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RESUMO

ROHDE, Cristhiane. Avaliacgdo de nematdides entomopatogénicos
(Rhabditida) para o controle da mosca-das-frutas Ceratitis capitata
(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae). Lavras: UFLA, 2007. 63 p. (Dissertac¢do

— Mestrado em Agronomia/Entomologia). *

A mosca-das-frutas ¢ considerada uma das principais pragas da
fruticultura mundial, acarretando perdas significativas para este setor. Este
inseto passa uma fase de sua vida no solo, sendo alvo em potencial para
nematoéides entomopatogénicos. Assim, este trabalho teve como objetivos
avaliar a eficiéncia de diferentes isolados de nematdides entomopatogénicos
contra larvas e pupas de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae), bem como
avaliar a influéncia da temperatura ¢ umidade do solo sobre a eficiéncia deste
entomopatogeno. Foi avaliada a patogenicidade de diferentes isolados de
Steinernema e Heterorhabditis sobre larvas e pupas de C. capitata. Cada
tratamento teve quatro repeti¢des, com 20 individuos cada, acondicionados em
placas de Petri, sobre a qual foi inoculado 1 mL de suspensdao com 200 Jl/inseto.
Os isolados mais virulentos para larvas foram selecionados e avaliados nas
concentragdes que variaram de 50 a 400JI/inseto. Foi avaliada, ainda, a
eficiéncia de S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSC01 quando aplicados de
forma isolada ou combinada, o efeito da aplicagdo do nematdide em diferentes
periodos de infestagdo do solo com larvas, além da influéncia da temperatura e
umidade do solo sobre a eficiéncia destes isolados. Estes bioensaios foram
realizados em potes plasticos contendo 100 g de solo e 10 larvas de C. capitata,
sendo aplicados 125J1/cm”. As avaliagdes foram realizadas apos cinco dias.
Verificou-se que todos os isolados foram patogénicos para larvas e pupas de C.
capitata, sendo que S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 causaram
mortalidade superior a 85% para a fase larval e Heterorhabditis sp. PI,
Heterorhabditis sp. JPM4, H. bacteriophora HPS8S, S. feltiae e S. glaseri foram
os mais eficientes para a fase de pupa, com a mortalidade variando entre 35 e
44%. A aplicacdo conjunta de S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCOI
aumentou a eficiéncia de Heterorhabditis sp. RSCO1. Independentemente do
intervalo de infestagdo do solo com larvas, S. carpocapsae ¢ Heterorhabditis sp.
RSCO1 foram eficientes contra C. capitata. A viruléncia dos nematodides
estudados foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura e foi baixa
em condi¢des de umidade do solo extremas.

* Orientador: Alcides Moino Junior - UFLA



ABSTRACT

ROHDE, Cristhiane. Evaluation of Entomopathogenic nematodes
(Rhabditida) for controling fruit flies Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae). Lavras: UFLA, 2007. 63 p. (Dissertion — Master in
Agronomy/Entomology). *

Fruit flies is considered one of the key pest in the world fruitculture
causing significant losses for this sector. This insect passes a phase of its life in
the soil, being the potential target for the entomopagenic nematodes. Therefore
this work aim get to evaluate the efficiency of different entomopatogenic
nematod isolates against larva and pupa of Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae), as well as to evaluate the influence of soil temperature and wetness
over the efficiency of this pathogen. It was evaluated the pathogenicity of
different isolates of Steinernema e Heterorhabditis over larva and pupas of C.
capitata. Each treatment had four replications, with 20 individuals each,
conditioned in Petri dishes, over which it was inoculated 1 mL suspension with
200 Jl/insect. The isolates more virulent for the larvae were selected and
evaluated in the concentrations which ranged from 50 to 400J1/insect. It was also
evaluated the efficiency of S. carpocapsae and Heterorhabditis sp. RSC01 when
isolate applicated in an isolate way or combined, the effect of the nematode
application in different periods of infestation of soil with larvae, besides the
influence of the soil temperature and wetness over the efficiency of those
isolates. These bioassays were made in plastic jars containing 100 g soil and 10
larvae of C. capitata, being applicated 125JI/cm’. The evaluations were done
after five days. It was verified that all the isolates were pathogenic for the larva
and pupas of C. capitata, hence that S. carpocapsae and Heterorhabditis sp.
RSCO1 caused mortality rate higher than 85% for the larva phase and
Heterorhabditis sp. PI, Heterorhabditis sp. JPM4, H. bacteriophora HP8S, S.
feltiae and S. glaseri were more efficient for the pupa phase, with mortality rate
ranging between 35 and 44%. The combined application of S. carpocapsae and
Heterorhabditis sp. RSCO1 increased the efficiency of Heterorhabditis sp.
RSCO1. Independently from the soil infestation interval with larvae, S.
carpocapsae and Heterorhabditis sp. RSCO1 were efficient against C. capitata.
The virulence of studied nematodes was directly proportional to the increase of
temperature and it was low in extreme soil condition of wetness.

* Advisor: Alcides Moino Junior - UFLA
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1 INTRODUCAO

O Brasil estd entre os trés maiores produtores mundiais de frutas, com
uma producdo que supera os 38 milhdes de toneladas/ano. Este setor ¢
responsavel por gerar 13% do valor da producdo agricola brasileira, além de
empregar diretamente seis milhdes de trabalhadores, correspondendo a 27% do
total da mao-de-obra agricola gerada no pais (Ibraf, 2007).

No entanto, estes dados poderiam ser otimizados com o aumento da
exportagdo de frutas in natura, a qual é muito inferior em relagdo a capacidade
de produgdo deste setor. Uma das principais causas deste indice reduzido de
exportagdo ¢ a presenca de pragas, com destaque para a mosca-das-frutas
(Diptera: Tephritidae).

A mosca-das-frutas acarreta perdas significativas a fruticultura mundial
devido aos danos que ocorrem em conseqiiéncia da oviposicao realizada pelas
fémeas nos frutos, e também por serem consideradas pragas quarentenarias, o
que acarreta limitagdo do livre transito de frutas frescas pelas restrigdes impostas
por medidas quarentenarias dos paises importadores (White & Elson-Harris,
1992a; Bueno, 2000; Malavasi, 2000).

Dentre os géneros de maior importdncia agricola destacam-se
Anastrepha Schiner, Bactrocera Macquart, Ceratitis MacLeay, Ragholetis
Loew, Dacus Fabricius e Toxotrypana Gerstaecker (Korneyev, 1999). No Brasil,
somente 0s quatro primeiros géneros apresentam importancia econdmica, tendo
destaque Anastrepha e Ceratitis (Zucchi, 2000).

O género Ceratitis é composto por aproximadamente 65 espécies, que
ocorrem principalmente na Africa tropical. Do ponto de vista agricola destaca-se
a espécie Ceratitis capitata (Wiedemann) (mosca-do-mediterraneo), a qual ¢é

reconhecida como uma das mais sérias pragas da fruticultura em escala mundial



por estar distribuida em todas as regides biogeograficas do mundo, além da sua
diversidade de hospedeiros, da natureza do dano causado e da sua grande
adaptalidade (Zucchi, 2000).

Segundo Nascimento & Carvalho (2000), o controle quimico é o método
mais utilizado para o combate das moscas-das-frutas, porém esta forma de
controle, tanto em pulverizagdo em cobertura quanto em isca toxica, contribui de
forma acentuada para o desequilibrio do agroecossistema, atingindo os inimigos
naturais e outros organismos ndo alvos. Além disso, este método deixa residuos
toxicos nos frutos, prejudicando a comercializagdo ¢ o consumo do fruto in
natura.

O controle microbiano pode ser uma alternativa viavel, visto que os
agentes entomopatogénicos destacam-se pela especificidade ao hospedeiro,
seletividade aos insetos benéficos, inocuidade a animais endotérmicos, ndo
poluem o meio ambiente, além de apresentarem formas de resisténcia que
aumentam sua persisténcia no campo (Alves, 1998).

Carvalho et al. (2000) consideram a utilizagdo de entomopatdogenos
promissora no controle de moscas-das-frutas, apesar dos poucos trabalhos
encontrados na area. Os autores ressaltam, ainda, que dentre estes trabalhos
predominam aqueles realizados com fungos e nematoéides entomopatogénicos.

