring e Kaya (1988)

A criacdo foi mantida em sala climatizada, a 254298 70+10%, e a
manutencdo era realizada em dias alternados, fazenda limpeza dos

recipientes, a coleta de posturas e a reposicdetia
3.3 Multiplicac@o e manutencdo de nematoides entompatogénicos
Em uma placa de Petri (9 cm de diametro) contemi® phpeis filtro

foram transferidas 10 lagartas @& mellonellade 5° instar e inoculadas,

aproximadamente, 20 Jl/lagarta (aproximadamentd 2lensuspenséao). Estas
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placas foram mantidas em camara incubadora do BP® (25+1°C, UR

70+£10%, 12 horas de fotofase) e, apos 48 horadagestas mortas foram
transferidas para camara seca (MOLINA; LOPEZ, 20(@laca de Petri de
mesmo diametro contendo papel filtro), na qual p@eceram durante cinco
dias, em condi¢cGes semelhantes as citadas antenterpara multiplicacdo dos
NEP.

Apoés este periodo, as lagartas foram transferidaa prmadilhas de
White modificadas (WHITE, 1927), a qual consistauuina placa de Petri (9 cm
de didmetro) contendo um pedaco de acrilico fixam@entro, sobre o qual foi
colocada uma folha de papel filtro, na qual forapasitadas as lagartas mortas
e adicionados 3 mL de agua destilada.

Utilizou-se uma proveta de 1.000 mL contendo 800 dd agua
destilada para o recolhimento dos nematoides, softel foi vertida a agua da
armadilha de White, lavando-se as lagartas até letanp volume da proveta.
Essa suspensédo foi mantida durante 24 horas paemtdedo e lavagem dos
nematoides. Apés este periodo, o sobrenadantestadado e a suspensédo de
nematoides transferida para frascos de Erlenmeyaraapacidade de 250 mL,
adicionando-se agua destilada até completar o wlu@s frascos foram
mantidos aerados em camara BOD (16+1°C, UR 70xlf@86escuro), pelo
prazo maximo de uma semana, a fim de ndo perdereiabdidade desejada

(95%) até a montagem dos experimentos.

3.4 Criacao deSpodoptera frugiperda

A criacao foi iniciada com lagartas de primeiroténgrovenientes da
criagdo do Departamento de Entomologia da UFLA ecealas em copos
plasticos com capacidade de 50 mL com tampas diEcaarontendo 5 g de

dieta artificial (Tabela 3).
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Devido ao canibalismo caracteristico da espéciématie permitir
manter as repetices independentes, as lagartas farantidas em potes
individuais, a partir do segundo instar. A mesniarfantida até a fase de pupa
em camara incubadora climatizada (BOD) regulada+2Z, umidade relativa
de 70+10% e fotoperiodo de 12 horas.

As pupas foram colocadas em gaiolas de oviposigiasfde tubo de
PVC com 25 cm de altura e 20 cm de diametro, cparede interior forrada com
papel sulfite, tendo o formato de um cilindro abemn ambas as extremidades. A
extremidade superior foi coberta com tecido tipib e a parte inferior apoiada em
um prato plastico com 25 cm de didmetro, forrado papel de filtro, onde foram
colocadas as pupas. As posturas (conjunto de &wash coletadas e transferidas

para novos copos plasticos, dando continuidadéko c

Tabela 3 Composicéo da dieta artificial pardrugiperda

Ingredientes Quantidade
Feijao 2000,00 g
Levedo de cerveja 608,40 g
Gérmen de trigo 950,40 g
Acido ascérbico 61,20 g
Metil para-hidroxibenzoato de sédio 37,809
Acido sérbico 19,80 g
Agar 250,00 g
Formol 40% 49,80 mL
Solucéo inibidora 49,80 mL
Agua 16000,00 mL

! Quantidade suficiente para criacdo de 3.600 lagjarta

2 Preparada com: &cido propidnico (418,00 mL), adumkférico (42,00 mL) e &gua
(540,00 mL)

Fonte: Cruz (2009)
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3.5 Patogenicidade e viruléncia de isolados de neto@es
entomopatogénicos &. frugiperda

A patogenicidade e a viruléncia de isolados de NiRiplicados em
larvas deG. mellonella apds, no maximo, dois dias de emergéncia ddsram
avaliadas em copos plasticos (50 mL) com tampasdkco.