Grewal et al. (2001) também consideram promissora a utilizagdo de
nematoides entomopatogénicos pertencentes aos géneros Steinernema e
Heterorhabditis (Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) no controle
de moscas-das-frutas, ja que estas passam uma fase de sua vida no solo,
permitindo a acdo deste entomopatdgeno. Assim, os objetivos foram:

e Avaliar a patogenicidade e a viruléncia de isolados nativos e exdticos de
nematodides entomopatogénicos sobre larvas ¢ pupas de C. capitata em

condigdes de laboratorio;



Avaliar a viruléncia de Steinernema e Heterorhabditis aplicados de forma
isolada e combinada sobre larvas de C. capitata;

Avaliar a viruléncia de Steinernema e Heterorhabditis aplicados em
diferentes periodos de infestagdo do solo com larvas de C. capitata;
Avaliar a influéncia da temperatura ¢ umidade na viruléncia de nematdides

entomopatogénicos sobre larvas de C. capitata.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da fruticultura no Brasil

Atualmente o Brasil é considerado um dos trés maiores produtores
mundiais de frutas, com uma producdo que supera o valor de 38 milhdes de
toneladas/ano, destacando-se na producdo de laranja, coco, mamao e banana
(Ibraf, 2007).

O setor da fruticultura tem grande representatividade na economia
brasileira, sendo que o valor bruto da producdo de frutas rendeu, em 2003, cerca
de 12,3 bilhoes de reais, o que corresponde a 13% do valor da produgio agricola
brasileira. Além disso, este setor é responsavel por gerar, em média, seis milhoes
de empregos diretos, ou seja, 27% do total da mao-de-obra agricola ocupada no
pais (Ibraf, 2007).

Grande parte da producdo de frutas no Brasil ¢ destinada ao consumo
interno, j4 que o pais encontra-se em 10° lugar no consumo per capita de frutas
(57 Kg/ano) (Ibraf, 2007).

Apesar de a fruticultura brasileira ser considerada uma das maiores do
mundo, no que se refere a produgdo de frutas frescas e areas cultivadas,
apresenta, no entanto, uma produgao destinada a exportagdo muito reduzida.

Segundo Souza-Filho (2002), o indice reduzido de exportagdo de frutas
brasileiras se deve, principalmente, ao baixo nivel tecnoldgico aplicado no
cultivo das frutiferas, tendo reflexo direto na qualidade dos frutos produzidos,
com destaque para a presenca de pragas, doencgas e plantas invasoras.

Dentre as pragas que ocorrem nas frutiferas, as espécies pertencentes a
familia Tephritidae sdo relatadas como principais, causando prejuizos para o

setor mundial de fruticultura.



2.2 Familia Tephritidae
2.2.1. Aspectos gerais

A familia Tephritidae (Diptera) pertence a superfamilia Tephritoidea e
encontra-se subdividida em seis subfamilias: Tachiniscinae, Blepharoneurinae (5
géneros), Phytalmiinae (6 géneros), Trypetinae (235 géneros, incluindo
Anastrepha, Rhagoletis e Toxotrypana), Dacinae (39 géneros, incluindo
Ceratitis, Bactrocera e¢ Dacus) e Tephritinae (211 géneros). Esta familia
compreende os insetos conhecidos comumente por mosca-das-frutas, sendo
descritas aproximadamente 4000 espécies agrupadas em 500 géneros (White &
Elson-Harris, 1992¢; Korneyev, 1999).

As espécies de tefritideos podem ser divididas em dois grandes grupos
com base em suas caracteristicas fisiologicas e ecologicas, sendo que, no
primeiro grupo, incluem-se as espécies univoltinas, ou seja, aquelas que
apresentam uma unica geragdo anual, com diapausa de inverno e de ocorréncia
em regides de clima temperado. Em oposicdo, o segundo grupo abrange as
espécies multivoltinas, que sdo aquelas que apresentam mais de uma geracio por
ano, sem diapausa de inverno e de ocorréncia tropical ou subtropical (Bateman,
1972).

Os representantes desta familia apresentam, ainda, grande diversidade
morfologica e comportamental, incluindo os diferentes habitos alimentares,
tendo individuos fitofagos, saprofagos e zoofagos, sendo que os primeiros sdo
predominantes e muitos sdo considerados pragas de frutiferas, com destaque
para os géneros Anastrepha, Ceratitis, Bactrocera, Dacus, Toxotrypana e
Ragholetis (Korneyev, 1999).

Ainda com relacdo as espécies que apresentam habito alimentar fitofago,
estas podem ser especialistas, ou seja, utilizam somente uma espécie de planta

hospedeira em uma dada localidade, ou generalistas, utilizando varias familias



diferentes de plantas hospedeiras. Outras espécies podem, ainda, apresentar
diferentes graus de especializagdo entre estes dois extremos (Selivon, 2000).

A distribuicdo geografica das moscas-das-frutas estd intimamente
relacionada com a distribuicdo do seu hospedeiro, sendo mais provavel que as
espécies generalistas apresentem maior distribuicdo geografica em relacdo as
especialistas (Selivon, 2000).

A familia Tephritidae encontra-se distribuida em todo o mundo, exceto
na Antarctica. Com relagdo aos gé€neros de importancia econdmica tem-se a
seguinte distribuigdo: Anastrepha: América do Sul, América Central, Caribe e,
na América do Norte, apenas no México, no sul do Texas ¢ no centro-sul da
Florida; Toxotrypana: Américas do Norte, Central e do Sul; Ceratitis: Africa, sul
da Europa, Oriente Médio, Caribe, Australia, Ilhas do Pacifico, Américas do
Norte, Central ¢ do Sul; Rhagoletis: Europa, Américas do Norte, Central ¢ do
Sul; Bactrocera: Asia tropical e temperada, Africa tropical, Australia, Ilhas do
Pécifico, sul da Europa e norte da América do Sul; e Dacus: Africa tropical,
Australia, Oriente Médio e Ilhas do Oceano Indico (Malavasi et al., 2000).

No Brasil, as espécies de moscas-das-frutas de importancia econdmica
pertencem aos géneros Anastrepha, Ceratitis, Bactrocera e Rhagoletis. Os dois
primeiros géneros destacam-se dos demais por apresentarem ocorréncia

generalizada no pais, além da diversidade de plantas hospedeiras (Zucchi, 2000).

2.2.2 Importéncia econémica

A mosca-das-frutas ¢ considerada uma das principais pragas da
fruticultura mundial, acarretando perdas significativas para este setor devido aos
danos diretos e indiretos que ocasiona.

Os danos diretos ocorrem devido a oviposicao realizada pelas fémeas no
fruto em amadurecimento. Em diversas espécies de frutas, tais como ameixa,

péra, maga e citros, a epiderme fica marcada no local da oviposi¢do e, com o



desenvolvimento fisiolégico do fruto, forma-se uma concavidade ou
deformagdo, depreciando o mesmo. Em outras frutiferas, como a manga,
observa-se, no local da oviposi¢do, material exudado de seiva. No entanto, em
algumas espécies de frutos, a infestacdo das larvas ndo é perceptivel, pois o
visual externo permanece inalterado, porém, quando as larvas saem dos frutos
para o solo, pode-se perceber o orificio de sua saida na epiderme e constata-se a
perda de sua consisténcia (Carvalho, 2005).

Além destes danos diretos causados no fruto infestado, o local de
oviposi¢@o pode servir como porta de entrada para microrganismos, causando a
contaminag¢do e apodrecimento do mesmo (Carvalho, 2005).

As larvas também causam danos nos frutos, visto que se alimentam da
sua polpa, causando, em geral, apodrecimento da area e queda precoce do fruto
(White & Elson-Harris, 1992a; Saldanha & Silva, 1999).

Os danos diretos sdo responsaveis por causar reducao na produgdo, uma
vez que os frutos infestados caem precocemente da frutifera ou sdo invidveis
para comercializacdo; aumento no custo da produgdo, devido ao emprego de
medidas de controle; menor valor da producdo, ja que os frutos de baixa
qualidade tém menor valor comercial; ¢ menor tempo de prateleira, pois frutos
infestados pela mosca apodrecem mais rapidamente.

As perdas indiretas decorrem do fato da mosca-das-frutas ser
considerada praga quarentenaria, o que ocasiona prejuizos ao setor devido a
imposi¢do dos paises importadores de barreiras fitossanitaria e a exigéncia de
que a area de origem dos frutos seja livre de mosca-das-frutas (White & Elson-
Harris, 1992a; Bueno, 2000; Malavasi, 2000).

Além dos danos diretos e indiretos causados pelas moscas-das-frutas, a
grande disseminacdo, a facil adaptabilidade ao ambiente ¢ o grande numero de
plantas hospedeiras representam obstaculos para o Brasil em relacdo a producao

e a livre comercializacdo de frutas frescas (Malavasi, 2000).



Este fato pode ser comprovado com o baixo rendimento obtido com a
exportacdo de frutas frescas em 2005, que foi de aproximadamente 400 milhdes
de dolares, quando comparado ao rendimento de exportagdo de frutas
processadas, que somente até o més de julho de 2005 ultrapassou a casa dos 660
milhdes de dolares (Ibraf, 2007).

Segundo a FAO (Organizacdo das Na¢des Unidas para a Alimentagdo e
a Agricultura), as moscas-das-frutas sdo responsaveis por causar um prejuizo de
aproximadamente 1,7 bilhdes de ddlares por ano no mundo, sendo que 10%
deste prejuizo encontra-se concentrado no Brasil (Ibraf, 2005).

Dentre todas as espécies pertencentes a familia Tephritidae, C. capitata
¢ considerada a mais cosmopolita e invasora, com ocorréncia em todas as
regides biogeograficas, sendo, conseqiientemente, a espécie que mais causa
danos a fruticultura em todo o mundo (Zucchi, 2001).

Nascimento & Carvalho (2000) ressaltam que C. capitata ¢ a espécie de
mosca-das-frutas que ataca o maior nimero de hospedeiros comerciais e utiliza
mais de 200 outros hospedeiros alternativos.

Segundo Zucchi (2001), esta espécie encontra-se disseminada em 16
estados brasileiros, podendo ter ocorréncia nos demais estados, porém sem

registro.

2.2.3 Ceratitis capitata
2.2.3.1 Aspectos morfolégicos

Os ovos de C. capitata apresentam formato alongado e ligeiramente
curvo, com 1 mm de comprimento, apresentando coloragdo que varia entre o
branco e o amarelo, com uma das extremidades levemente escurecidas.

A larva é do tipo vermiforme, com o corpo liso dividido em onze

segmentos de igual comprimento, apresentando uma coloragdo que varia de



branco a branco amarelado. A larva completamente desenvolvida mede cerca de
8 mm de comprimento (White & Elson-Harris, 1992b).

A pupa ¢ do tipo coarctada, recoberta por uma estrutura rigida e de cor
marrom escura, denominada pupario. A pupa propriamente apresenta uma
coloracdo que varia de branco até amarelo, com formato indefinido (Salles,
1995).

O adulto apresenta um comprimento que varia entre 4 ¢ 5 mm por 10 a
12 mm de envergadura, apresentando coloragdo predominantemente amarela. O
torax ¢ preto na face superior, com desenhos simétricos brancos. As asas sdo
transparentes, com listras amarelas. O abdome ¢é amarelo, com duas listras
transversais acinzentadas. A distingdo do sexo do adulto ¢ facilitada, ja que a
fémea possui o ovipositor saliente no final do abdome, o qual termina em um
alongamento pontiagudo, enquanto, no macho, o abdome termina em forma

arredondada (White & Elson-Harris, 1992b; Salles, 1995).

2.2.3.1 Ciclo de vida

A fémea madura sexualmente e acasalada, ao localizar o hospedeiro,
introduz seu ovipositor através da epiderme do fruto e oviposita em uma camara,
onde coloca um niimero varidvel de ovos de acordo com a planta hospedeira,
sendo que, em péssego, sdo colocados, em média, 10,5 ovos por postura, em
café, 5,8 e em maca, 5,3 (Souza et al., 1983; Zucchi, 2001). O numero de ovos
depositados por fémea ao longo de sua vida reprodutiva varia de 300 a 1000
(Zucchi, 2001).

No interior do fruto a larva passa por trés instares. Ao eclodir, alimenta-
se continuamente da polpa do fruto até atingir seu Gltimo instar, periodo este em
que abandona o fruto e penetra no solo para transformar-se em pupa.

Os adultos copulam sobre as plantas hospedeiras com frutos em

amadurecimento. Apds a copula, a fémea permanece por um periodo que varia



entre 13 e 19 dias (periodo de pré-oviposi¢cdo) em processo de maturagdo dos
ovos, alimentando-se de proteinas e carboidratos para produzir descendentes
férteis. Passado este periodo, a fémea procura frutos em amadurecimento para
realizar a oviposi¢do (Zucchi, 2001). Embora as fémeas, apds a oviposi¢ao,
marquem o fruto com feromonio, varias fémeas podem ovipositar no mesmo
fruto (Prokopy et al., 1978).

O ciclo ovo-adulto de C. capitata a 25°C apresenta duragdo média de 30
dias, sendo a duragdo média do periodo embrionario de dois dias; da fase larval,
de 11 dias; e da fase de pupa, de 17 dias. A longevidade dos adultos em
condi¢des de laboratério tem duracdo média de um ano, no entanto, na natureza

este periodo reduz para trés meses (Zucchi, 2001).

2.3 Formas de controle da mosca-das-frutas

O controle da mosca-das-frutas, até o final da década de 80, baseava-se
quase exclusivamente no controle quimico. No entanto, devido a utilizagdo
indiscriminada de produtos quimicos, surgiram problemas tais como a
ressurgéncia de pragas, insetos resistentes, contaminagdo do meio ambiente e
residuos no produto final de comercializagdo, sentindo-se a necessidade de
utilizar outras praticas de controle para o combate da praga.

Atualmente, o controle da mosca-das-frutas pode ser realizado através
de métodos culturais, técnica do inseto estéril, controle legislativo, quimico e
biolégico. O controle biologico pode ser realizado por meio de predadores,

parasitoides e entomopatogenos.
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2.3.1 Controle microbiano

A utilizacdo de agentes entomopatogénicos no controle de insetos-praga
merece destaque pois, entre as vantagens apresentadas por estes
microrganismos, podem ser citadas a especificidade pelo hospedeiro, a
seletividade aos insetos benéficos, a inocuidade a animais endotérmicos € o fato
de ndo poluirem o meio ambiente, além de apresentarem formas de resisténcia
que aumentam a persisténcia no campo. Dentre os microrganismos patogénicos
aos insetos encontram-se bactérias, virus, fungos, nematodides, protozoarios,
rickétsias e mollicutes (Alves, 1998).

Vale ressaltar, no entanto, que mesmo apresentando inumeras
vantagens, o controle microbiano ndo pode ser utilizado de forma isolada,
devendo fazer parte de um conjunto de medidas que, atuando em harmonia entre
si e com o meio ambiente, seja capaz de reduzir a populacao de insetos-praga a
niveis que ndo causem danos econdmicos (Alves, 1998).

Em relacdo a mosca-das-frutas, o controle microbiano ainda ndo possui
aplicagdo pratica, estando restrito a fase de pesquisa. Segundo Carvalho et al.
(2000), poucos trabalhos sdao encontrados sobre essa linha de pesquisa, sendo os
mais comuns referentes ao controle de mosca-das-frutas utilizando fungos
(Garcia et al., 1984; Carneiro & Salles, 1994; Carswell et al., 1998; Castillo et
al., 2000; Lezana-Gutiérrez et al., 2000; Ekesi et al., 2002; Rosa et al., 2002;
Ekesi et al., 2003, Dimbi et al.,, 2004 Ekesi et al., 2005) e nematodides
entomopatogénicos. Os autores consideram que estes agentes sao promissores no
controle da referida praga, ressaltando, ainda, a necessidade de mais estudos.

Em relacdo aos demais entomopatdgenos, sdo encontradas citagdes
referentes ao controle da mosca-das-frutas por virus e bactérias, porém sem
perspectiva de aplicacdo pratica (Manousis et al.1981; Fitt & O’Brien, 1985;
Howard et al.; 1985; Kuzina et al., 2001).
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2.3.1.1 Nemat6ides entomopatogénicos
2.3.1.1.1 Importéancia

Nematoides entomopatogénicos pertencentes as familias
Heterorhabditidae e Steinernematidae sdo considerados excelentes agentes de
controle bioldgico, demonstrando maior potencialidade em insetos-praga de solo
e de ambientes cripticos.

Georgis & Hom (1992) ressaltam que cerca de 90% dos insetos-praga
passam pelo menos uma fase do seu ciclo de vida no solo, sendo alvo em
potencial para os nematdides entomopatogénicos.

Estudos em laboratério e campo demonstraram que estes
entomopatogenos possuem um amplo espectro de hospedeiros, sendo que
aproximadamente 17 ordens e 135 familias de insetos, nos diferentes estagios de
desenvolvimento, sdo suscetiveis aos nematdides entomopatogénicos (Akhurst
& Smith, 2002).

Estes entomopatdgenos sdo ainda seletivos a um grande numero de
insetos ndo visados por serem restritos as pragas de solo, apresentam inocuidade
ao meio ambiente e aos demais seres vivos, sendo um Otimo recurso a ser
utilizado como componente do Manejo Integrado de Pragas (Georgis et al.,
2006; Shapiro-lIlan et al., 2006).