O bioensaio conduzido em delineamento inteiramergsualizado
apresentou a combinacdo de 6 isolados de NEP enoo @oncentracfes
distintas, 0 (testemunha), 70, 150, 300, 600 JIDgmL de agua destilada por
inseto, aplicadas topicamente com auxilio de unpeetpi Cada combinacao
representa um tratamento que consistiu de 42 thddg deS. frugiperda
dispostos em sete repeticées com seis individuosepeticao.

Considerou-se um isolado patogénico a lagart&s deigiperdaaqueles
gue mataram no minimo um individuo dentro das coagdies, sendo, portanto,
a patogenicidade uma variavel categoérica. Por datio, a viruléncia foi tratada
como variavel continua e comparada em diferentesertracées para cada
isolado.

Lagartas deS. frugiperdade 10 dias de idade (entre 3° e 4° instares)
foram obtidas da criacdo estabelecida em labooatdrna lagarta foi colocada
no interior do copo plastico sobre um pedaco delgdpo (tamanho suficiente
para cobrir o fundo do copo) e com dieta artifigaficiente para o inseto se
alimentar durante o experimento. E importante s&lieque o experimento nio
foi conduzido com mais de um individuo por copositéd devido ao seu
comportamento canibal e a necessidade de repetigiEzendentes.

Durante cinco dias de exposicdo verificou-se diagiate a
sobrevivéncia das lagartas com registro de moaddidOs insetos mortos foram
retirados e armazenados em copos plasticos (50eniiondicdes semelhantes

a uma camara seca por cinco dias, tempo necegsadaoa multiplicacdo dos
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nematoides dentro do cadaver. Apds esse periodon fieitas dissecacdes com
auxilio de um bisturi e uma agulha histolégica,apeonfirmacéo do agente
causal.

A mortalidade das lagartas foi utilizada para obtgratogenicidade de
cada isolado bem como a viruléncia em diferentesamracdes. Uma andlise
de regressao polinomial foi realizada seguido ddismde variancia.

Os dados de mortalidade foram analisados em modéleares
generalizados (funcéo glm) com distribuicdo bindnabtendo Dls, por "logit”.
Os modelos foram comparados pelasd)lconsiderando tratamentos iguais
agueles que posuem intervalos de seguranca quebsep8em. A variavel
independente explicativa é concentracdo (NEP/ihset@ variavel dependente
resposta é mortalidade em que as curvas representaodelo de cada isolado.
As analises foram realizadas pelo programa edtatiet (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2010) a 5% de significancia.

3.6 Compatibilidade de isolados de NEP com produtiitossanitario

Para determinar a compatibilidade dos trés melhasetados do
experimento anterior (isolados que apresentaramadsres mortalidades d&
frugiperdd com o inseticida imidaclopride utilizado em viweiflorestal, foi
adotada a metodologia sugerida por Negrisoli JumBarbosa e Moino Junior
(2008), com modificacdes. Esta é considerada acstanais eficiente, pela
simplicidade de sua realizacdo, avaliacdo precibmixo custo total. Foram
selecionados os isolades amazonensiRSCO05,Heterorhabditissp. (JPM4) e
H. bacteriophora HP88, para o teste de compatibilidade com o poodut
imidaclopride. Um litro da formulagdo do produtonmrcial foi preparado,
proporcionalmente & concentracdo recomendada eninédstacdo (500g/100L

de agua).
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Os tratamentos foram testados em cinco repetif@iesados cada uma
por placas de Petri (9 cm de didmetro), com 20 mkalda do produto e 2.500
JI suspensos em 1 mL de agua destilada dos regmedtblados. A parte de
baixo foi fechada com filme PVC e tampada com #epde cima da placa, a fim
de se evitar a evaporacdo da mistura durante odoede armazenamento. Em
seguida, as placas foram acondicionadas em can@aa825°C+2°C, UR de
70+£10% e 12 horas de fotoperiodo. Como testemuhimal. da suspenséo do
isolado foi misturado a 20 mL de agua destilada.