Grewal et al. (2001) ressaltam que o desenvolvimento de produtos a
base de nematoides ganhou importancia nos ultimos anos em fun¢do de sua
seletividade, seguranca, facilidade de registro e utilizagdo de equipamentos
convencionais para aplicacdo, além da possibilidade de producdo em larga
escala.

Na América latina, especialmente no Brasil, Georgis & Hom (1992)
destacam o potencial dos nematdides entomopatogénicos pertencentes aos

géneros Steinernema e Heterorhabditis para o controle de diversas pragas
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agricolas relacionadas a diversas culturas, tais como citros, milho, cana-de-
acucar e café.

Segundo Grewal et al. (2001), nematodides entomopatogénicos tém sido
muito utilizados no controle de pragas na América do Norte, Europa, Asia e
Australia, e apresentam grande potencial para serem utilizados na América do
Sul, especialmente no Brasil, devido a grande producdo de frutas e legumes,

além da necessidade de métodos de controle de pragas mais seguros e eficientes.

2.3.1.1.2 Aspectos bioldgicos

Nematoides pertencentes a familia Steinernematidae apresentam uma
associacdo simbidtica com bactérias do género Xenorhabdus, enquanto os
representantes da familia Heterorhabditidae tém uma associagdo simbidtica com
bactérias do género Photorhabdus (Boemare, 2002). O conjunto desta
associagdo representa um sistema Unico de controle biologico de insetos. Nesta
relagdo, os nematoides contribuem oferecendo protegdo a bactéria fora do corpo
do inseto e atuando como transportadores dela do cadaver de um inseto para a
hemocele de um novo hospedeiro. A bactéria, por sua vez, torna os nutrientes do
hospedeiro disponiveis para os nematoides (Ferraz, 1998).

Essas bactérias produzem antibioticos que impedem o crescimento de
outras bactérias e produzem pigmentos que ddao aos cadaveres dos insetos
coloracdo do tegumento caracteristica. Na associacdo Steinernematidae -
Xenorhabdus, cadaveres infectados adquirem coloragdo que varia do bronzeado
até pardo escuro. Na associagdo Heterorhabditidae - Photorhabdus, os cadaveres
apresentam coloragdo avermelhada ou alaranjada (Boemare, 2002).

O ciclo de vida dos nematodides entomopatogénicos pertencentes a
familia Steinernematidae apresenta trés fases de desenvolvimento: ovo, juvenil e

adulto (fémeas e machos). A fase juvenil é composta por quatro estadios (J1, J2,
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J3 ou JI, J4), sendo o JI (juvenil infectante) o estadio infectante (Adams &
Nguyen, 2002).

Inicialmente, os JIs penetram no corpo do inseto pelas aberturas naturais
(boca, anus e espiraculos) e, em seguida, passam a hemocele, onde liberam a
bactérias por regurgitacdo. Estas se multiplicam rapidamente e, apds curto
periodo de vida, causam septicemia fatal ao hospedeiro. Subseqiientemente, os
JIs se alimentam dos tecidos decompostos pela bactéria e passam para o ultimo
estadio juvenil (J4), formando, em seguida, adultos da primeira geragdo (machos
e fémeas). Os nematodides podem permanecer duas ou trés geragdes dentro do
hospedeiro (ciclo longo) ou, quando o hospedeiro ndo oferece alimento
suficiente, os JIs produzidos na primeira geracdo emergem do cadaver,
completando o ciclo de vida curto. Os JIs, ao emergirem do cadaver, ja carregam
certa quantidade de bactéria no intestino, € permanecem no solo até a
localizacdo e infec¢@o de novos insetos hospedeiros, reiniciando o ciclo (Ferraz,
1998; Adams & Nguyen, 2002).

O ciclo de vida dos nematoides pertencentes a familia Heterorhabditidae
¢ semelhante ao ciclo anteriormente explicado, porém com a diferenca de que os
heterorhabditideos podem penetrar pelas aberturas naturais (boca, anus e
espiraculos) e pela cuticula, através do rompimento desta. Outra diferenca é o
fato de que na primeira geracdo desenvolvem-se somente fémeas hermafroditas
que produzem os demais estadios (ovos, J1, J2, J3 ou JI, J4). A partir da segunda
geracdo no hospedeiro ocorre a formacdo de machos e fémeas (Adams &

Nguyen, 2002).

2.3.1.1.3 Fatores abitticos que afetam a eficiéncia dos nematdides
entomopatogénicos
Muitos fatores abidticos podem afetar a ocorréncia, a persisténcia, a

mobilidade, a infectividade, o tempo de morte do hospedeiro, o desenvolvimento
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e a reproducdo dos nematoides entomopatogénicos, destacando-se, entre os
principais, o clima, a temperatura, a umidade, a radiagdo ultravioleta, a taxa de
oxigenacao, o tipo de solo e o pH do solo (Stuart et al., 2006).

Nesta revisdo sera abordada somente a influéncia da temperatura e da
umidade do solo sobre os nematdides entomopatogénicos.

Diferentes espécies e isolados de nematdides entomopatogé€nicos
apresentam requisitos térmicos distintos, podendo ter sua sobrevivéncia,
reproducdo, desenvolvimento e viruléncia afetados quando expostos a
temperatura extrema.

Nesse sentido, varios estudos em condigdes de laboratorio tentam
determinar a melhor faixa de temperatura para diferentes espécies e isolados de
nematodides entomopatogénicos.

Assim, Long et al. (2000), estudando a influéncia da temperatura sobre a
infectividade de H. megidis, S. feltiae e S. kraussei, verificaram que esta tltima
espécie de nematoide foi a mais tolerante a baixas temperaturas, apresentando
maior viruléncia.

Estudando o efeito da temperatura sobre cinco diferentes isolados de S.
feltiae, Hazir et al. (2001) verificaram que entre 8 ¢ 28°C ocorreu 100% de
infecc¢do e a 30°C ndo houve infeccdo, concluindo que estes isolados apresentam
tolerancia a baixas temperaturas.

El-Sadawy (2001) observou a influéncia da temperatura na viruléncia de
cinco isolados de Heterorhabditis sp., verificando que a 25°C foram mais
eficientes que a 35°C.

Em um estudo semelhante, Yul et al. (2002) observaram que S.
carpocapsae foi patogénico nas temperaturas de 13, 18, 24, 30 e 35°C, sendo
que a 24°C apresentou maior viruléncia.

Ebssa et al. (2003), estudando o efeito da temperatura sobre a

infectividade de H. indica e S. bicornutum, verificaram que o primeiro
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nematoéide destacou-se em temperaturas altas, enquanto o segundo apresentou
melhor desempenho em temperaturas baixas.

Chen et al. (2003) estudaram a suscetibilidade de larvas de Delia
radicum Linnaeus (Diptera: Anthomyiidae) a varias espécies de nematdides
entomopatogénicos em diferentes temperaturas, observando que S. feltiae foi
mais eficiente a 10°C, S. carpocapsae, S. arenarium e H. megidis foram eficazes
entre 15 e 20°C, enquanto H. bacteriophora so causou mortalidade a 20°C.

A influéncia da temperatura na eficicia de nematoides
entomopatogénicos foi estudada entre 20 e 35°C. Foi observado que S. glaseri e
H. indica foram infectivos em todas as temperaturas estudadas, sendo 25°C a
temperatura 6tima para S. glaseri, enquanto, para H. indica, a temperatura 6tima
foi entre 30 e 35°C (Subramanian, 2004).

Hussaini et al. (2005) observaram que no intervalo de 25 a 32°C, S.
carpocapsae, S. abbasi, S. tami e H. indica causaram 100% de mortalidade. Os
autores verificaram, ainda, que na temperatura de 8°C ndo houve infeccdo e a
18°C houve baixo indice de mortalidade.

Varios estudos também demonstram o efeito da umidade sobre a
infectividade e viruléncia dos nematoides entomopatogénicos em condig¢des de
laboratorio (Koppenhofer et al., 1995; Fujiie et al., 1996; El-Sadawy, 2001;
Alekseev et al. 2006).

De acordo com Grant & Villani (2003b), nematdides
entomopatogénicos mantidos em solos com baixa taxa de umidade podem ter
sua mobilidade e infectividade inibidas e, quando mantidos em solos secos,
podem sofrer dessecagdo e morte. No entanto, muitos nematdides possuem
adaptagdes fisiologicas e comportamentais que permitem a redugdo do
metabolismo, entrando em estado de anidrobiose, induzido pelas condigdes
limitadas de umidade (Grewal, 2000). Este estado de anidrobiose pode ser

revertido por meio da reidratagdo do solo, recuperando a infectividade e a
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viruléncia do nemato6ide. Muitos estudos demonstram que apos a reidratacdo do
solo houve aumento da viruléncia dos nematoéides (Grant & Villani, 2003, a, b;
Ebssa et al., 2004).