Optou-se por utilizar placas de Petri de 9 cm dandiro devido a
grande area apresentada, evitando problemas detag@a e ndo expondo os Ji
a uma concentragdo acima do desejado no experimento

A viabilidade dos nematoides foi avaliada 48 haqads a exposi¢cdo aos
produtos. Para tanto, pequenas aliquotas foranadati da suspenséo e 100 Ji
de cada repeticdo foram observados em microscégliereescopico, para
determinar a mortalidade. Foram considerados moeqseles que néo
responderam a estimulos com estilete.

A infectividade dos nematoides foi testada no megmdodo que a
viabilidade. Os nematoides foram lavados em 200dmlgua destilada, por 30
segundos, para retirar o imidaclopride e utilizasspeneiras de 500 mash para
evitar perdas de Jl. Apés a lavagem, uma aliquetd,a mL(cerca de 100 JI)
foi pipetada em oito lagartas de frugiperdaindividualizadas em copos
plasticos (50 mL) com papel filtro e dieta artifici sendo um copo por
repeticao.

O bioensaio foi mantido em condi¢cbes semelhantsseaperimentos
anteriores. As lagartas mortas foram transferidaa popos plasticos (50 mL) e
mantidas em BOD por mais cinco dias, sendo subegetid dissecacdo para

confirmacéo do agente causal.
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Os dados de viabilidade de JlI e mortalidade de rtagaforam
submetidos a analise de varidncia. Foram verifeadapremissas da ANOVA
utilizando-se o teste Shapiro-Wilk como teste denadidade e teste de Levene
para homocedasticidade.

Para o célculo da eficiéncia de infectividade (Byve correcdo pela
formula: E% = (1-mt/mc) x 100, em que MT = mortalig do tratamento e mc
= mortalidade do controle, de acordo com Petersudld® (2004), baseado na
International Organisation for Biological and Intagd Control of Noxious
Animals and Plants (IOBC). Os valores de eficiériainseticida para cada
isolado foram classificados como: 1 — néo toxicB0%); 2 - levemente téxico
(30% a 79%); 3 - moderadamente toxico (80 a 99%) ®xico (>99%).
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entomopatogénicos &. frugiperda
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de netoides

Houve mortalidade em todos os isolados mostrande géo

patogénicos, porém detectou-se uma diferenca u@naia (Figura 1).
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Figura 1 Mortalidade (%) em relacdo a concentrggia cada isolado

Devido a auséncia de mortalidade nos tratamentasote (testemunha)

nao foi necessario comparar com a mortalidade woafla. A morte causada

por outro agente pode ser considerada baixa oientiic para ndo haver

diferencas estatisticas entre ambas as mortalidades

Os valores da DJy mostram queH. amazonensisRSC 05,

Heterorhabditissp. (JPM 4) é4. bacteriophoraHP88 foram os mais virulentos

as lagartas d8. frugiperdaem laboratério (Tabela 4j. amazonensiRSC 05

foi o isolado mais virulento, enquanto os outross Heterorhabditismostraram
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ser iguais devido a sobreposi¢éo do intervalo darseca.

Isolados Dlso (EP) NEP/inseto
Heterorhabditis amazonend®&SC 05 87.42 +20,45 a
Heterorhabditis bacteriophortlP88 297.38 £28.74 b

Heterorhabditissp. (JPM 4) 345.28+50.13 b
Steinernema brazilensBCB n-06 783.03+£105.72 ¢
Steinernemap. CB n-27 1075.96 + 304.26 d

Steinernema carpocapsad

Tabela 4 Dig para cada isolado.

A partir dos resultados obtiddd, amazonensiRSC 05 é o isolado mais
adequado a ser utilizado em trabalhos futuros tieagfo de NEP em mudas de
eucalipto em viveiros florestais para controle Sl&ugiperda devido a alta
viruléncia e a menor concentracdo de nematoideieat@na o controle menos
dispendioso.

Além disso, os isolados do génetleterorhabditissédo mais virulentos
que osSteinernemgpara as condi¢cdes do experimento. Apesar dosds®la
Steinernemaerem patogénicos, sdo de baixa viruléncia emtigde 10 dias
deS. frugiperda

Por outro lado, Garcia, Raetano e Leite (2008)veldim altas taxas de
mortalidade deS. frugiperdacom doses relativamente baixasSlebrazilense
sugerindo que algum fato possa ter contribuido pargrande diferencas de
mortalidade obtidas. Novos estudos devem ser agllizprocurando conhecer a
causa (ou causas) que levaram a essas diferengagjbuindo para a
padronizacdo de produtos a base de NEP.

Tol e Raupp (2005) constataram que algumas espéei@ssetos sdo

mais suscetiveis aos heterorhabditideos do que siemernematideos,
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corroborando os resultados deste trabalho. Alésogdidiferencas na viruléncia
de NEP podem ser atribuidas a especificidade, dologia, a origem e a
variabilidade genética dos isolados, bem como ar&otia do hospedeiro
(STUART et al., 2006).

De forma semelhante, Alves et al. (2009) verifioargue isolados de
NEP pertencentes ao génerwterorhabditisforam mais virulentos do que
isolados de Steinernema com mortalidade maxima de 100% e 34%,
respectivamente, a concentracdo de 100 Jl/insetapntrole deDysmicoccus
texensigTinsley, 1900) (Hemiptera: Pseudococcidae).

Quanto a morfologia do nematoide, Adams e Nguye@0Zp
demonstraram que a maioria dos heterorhabditidensdamanho menor que o
dos steinernematideos, o que pode corroborar comiar sucesso dos isolados
de Heterorhabditisspp. em relacéo a&einernemapp.

Segundo Andal6, Nguyen e Moino Junior (2006), jivénfectantes de
H. amazonensifiRSC 05 tém comprimento corporal de 589 (567-6112)
enquantds. brazilenséBCB n-06 tém 1157 (1023-1284in (NGUYEN et al.,
2010). Isolados de&l. amazonensjgroveniente de solos amazb6nicos, mostram
ter quase a metade do tamanho Slobrazilensgoriundo do cerrado mato-
grossense.

Esses dados auxiliam a explicacdo da diferencafeetividade entre os
isolados dos génerdseterorhabditise SteinernemaO menor tamanho do JI
facilita sua penetracdo, além de permitir um mai®sso de Jl no hospedeiro.
Como foram utilizadas lagartas de 10 dias, pertd@psea instares iniciais, as
aberturas do corpo (anus, abertura bucal, traqusi&s proporcionalmente
menores, dificultando a penetracdo dos Jl maiaresstlados dSteinernema

Portanto, baseado no tamanho dos Jl, os resultsits trabalho ndo
descartam a possibilidade de os isolados do géB&imernema que nao

mataram ou mataram poucas lagartas, serem patogémimais virulentos em



39

outras condi¢cBes. A possivel barreira fisica impqetlas lagartas de instares
iniciais, com aberturas menores ou, até mesmo, diffmildade inerente de
penetracdo dos Jt&nernemaé superada em instares mais avancados em que as
aberturas maiores sejam suficientes para a peaéetrdgs JI, tornando os
isoladosSteinernemanais virulentos. Por isso, € necessdria a redlizde mais
experimentos, verificando a taxa de viruléncia dodados em diferentes
instares de desenvolvimento larval®ldrugiperda

Um dado que corrobora a possibilidade de isol&tesernemaserem
patogénicos foi que, apesar da baixa mortalidasippacos Jl que penetraram e
mataram as lagartas conseguiram se multiplicarramdg nimero, superior aos
isolados deHeterorhabditis(observacdo pessoal), sugerindo que o interior da
lagarta € um meio adequado a proliferacdo da ladiéerada pelo Jl e a
multiplicacdo de JI.

O fato de algumas lagartas mortas por Hiterorhabditis ndo
apresentarem nematoides apods dissecadas ndo desasimente a
possibilidade delas terem sido mortas pelo mesmaugencia de mortalidade
nos tratamentos controle permite inferir que a enaole lagartas causada por
outro agente causal é baixa ou inexistente. Porténpossivel que a laga$a
frugiperda ndo seja um hospedeiro adequado a multiplicacadl de género
Heterorhabditisapesar da alta infectividade.