Por outro lado, a manuten¢do de nematoides em solos com alta taxa de
umidade também afeta a eficiéncia dos JIs, pois o fato de todos os poros
estarem preenchidos com dgua reduz a concentracdo de oxigénio, além de
dificultar a localiza¢cdo do hospedeiro pelo nematoide (Gaugler, 1988).

Desta forma, tornam-se necessarios estudos que visem identificar a
melhor faixa de temperatura e¢ umidade para cada espécie e isolado de
nematodides entomopatogénicos, visando o controle de insetos-praga. Além
disso, trabalhos com manipulagdo genética e pressdo de selecdo para aumentar
a tolerancia dos nematodides entomopatogénicos a condigdes extremas sdo de

fundamental importancia para o sucesso destes agentes de controle bioldgico.

2.3.1.1.4 Possibilidades de controle da mosca-das-frutas com nematoides
entomopatogénicos

Carvalho et al. (2000) e Grewal et al. (2001) ressaltam que nematoides
entomopatogénicos pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo
promissores no controle de mosca-das-frutas, j4 que o comportamento deste
inseto de abandonar o fruto e penetrar no solo para desenvolvimento das pupas
permite a agdo do nematdide.

Neste sentido, Beavers & Calkins (1984) testaram, em condicdes de
laboratorio, a suscetibilidade dos diferentes estagios de desenvolvimento de
Anastrepha suspensa (Loew) a diversos isolados de nematoides pertencentes aos
géneros Steinernema e Heterorhabditis. Foi verificado que larvas e adultos
foram suscetiveis aos nematoides, atingindo um indice de mortalidade maxima
de 90,7% e 91,7%, respectivamente. No entanto, a fase de pupa ndo foi

suscetivel, apresentando mortalidade maxima de 1,1%.
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Lindegren & Vail (1986) avaliaram, em condi¢des de laboratdrio, a
suscetibilidade de larvas de C. capitata, Dacus cucurbitae (Coquillette) e D.
dorsalis Hendel a diferentes concentra¢des de S. feltiae, verificando que as trés
espécies de mosca-das-frutas foram suscetiveis ao entomopatégeno, sendo que,
na maior concentracdo, a mortalidade foi igual a 92, 86 e 85%, respectivamente.

A suscetibilidade de larvas de C. capitata, D. cucurbitae e D. dorsalis
também foi observada para S. carpocapsae em condigdes de laboratério, com
mortalidade média de 87,1%, e em condi¢des de campo, com mortalidade média
de 87,1% (Lindegren, 1990).

Lindegren et al. (1989) observaram, em condi¢cdes de campo, elevada
viruléncia de S. feltiae sobre larvas de C. capitata, apresentando CLs, igual a 38
Jem?,

Grande variabilidade nas taxas de mortalidade de larvas de C. capitata
foi verificada entre 12 isolados de Steinernema e Heterorhabditis, sendo que
somente dois isolados (S. riobrave e Heterorhabditis sp.) apresentaram
mortalidade superior a 80%, seis mataram mais que 30% e quatro isolados nao
atingiram mortalidade de 20% (Gazit et al., 2000).

Laborda et al. (2003) estudaram a suscetibilidade de larvas e pupas de C.
capitata ao produto Biorend C (mistura de Steinernema spp. e quitosan,
idebio/ABF, Espanha), verificando mortalidade larval superior a 90%, sem
efeito sobre a fase de pupa.

A patogenicidade de S. feltiae, S. carpocapsae, S. riobrave, H.
bacteriophora e H. marelatus sobre larvas de Rhagoletis indifferens Curran foi
verificada em condi¢des de laboratério. A mortalidade causada pelas diferentes
espécies de nematoides variou entre 15 ¢ 83,3%, indicando este grupo de
entomopatégenos como promissor no controle da mosca-das-frutas (Stark &

Lacey, 1999).
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Yee & Lacey (2003) também comprovaram a suscetibilidade de R.
indifferens a S. carpocapsae, S. feltiae e S. intermedium, sendo o estagio larval o
mais suscetivel, com a mortalidade variando entre 62 e 100%. Os maiores
indices de mortalidade foram causados por S. carpocapsae ¢ S. feltiae.

Maior eficiéncia de S. carpocapsae e S. feltiae também foi verificada em
um estudo de suscetibilidade de larvas e pupas de Rhagoletis cerasi Loew a
diferentes espécies e isolados de nematdides entomopatogénicos, com
mortalidade variando entre 54 e 70% (Koppler et al., 2003).

Attalla et al. (2002) avaliaram a patogenicidade de S. carpocapsae, S.
riobrave e H. bacteriophora sobre larvas no final do Gltimo instar e pupas de
Bactrocera zonata (Saunders), verificando varia¢do entre 28,72 e¢ 91,49% na
mortalidade de larvas e 16,67 ¢ 93,70% na mortalidade de pupas.

Toledo et al. (2005) avaliaram a eficiéncia de H. bacteriophora sobre
larvas de Anastrepha ludens (Loew), obtendo CLs, de aproximadamente 115
JI/cm? em laboratdrio. Em condigdes de campo foi verificada mortalidade igual
a 47 e 76% nas concentragdes de 115 e 345 JI/cm’, respectivamente.

Os trabalhos referidos anteriormente demonstraram a suscetibilidade da
mosca-das-frutas aos nematoides entomopatogénicos pertencentes aos géneros
Steinernema e Heterorhabditis, indicando o potencial deste grupo de
entomopatogeno para o controle da praga. No entanto, sdo necessarios mais
estudos referentes a selecdo de nematodides entomopatogénicos, enfatizando a
avaliacdo de isolados nativos, além de estudos referentes a estratégias de
aplicacdo em campo, visando o desenvolvimento de um controle mais eficiente
para mosca-das-frutas e menos prejudicial para o meio ambiente, o produtor e o

consumidor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criagéo de Ceratitis capitata

A criagdo e a manutengdo de C. capitata foram realizadas no
Laboratorio de Biologia do Departamento de Entomologia de Insetos da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, em condigdes controladas de
temperatura de 25 & 2°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12 horas.

Para o inicio da criacdo foram utilizadas pupas provenientes do
Laboratorio de Entomologia do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura Tropical da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecudria -
Embrapa.

Os adultos foram mantidos em gaiolas de criacdo com dimensdes de 48
cm de comprimento x 23 cm de largura superior x 14 cm de largura inferior x
23 cm de altura, com armagdo de arame (4 mm de didmetro). A gaiola foi
recoberta com tela plastica (1,5 mm de malha), exceto a parte anterior, que foi
revestida com tecido “voil”, na qual as moscas realizavam a postura. Estas
gaiolas foram colocadas sobre bandejas plasticas (48 cm x 25 cm X 6 cm),
mantidas com agua destilada para retencdo dos ovos (Figura 1A).

A manutengdo da criagdo foi realizada em dias alternados, colocando-se
dgua destilada e dieta liquida (solugdo de mel de abelha a 10%), ambas
fornecidas em chumacos de algoddo colocados sobre a tela do teto da gaiola,
além de uma dieta so6lida adaptada de Carvalho & Nascimento (2002) (Tabela
1), a qual era espalhada em uma folha de papel-toalha dobrada e colocada no

interior da gaiola (Figura 2A).
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TABELA 1 - Composigdo da dieta artificial fornecida para adultos de Ceratitis
capitata.

Componentes Quantidade
Acucar mascavo 45,0g
Acgucar comum 68,0g
Levedura de cerveja 9,0g
Sustagen 1,0g
Mel de abelha 15,0mL
Hidrolisado de proteina 45,0mL

Fonte - Carvalho & Nascimento, 2002.

A cada dois dias os ovos foram recolhidos com o auxilio de uma peneira
recoberta com tecido “voil” e transferidos para placas de Petri (15 cm de
didmetro) contendo dieta artificial adaptada de Silva (1990) (Tabela 2) para o

desenvolvimento das larvas de C. capitata (Figura 3A).

TABELA 2 - Composicdo da dieta artificial fornecida para larvas de Ceratitis
capitata.

Componentes Quantidade
Cenoura crua (ralada) 400,0g
Levedura de cerveja 80,0g
Metil Parahidroxibenzoato (Nipagin) 2,5¢
Tetraciclina (Tetrex 500) 1 capsula

Fonte - Silva & Salgado, 1990.
No final do 3° instar (em média oito dias) estas placas foram transferidas

para bandejas plasticas (48 cm x 25 cm x 6 cm) contendo uma camada de

vermiculita e cobertas com tecido “voil” (Figura 4A). Apos o periodo de
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desenvolvimento das pupas (aproximadamente 10 dias), esta vermiculita foi
peneirada para separacdo das mesmas, as quais foram transferidas para as

gaiolas de adultos.

3.2 Obtencao dos nematoides entomopatogénicos

Para a realizagdo dos bioensaios foram utilizados isolados nativos e
exdticos de nematdides entomopatogénicos armazenados no Banco de Patogenos
do Laboratério de Patologia de Insetos da Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

A multiplicagdo dos nematdides foi realizada através do método in vivo,
adaptado de Woodring & Kaya (1988), utilizando-se lagartas de tltimo instar de
Galleria mellonella Linnaeus, 1758, provenientes de uma cria¢do estabelecida

no mesmo laboratorio.

3.2.1 Criacéao de Galleria mellonella

Os adultos foram mantidos em frascos de vidro contendo, em seu
interior, papel liso sanfonado para postura. O papel contendo os ovos foi retirado
e transferido para potes plasticos forrados com uma folha de papel e dieta
artificial adaptada de Dolinski (2005, Comunicacdo Pessoal) (Tabela 3). As
lagartas foram mantidas nestes potes até atingirem a fase de pupa, as quais foram
transferidas para os frascos de vidros para emergirem os adultos.

A criacdo foi mantida em sala climatizada a 25 + 2°C, UR 70 £ 10%, e a
manutencdo foi realizada em dias alternados, fazendo-se a limpeza dos

recipientes, a coleta de posturas e a reposi¢do da dieta.
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TABELA 3 - Composigdo da dieta artificial fornecida para lagartas de Galleria
mellonella.

Ingredientes Quantidade
Farinha de trigo 200 g
Farelo de trigo 200 g
Leite em p6 desnatado 400 g
Levedura de cerveja 120 g
Gérmen de trigo 200 g
Mel 240 g
Glicerina 130 g
Agua destilada 20 mL

Fonte - Dolinski (2005, Comunicagao Pessoal).

3.2.2 Multiplicagéo e manutencao de nematdides entomopatogénicos

Em uma placa de Petri (9 cm de didmetro) contendo papel filtro duplo
foram transferidas 10 lagartas de G. mellonella, padronizadas no 5° instar, e
inoculados aproximadamente 20JIs/lagarta (aproximadamente 2 mL de
suspensao). Estas placas foram mantidas em camara climatizada (25 + 1°C, UR
70 £ 10%, 12 horas de fotofase) e, apds 48 horas, as lagartas mortas foram
transferidas para cdmara seca (Molina & Lopez, 2001) (placa de Petri de 9 cm
de didmetro, contendo papel filtro), na qual permaneceram durante cinco dias,
nas mesmas condi¢des citadas anteriormente, para desenvolvimento do
nematodide (Figura 5A).

Apoés este periodo, as lagartas foram transferidas para armadilha de
White modificada (White, 1927), a qual consiste de uma placa de Petri (9 cm de
diametro) contendo um pedago de material acrilico fixado no centro da placa,
sobre o qual foi colocada uma folha de papel filtro, onde foram depositadas as

lagartas mortas e adicionados 3 mL de agua destilada (Figura 6A).
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O recolhimento dos nematoides foi feito utilizando-se uma proveta de
1000 mL contendo 800 mL de &gua destilada, sobre a qual foi vertida a agua da
armadilha de White, lavando-se as lagartas até completar o volume da proveta.
Esta suspensdo foi mantida na proveta durante 24 horas para decantacdo e
lavagem dos nematoides; apos este periodo o sobrenadante foi descartado ¢ a
suspensdo de nematodides foi transferida para frascos de Erlenmeyer com
capacidade de 250mL, adicionando-se agua destilada até completar o volume.
Os frascos foram mantidos na aeragcdo em camara climatizada (16 = 1°C, UR 70
+ 10%, no escuro) por um prazo maximo de uma semana, até a montagem dos

experimentos.

3.4 Patogenicidade de isolados de Steinernema e Heterorhabditis sobre
larvas e pupas de C. capitata

Foi avaliada a patogenicidade de diferentes isolados nativos e exoticos
pertencentes aos géneros Heterorhabditis e Steinernema sobre larvas e pupas de
C. capitata (Tabela 4). No estudo da patogenicidade sobre larvas ndo foi
avaliado o isolado H. bacteriophora HP88 e, para pupas, ndo foi avaliado o
isolado H. bacteriophora, visto que, no periodo de realizacdo dos bioensaios,
nao foi possivel a multiplicagdo destes nematoides.

O bioensaio foi realizado segundo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, cada uma constituida de duas
placas de Petri contendo 10 individuos cada. As larvas utilizadas no bioensaio
foram padronizadas no final do 3° instar e as pupas com idade entre cinco e oito
dias. Os individuos foram transferidos para placas de Petri (5 cm de diametro)
contendo trés folhas de papel filtro (Figura 7A, 8A). Foi adicionado, com o
auxilio de uma pipeta, ImL de suspensdo de nematdides padronizada na
concentragdo de 200J1/inseto. No tratamento testemunha foi aplicado 1mL de

agua destilada.

24



TABELA 4 - Isolados nativos e exoticos de nematdides entomopatogénicos
(Rhabditida: Heterorhabditidae e Steinernematidae) utilizados nos bioensaios.

Isolado Local de origem
Heterorhabditis bacteriophora Desconhecido
Heterorhabditis bacteriophora HP88 New Jersey/USA
Heterorhabditis sp. JPM3 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM3.1 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM4 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. PI Teresina/Piaui/Brasil
Heterorhabditis sp. RSCO01 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC02 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC03 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis amazonensis RSC05 Benjamin Constant/AM/Brasil
Steinernema arenarium (= anomali) Voronezh/Russia
Steinernema carpocapsae All Carolina do Norte/USA
Steinernema feltiae Sn Flérida/USA
Steinernema glaseri NA Florida/USA
Steinernema riobrave 355 Texas/USA

O bioensaio foi mantido em cadmara climatizada (25 + 1°C, UR 70 %
10%, 12h de fotofase). A avaliagdo foi realizada apds cinco dias e a confirmacao
da mortalidade foi realizada através da observacdo da sintomatologia e da
dissecacdo dos cadaveres.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias,
comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando-se o

programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).
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3.5 Efeito de concentracdes de isolados de Steinernema e Heterorhabditis
sobre larvas de C. capitata

Os isolados que se apresentaram mais virulentos para larvas de C.
capitata foram selecionados para estudo da concentragdo e demais bioensaios.
Foram preparadas dilui¢gdes seriadas, padronizadas nas concentragdes de 0, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400JI/inseto. O bioensaio foi realizado
utilizando-se 0 mesmo delineamento e procedimento experimental adotados no
bioensaio de patogenicidade.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias,
estudadas através da regressdo polinomial (P < 0,05), utilizando-se o programa

estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

3.6 Efeito de Steinernema e Heterorhabditis aplicados de forma isolada ou
combinada sobre larvas de C. capitata

Foi avaliada a eficiéncia de um isolado de Steinernema e um isolado de
Heterorhabditis, previamente selecionados, aplicados de forma isolada ou
combinada sobre larvas de C. capitata, sendo os tratamentos: Steinernema;
Heterorhabditis; Steinernema + Heterorhabditis (ambos aplicados logo apos a
transferéncia das larvas); Steinernema (aplicado logo apods a transferéncia das
larvas) + Heterorhabditis (aplicado 12 horas apds a transferéncia das larvas); e
Steinernema (aplicado 12 horas apdés a transferéncia das larvas) +
Heterorhabditis (aplicado logo apés a transferéncia das larvas).

O bioensaio foi realizado segundo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés repeticdes, contendo 10 larvas cada. Larvas
padronizadas no final do terceiro instar foram transferidas para potes plasticos
(12 cm x 6 cm) contendo 100 g de solo (latossolo com umidade padronizada em
25%) (Figura 9A, 10A) e, em seguida, foram aplicados 3 mL de suspensao do

tratamento, padronizada na concentragio total de 125JI/cm’ (nos tratamentos em
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que os nematoides foram aplicados de forma combinada, aplicaram-se
62,5]1/cm’> de cada isolado), sendo que, no tratamento testemunha, foram
aplicados 3 mL de 4gua destilada.