As curvas de mortalidade & frugiperdados diferentes tratamentos de
Heterorhabditis sdo apresentados nas Figuras 2, 3 e 4. Devidoixa ba
mortalidade apresentada pelos tratamentos do g&teirernemaoptou-se por
representar graficamente apenas as curvas dodaselaterorhabditis
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Figura 2 Curvas de mortalidade & frugiperdasubmetida ao isoladél.
amazonensiRSCO05, em diferentes concentracdes, durante diaso

As concentracdes 150, 300 e 600 NEP/inseto forgmesentadas em
apenas uma curva de mortalidade (-0,0?-Bapl895>%-0,0437x-0,0295) para
simplificar o modelo, pois apresentaram sJ liguais. A curva apresentou
TLs=2,12, enquanto que a curva de mortalidade da otmag@o 70 NEP/inseto
(-0,0287%+0,2081%-0,1987+0,0009) foi 2,82. Na literatura cientifidaa
informacfes de que NEP tém como caracteristicapaccdade de matar os
hospedeiros em até 48 horas (FFRENCH-CONSTANT; BOWE®99), porém,
as curvas indicam o inicio da morte a partir dh@ds. Como foi feita apenas
uma avaliacdo diaria, no primeiro dia ndo se detestortalidade, iniciando-se
a partir do segundo dia. Provavelmente, o iniciondate ocorreu préximo da
segunda avaliagdo, fato que poderia ser confirn@ao uma avaliacdo no

tempo de 36 horas.
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A curva das concentracdes 150, 300 e 600 NEP/irdetizoladoH.
amazonensifRSC05 demonstraram uma mortalidade mais rapidatemsa,
guando comparada a curva das concentracao 70.

A rapida penetracdo no corpo do hospedeiro, suterpor septicemia e
uma elevada viruléncia em baixas concentracdesa@gteristicas importantes
demonstradas pelo isoladél. amazonensisRSCO05, principalmente na
concentracdo de 150 NEP/inseto para a sele¢éo sloaneomo possivel agente

de controle d&. frugiperdaem viveiros florestais.
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Figura 3 Curvas de mortalidade & frugiperdasubmetida ao isoladél.
bacteriophoraHP88, em diferentes concentracdes, durante ciiaso d

As equacbes das curvas das concentracdes 70, 05@&3®00
NEP/inseto sdo 0,03%0,04x-0,01, -0,1%0,17x-0,05 e -0,0%%0,32x-0,10,
respectivamente. Eb das concentracées 150-300 e 600 NEP/inseto foram 5

e 2,24 dias, respectivamente. Nao se represenfbuspna concentracdo 70
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NEP/inseto por ter extrapolado o nimero de diabidensaio. As curvas de
mortalidade dos isolados d¢. bacteriophoraHP88 mostraram mortalidade
concentrada no periodo de 1 a 3 dias, exceto rtoob®n com pouca queda apés
esse periodo (Figura 3). A diferenca de mortalidedge os tratamentos foi
maior comparada com a dos tratamentos do isdthdamazonensiRSCO05.
Houve diferenca em mortalidade em todos os trattyaecom nematoides,
exceto entre a concentragdo 150 e 300 NEP/inseto..

Nesse caso, para se obter uma mortalidade senelhantbservado no
isolado anterior, seriam necessarias grandes dades de NEP/inseto,
podendo demandar um custo maior, pensando em wdagdo em larga escala
para ser aplicado em viveiro florestal.

As curvas de sobrevivéncia do isoladteterorhabditis sp. JPM4
(Figura 4) mostram o periodo de mortalidade daartag entre o segundo e o
quinto dia de avaliacdo. As curvas indicam demanairéciar a mortalidade,
além de mostrarem maior tempo de mortalidade. Nease, o crescimento
das lagartas durante os cinco dias ou a idade dmanpossa ter sido um fator

desfavoravel a infectividade desse isolado.
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Figura 4 Curvas de mortalidade d& frugiperda submetida ao isolado
Heterorhabditis sp. JPM4, em diferentes concentracdes, durante
cinco dias

As equacdes das curvas das concentragdes 70, 1300600
NEP/inseto do isoladbleterorhabditissp. JPM4 s&o 0,02%0,06x-0,02, 0,03%
0,05x+0,01 e -0,0%0,04x-0,01, respectivamente. shldas concentracbes 150e
300-600 NEP/inseto foram 5,02 e 4,30 dias, resgmuinte. Nao se
representou 0 Tds na concentracéo 70 NEP/inseto por ter extrapaagi@mero
de dias do bioensaio.