Os potes plasticos foram tampados ¢ mantidos em cadmara climatizada
(25 £ 1°C, UR 70 £ 10%, 12h de fotofase). A avaliagdo foi realizada apds cinco
dias ¢ a confirmacdo da mortalidade foi realizada através da observagdo da
sintomatologia e da dissecagdo dos cadaveres.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias,
comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando-se o

programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

3.7 Efeito da aplicacdo do nematoide em diferentes periodos de infestacao
do solo com larvas de C. capitata

Para este bioensaio utilizou-se um isolado de Steinernema e um isolado
de Heterorhabditis, previamente selecionados. Foi avaliado o efeito entre o
intervalo de aplicagdo do nematdide e a infestagdo do solo com as larvas, sendo
os tratamentos: aplicagdo do nematoide e, em seguida, infestagdo do solo com as
larvas; aplicagdo do nematoide e, apos 24 horas, infestagdo do solo com as
larvas; infestacdo do solo com as larvas e, 24 horas apos, aplicagdo do
nematoide.

O Dbioensaio foi realizado seguindo o mesmo delineamento e
procedimento experimental do bioensaio anterior. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (teste F) e as médias, comparadas entre si pelo teste de
Scott-Knott (P < 0,05), utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira,

2000).
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3.8 Influéncia da temperatura na eficiéncia de Steinernema e
Heterorhabditis sobre larvas de C. capitata

Foi estudada a eficiéncia de um isolado de Steinernema e um isolado de
Heterorhabditis, previamente selecionados, sobre larvas de C. capitata em cinco
diferentes temperaturas, 19, 22, 25, 28 e 31°C. O bioensaio foi realizado
seguindo o mesmo procedimento experimental do bioensaio anterior.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com trés repeticdes, e os tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial 2
x 5 (dois nematodides e cinco temperaturas). Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (teste F) ¢ as médias, comparadas entre si pelo teste de
Scott-Knott ou estudadas através da regressao polinomial (P < 0,05), utilizando-

se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

3.9 Influéncia da umidade do solo na eficiéncia de Steinernema e
Heterorhabditis sobre larvas de C. capitata

Foi estudada a eficiéncia de um isolado de Steinernema e um isolado de
Heterorhabditis, previamente selecionados, sobre larvas de C. capitata em trés
diferentes umidades, 100, 75 ¢ 50% da capacidade campo do solo utilizado no
bioensaio (latossolo).

Inicialmente o solo utilizado no bioensaio foi colocado para secagem
durante sete dias, em casa-de-vegetagdo. Uma amostra deste solo foi enviada
para o Laboratério de Fisica do Solo do Departamento de Ciéncias do Solo da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, para a determinagdo da capacidade de
campo ¢ da umidade. Com base na capacidade de campo previamente
determinada foi adicionada agua destilada, ajustando-se a umidade do solo em
50, 75 e 100% da capacidade de campo.

O bioensaio foi realizado seguindo o mesmo procedimento experimental

do bioensaio anterior. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
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casualizado, com trés repeticdes, e os tratamentos foram dispostos em um
esquema fatorial 2 x 3 (dois nematodides e trés umidades). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias, comparadas entre si pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05), utilizando-se o programa estatistico Sisvar

(Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Patogenicidade de isolados de Steinernema e Heterorhabditis sobre

larvas e pupas de C. capitata

4.1.1 Larvas

Larvas de C. capitata foram suscetiveis a todos os isolados e espécies de
nematoides entomopatogénicos estudados, com mortalidade variando entre 32,5
e 87,5% (Tabela 5). Dentre os 14 isolados avaliados, apenas dois causaram
mortalidade inferior a 41%, 10 causaram um indice de mortalidade que variou
entre 46 ¢ 63% e dois causaram mortalidade superior a 86%, sendo eles S.
carpocapsae (Figura 11A, 15A) e Heterorhabditis sp. RSCO01 (Figura 12A).

A elevada eficiéncia de S. carpocapsae contra larvas de C. capitata pode
estar relacionada ao tamanho relativamente reduzido dos juvenis infectantes, que
varia entre 438 ¢ 650 um (Adams & Nguyen, 2002), o que facilita 0 modo de
penetracdo dos steinernematideos, que ocorre através das aberturas naturais do
hospedeiro (espiraculos, boca e anus).

Em relagdo ao isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 s3o necessarios,
ainda, estudos de identificagdo, ndo sendo possivel realizar comparagdes
referentes aos aspectos morfoldgicos e comportamentais deste nematoide.

No entanto, a especificidade de um entomopatdgeno ao hospedeiro ndo
pode ser explicada com base em apenas uma caracteristica, ja que um complexo
de fatores atua nesta relagdo. Assim, a especificidade estd diretamente ligada a
eficiéncia que o entomopatégeno apresenta para localizar, infectar, desenvolver
e se reproduzir sem que seja reconhecido pelo sistema imunolégico do

hospedeiro.
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Processos co-evolutivos podem determinar a especificidade de um
entomopatégeno com seu hospedeiro, proporcionando o desenvolvimento de
mecanismos de reconhecimento do hospedeiro através da percep¢do quimica ou
desenvolvimento de estruturas fisicas especificas que auxiliam no processo de

infecgdo (Tol et al., 2001).

TABELA 5 - Mortalidade confirmada (= EP) de larvas de Ceratitis capitata por

nematdides entomopatogénicos (Rhabditida: Heterorhabditidae e
Steinernematidae).

Espécies/ Isolados Mortalidade confirmada (%6)"
Testemunha 0,0 +£0,00 d
Heterorhabditis bacteriophora 63,.8+625 b
Heterorhabditis sp. PI 55,0+645 b
Heterorhabditis sp. JPM3 48,8+3,15 b
Heterorhabditis sp. JPM3.1 56,3+5,15 b
Heterorhabditis sp. JPM4 40,0+2,89 ¢
Heterorhabditis sp. RSCO1 87,5+4,33 a
Heterorhabditis sp. RSC02 58,8+7,74 b
Heterorhabditis sp. RSC03 46,3+8,00 b
Heterorhabditis amazonensis RSC05 53,8+6,25 b
Steinernema anomali 63,8+4,27 b
Steinernema carpocapsae 86,3+3,75a
Steinernema feltiae 51,3+7,18 b
Steinernema glaseri 613+591 b
Steinernema riobrave 32,5+4,33 ¢
CV =20,29%

'Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).

Verificou-se que a maioria das larvas de C. capitata expostas ao

nematdide morreu na fase de pupa. Este fato também foi observado por
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Lindegren & Vail (1986) estudando a suscetibilidade de larvas de C. capitata, D.
cucurbitae e D. dorsalis ao entomopatogeno, e por Stark & Lacey (1999) e Yee
& Lacey (2003) estudando a patogenicidade de nematodides sobre larvas de R.
indifferens.

Nao houve destaque entre os géneros estudados, visto que um isolado
pertencente ao género Heterorhabditis (RSCO01) e um isolado pertencente ao
género Steinernema (S. carpocapsae) foram os mais virulentos para larvas de C.
capitata. Além disso, os menores indices de mortalidade também foram
causados por um isolado pertencente ao género Heterorhabditis (JPM4) e um
isolado pertencente ao género Steinernema (S. riobrave). Também ndo houve
relagdo entre isolados nativos ou exoéticos e a eficiéncia do entomopatogeno, ja
que Heterorhabditis sp. RSC01 e Heterorhabditis sp. JPM4 sdo nativos,
enquanto S. carpocapsae ¢ S. riobrave sio exoticos.

Houve grande variabilidade na suscetibilidade de larvas de C. capitata
as diferentes espécies e isolados testados, reforgando a necessidade de estudos
de selecao.

Grande variabilidade nas taxas de mortalidade de larvas de C. capitata
também foi verificada por Gazit et al. (2000) estudando a patogenicidade de
diferentes isolados pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis.
Dentre os nematoides avaliados, S. riobrave foi um dos que apresentou maior
indice de mortalidade, superior a 80%. Este trabalho discorda dos resultados
aqui encontrados, visto que esta espécie foi uma das menos eficientes. Esta
divergéncia provavelmente estd relacionada a grande variabilidade genética
existente entre os isolados de uma mesma espécie de nematdide. Varios estudos
demonstraram variabilidade na morfologia (Poinar, 1992; Stock et al., 2000),
genética (Gaugler et al., 1989), fisiologia (Jagdale & Gordon, 1997; Fitters et al.,
1999), infectividade (Griffin & Downes, 1991) e adaptagdo climatica (Solomon

et al., 1999) de diferentes isolados pertencentes a uma mesma espécie.
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Estudos realizados por Lindegren (1990) apresentaram resultados
semelhantes aos aqui obtidos, com S. carpocapsae causando mortalidade
superior a 90% em condi¢des de laboratorio e acima de 85% em condigdes de
campo para larvas de C. capitata.

A suscetibilidade de larvas de C. capitata a S. feltiae também ja foi
observada por Lindegren & Vail (1986) em condi¢des de laboratério e por
Lindegren et al. (1989) em condig¢des de campo.