Segundo Boff et al. (2000), a duracdo do ciclo dePNo hospedeiro
depende de vérios fatores, como a espécie do ihsspedeiro, o tamanho do
JI, a temperatura do ambiente e a quantidade gleeJbenetra no inseto, sendo,
portanto, alguns indicativos do maior intervalo sawrtes desse isolado e sua

menor viruléncia.
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A partir disso, o isoladdieterorhabditissp. JPM4 nao apresenta as
melhores caracteristicas para ser trabalhado eestesn viveiros florestais,

pois, além de apresentar baixa mortalidade, é alads lento em sua acéo.

4.2 Compatibilidade de isolados de NEP com produtiitossanitario

A viabilidade dos isoladosl. amazonensi®SC 05,H. bacteriophora
HP88 eHeterorhabditissp. (JPM 4) imediatamente antes da montagem dos
experimentos foi de 99,43% (M)+0,38% (DP), 95,84%¥% e
83,43%=1,10%, respectivamente.

Foi realizada uma comparacao estatistica entreotedios, mas a analise
principal € a comparagdo dentro do mesmo isoladdficando-se apenas o
efeito do produto fitossanitario na viabilidade dbs

A analise de variancia mostrou que pelo menos atartrento analisado
difere estatisticamente dos outrossF131,05; p=2,2%. O teste de
normalidade Shapiro-Wilk e o teste de homoceddstitd Levene foram
favoraveis a aplicacdo da analise de variancia: 9250 p=0,061; F=1,42,
p=0,25, respectivamente.

N&o houve diferenca na viabilidade dos JI entreaiamentos com 0s
isoladosH. amazonensi®SC 05 eH. bacteriophoraHP88, apés dois dias de
exposicao ao produto imidaclopride e testemunhmdbh@de sem exposicdo ao
produto). Entretanto, houve diferenca na viabil&laguando comparada a da
testemunha e do tratamento imidaclopride do isol&terorhabditis sp.
(JPM4) (Tabela 5).

O protocolo IOBC sugere classificagdo 1 (ndo —txjara inseticidas
gue resultem em uma Eficiéncia de Mortalidade (Babeo de 30% em
avaliacdes de infectividade, ndo havendo aplicalgisa escala para a variavel

viabilidade. Porém, apesar de verificada difereegtatistica no teste de
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viabilidade do isoladdHeterorhabditissp. (JPM4), a diferenca foi inferior a
30%, comparada a do tratamento controle, o queitigantlassifica-lo como
produto nao-téxico, se fosse levada em conta a medassificacdo utilizada
para a infectividade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Andaléinddunior e
Santa-Cecilia (2004), em que nao houve efeito giepl sobre a viabilidade do

nematoideS. arenariumguando em contato com o produto imidaclopride.

Tabela 5 Porcentagem de viabilidade (M+DP) apds d@s de exposicao ao
produto fitossanitario dos NBffeterorhabditis

Tratamento Viabilidade (%)
H. amazonensis H. bacteriophora Heterorhabditissp.
RSC 05 HP88 (JPM 4)
Testemunha  98,23+0,20 a 93,16+0,54 a 78,46+3,15
imidaclopride 97,33+0,77 a 91,70+2,39 a 68,3444

Médias seguidas por letras distintas nas colurfasedn entre si.

A infectividade dos nematoides testados em lagaea?® a 4° instar de
S. frugiperdanéo foi afetada pela exposicdo dos JI ao prodtdsshnitario
imidaclopride (Tabela 6). A partir do teste de StwjVilk, aceitou-se a
hipotese de normalidade dos dados de infectivi@ated,96; p=0,27) e do teste
de Levene aceitou-se a homogeneidade dos dadoS83{F36:0,90), permitindo

a realizacao do teste de analise de variangigHF,41; p=0,26).
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Tabela 6 Porcentagem de infectividade { EP(M)) dos NEPHeterorhabditis
apos dois dias em contato com imidaclopride a tagade S.
frugiperdade dez dias.

Mortalidade
Tratamentos

Total (%) E% C°
H. bacteriophoraHP88 + imidaclopride 80,00+18,96 a <1,00 1
H. bacteriophoraHP88 72,50+18,54 a -
H. amazonensiRSC 05 65,00+20,54 a -
Heterorhabditissp. (JPM 4) + imidaclopride 62,50+26,52 a <1,00 1
Heterorhabditissp. (JPM 4) 62,00£12,50 a -
H. amazonensiRSC 05 + imidaclopride ~ 60,92+20,92 a 11,54 1

! Eficiéncia de mortalidade calculada pela form&# = 100 — (1-mt/mc) x 100
2 Classificaco toxicoldgica do inseticida: 1- nagité (<30%)

Como os tratamentos s&o iguais estatisticamenteaapen modelo foi
criado para representar as curvas de sobrevivdRrijara 5). Baseado no
protocolo pela IOBC, o neonicotinoide imidaclopridecompativel com os
isolados deHeterorhabditis testados e pode ser utilizado em aplicacbes
sinérgicas.
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Figura 5Curvas de sobrevivéncia da mortalidadeésdé&ugiperdasubmetida aos
isolados deHeterorhabditisap6s dois dias de exposicdo ao produto
fitossanitario imidaclopride

O mesmo foi observado por Koppenhéfer et al. (2@08pppenhofer,
Grewal e Kaya (2000), os quais monstraram que &ic@gao entre nematoides
e inseticidas neonicotinoides ndo afeta a infatdide, a patogenicidade do
nematoide, a reproducdo no hospedeiro e nem diindacle e a patogenicidade
da progénie. Mesmo sob condi¢des extremas que ataigl® poderia encontrar
quando misturados em tanques com 0s inseticidass egriaveis resposta
avaliadas néo foram afetadas.

Além disso, a compatibilidade do inseticida imidacide com JI dé.
bacteriophrora foi avaliada por Koppenhofer e Kaya (1998), os igua
observaram a inviabilidade entre 0,7% e 3% de NBRsiderando o produto

compativel com aquela espécie de nematoide.
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Andalé, Moino Junior e Santa-Cecilia (2004) vedfam quesS.
arenariumcausou 80% de mortalidade em lagarta&dmellonella quando em
contato com o produto imidaclopride. Estes resolkamrroboram com os dados
obtidos no presente estudo, entretanto, considesausilizacdo da praga a®,
frugiperda como hospedeiro para os testes de infectividadeno uma
importancia pratica maior em relagdo aos objetifingis do estudo do que
utilizar G. mellonella o hospedeiro para multiplicacdo dos NEP.

Um dos motivos que justificam a compatibilidade traxfa nesses
trabalhos é que imidaclopride é um inseticida namitioide com toxicidade a
vertebrados relativamente baixa e baixo efeito tiamaa invertebrados
benéficodKUNKEL; HEALD; POTTER, 2001).

Negrisoli Junior et al. (2010) demonstraram a agéo de diversos
produtos registrados para a cultura do milho (n&tui imidaclopride) em dose
subletal com NEP para controle 8efrugiperdarepresentando a possibilidade
de utilizar esse sinergismo com as tecnologiasptieagdes atuais. Entretanto,
0s autores registraram baixa eficiéncia da mispa o controle da praga,
necessitando de mais estudos para determinar artoagio 6tima de produto e
NEP a ser utilizada em campo.

Os resultados deste trabalho demonstram que nawdessidade de
aplicar grandes quantidades de NEP para se obteesmitado satisfatério e
igual as maiores concentracBes na mortalidade algerths em laboratério.
Sugere-se que, em campo, o0s resultados possaransethantes ao observado
em laboratorio e o isoladéi. amazonensisRSCO05, considerado o mais
virulento, possa também ser utilizado em baixaseuinacdes.

Os resultados deste trabalho ganham maior expresséonsiderar que
0 isoladoH. amazonensiRSCO05 é um isolado nativo e pode ser produzido em
escala industrial para gerar um produto que paesemgnores barreiras no

processo de registro.
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Com base nos resultados apresentados nesse trabalpassivel a
associacdo do produto fitossanitario imidacloprid®m os isolados
Heterorhabditistestados. O isoladél. amazonensilRSCO05 apresentou-se o
mais aconselhavel a ser utilizado em viveiros fitas para controle ds.
frugiperda

Porém, € importante a continuidade de uma avaliagéieriosa em
viveiro florestal para a insercdo desses organismompativeis com
imidaclopride para verificar possiveis efeitos i@dié ou sinérgicos em

programas de manejo integrado de pragas para wldeS. frugiperda
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