Larvas de C. capitata também ja tiveram sua suscetibilidade
comprovada ao produto a base de nematdide entomopatogénico Biorend C
(mistura de Steinernema spp. e quitosan, idebio/ABF, Espanha), o qual causou
um indice de mortalidade superior a 90% (Laborda et al., 2003).

Estudos em condi¢des de laboratorio e campo também demonstraram a
patogenicidade de diferentes isolados e espécies de Steinernema e
Heterorhabditis sobre larvas de Anastrepha suspensa (Beavers & Calkins,1984),
A. ludens (Toledo et al.; 2005, Toledo et al., 2006), Bactrocera zonata (Attalla et
al., 2002), Dacus curcubitae ¢ D. dorsalis (Lindegren, 1990), Rhagoletis
indifferens (Stark & Lacey, 1999; Yee & Lacey, 2003) e R.. cerasi (Koppler et
al., 2003).

4.1.2 Pupas

Houve grande variabilidade na mortalidade de pupas causada pelos
diferentes isolados e espécies de nematoides entomopatogénicos, variando entre
3,8 e 43,8% (Tabela 6). Dentre os 14 isolados avaliados, apenas trés causaram
mortalidade inferior a 7,5%, seis causaram um indice de mortalidade que variou

entre 13 e 21% e cinco causaram mortalidade superior a 35%.
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TABELA 6 - Mortalidade confirmada (= EP) de pupas de Ceratitis capitata por

nematoides entomopatogénicos (Rhabditida: Heterorhabditidae e
Steinernematidae).

Espécies/ Isolados Mortalidade confirmada (%)
Testemunha 0,0+0,00 ¢
Heterorhabditis bacteriophora HP88 35,0+ 6,12a
Heterorhabditis sp. PI 438+ 11,25a
Heterorhabditis sp. JPM3 75+595 ¢
Heterorhabditis sp. JPM3.1 13,8+7,18 b
Heterorhabditis sp. JPM4 413+774a
Heterorhabditis sp. RSC01 213+5,15 b
Heterorhabditis sp. RSC02 38+£239 ¢
Heterorhabditis sp. RSC03 7,5+433 ¢
Heterorhabditis amazonensis RSC05 13,8+5,54 b
Steinernema anomali 21,3+10,08 b
Steinernema carpocapsae 20,0+£6,45 b
Steinernema feltiae 41,2+9,66a
Steinernema glaseri 43.8+10,48 a
Steinernema riobrave 17,5+924 b

CV =48,82%

'Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).

Da mesma forma como verificado para larvas, ndo houve destaque entre
os géneros estudados sobre pupas de C. capitata, visto que os isolados que
causaram os maiores indices de mortalidade pertencem a Steinernema (S. feltiae
e S. glaseri) (Figura 13A, 16A) e a Heterorhabditis (H. bacteriophora HP88, PI
e JPM4) (Figura 14A). No entanto, os menores indices de mortalidade foram
causados apenas por isolados pertencentes ao género Heterorhabditis (JPM3,
RSCO02 e RSCO03).
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Dentre os isolados que se destacaram encontra-se um nativo
(Heterorhabditis sp. JPM4) e quatro exoticos (H. bacteriophora HPSS,
Heterorhabditis sp. PI, S. feltiae e S. glaseri), enquanto que entre os isolados
menos eficientes, todos sdo nativos (Heterorhabditis sp. JPM3, Heterorhabditis
sp. RSCO1 e Heterorhabditis sp. RSC03).

Attalla et al (2002) também observaram grande variabilidade na
mortalidade de pupas de B. zonata quando expostas a diferentes isolados de S.
carpocapsae, S. riobrave e H. bacteriophora, com o indice de mortalidade
variando entre 16,67 ¢ 93,70%, sendo a fase de pupa tdo suscetivel aos isolados
testados quanto a fase de larva, que apresentou mortalidade maxima de 91,49%.
Este fato ndo foi observado no presente trabalho, visto que a mortalidade
maxima obtida para a fase de pupa foi de 43,8%, enquanto, para a fase larval, foi
de 87,5%.

Trabalhos realizados com A. suspensa, R.. indifferens ¢ C. capitata
também demonstraram baixa suscetibilidade da fase de pupa a diferentes
isolados e espécies pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis
(Beavers & Calkins,1984; Laborda et al. 2003; Yee & Lacey, 2003)

Segundo Yee & Lacey (2003), os fatores que causam diferengas na
suscetibilidade dos diferentes estagios do inseto e a na eficiéncia dos diferentes
isolados e espécies de nematodide precisam ser determinados. Nesse sentido,
varias hipoteses tentam explicar estas diferencas.

Assim, a grande suscetibilidade de larvas aos nematdides
entomopatogénicos pode estar relacionada a grande locomocgao desta fase, com
maior liberagdo de CO,, composto quimico responsavel por atrair o nematdide
entomopatogénico. Além disso, as grandes aberturas naturais do corpo da larva,
no caso de Steinernema e Heterorhabditis, e o tegumento pouco esclerotizado
(quando comparado a fase de pupa), no caso de Heterorhabditis, facilitam a

infec¢do do inseto pelo nematdide.
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Ja a baixa suscetibilidade das pupas pode estar relacionada as aberturas
dos espiraculos, que podem ser muito pequenas para penetragdo do nematodide,
ou ainda como conseqiiéncia da pupa estar protegida pelo pupario, dificultando a
penetragdo do mesmo (Toledo et al., 2005).

A alta viruléncia de H. bacteriophora, S. glaseri e S. feltiae para pupas
de C. capitata pode estar relacionada a estratégia que estes entomopatdgenos
utilizam para encontrar o hospedeiro, visto que os dois primeiros sdo
estrategistas Cruiser e o Gltimo é um estrategista intermediario entre Cruiser e
Ambusher. Em relaggo aos isolados Heterorhabditis sp. PI e Heterorhabditis sp.
JPM4, ainda sdo necessarios estudos de identificacdo, ndo sendo possivel fazer
comparagdes referentes aos aspectos morfologicos e comportamentais.

Nesse sentido, Lewis et al. (2006) ressaltam que nematoides
estrategistas Cruiser (se locomovem em busca do hospedeiro) apresentam maior
probabilidade de encontrar hospedeiros que possuem habitos cripticos ou
sedentarios, enquanto estrategistas Ambusher (ficam a espreita do hospedeiro até
0 momento em que este se aproxima para realizar o ataque) sdo mais efetivos
para encontrar hospedeiros com alta mobilidade.

Provavelmente S. carpocapsae, que foi altamente virulento para larvas
de C. capitata, demonstrou-se pouco eficiente para a fase de pupa por ser um
estrategista Ambusher, dificultando o encontro entre a pupa (sedentaria) e o os
juvenis infectantes.

Devido a baixa suscetibilidade apresentada pela fase de pupa aos
nematdides entomopatogénicos, os demais experimentos foram conduzidos

somente com a fase larval.
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4.3 Estudo de concentracdo de isolados de nematdides entomopatogénicos
pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis sobre larvas de C.
capitata

Verificou-se que tanto S. carpocapsae como Heterorhabditis sp. RSC01
causaram mortalidade em larvas de C. capitata em todas as concentra¢des
aplicadas, exceto no tratamento controle. A mortalidade de larvas de C. capitata
causada por S. carpocapsae variou entre 57,5 ¢ 96,3%, e para Heterorhabditis
sp. RSCO1, entre 37,8 ¢ 67,5% (Figura 6).
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FIGURA 6 - Andlise de regressdo para mortalidade confirmada de larvas de
Ceratitis capitata submetidas a diferentes concentragdes de (A) Steinernema
carpocapsae e (B) Heterorhabditis sp. RSCO1.
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Para ambos os nematoides, observou-se que a mortalidade foi
diretamente proporcional ao aumento da concentra¢do até um ponto maximo, no
qual a mortalidade passou a decrescer com o aumento da concentragao.

Observando a curva de mortalidade de larvas de C. capitata causada por
S. carpocapsae, verifica-se um ponto maximo de mortalidade de 99,49% sob
uma concentragio de 274J1/inseto ou 137J1/cm?, enquanto, para Heterorhabditis
sp. RSCO1, o ponto maximo foi de 69,88%, sob uma concentracdo de
293]J1/inseto ou 147J1/cm?.

Segundo Gaugler et al. (1994), quando um hospedeiro ¢ infectado por
nematoéides entomopatogénicos é necessario um numero minimo de JI para
superar o sistema imunoldgico do hospedeiro e coloniza-lo, causando sua
mortalidade. No entanto, quando este numero de JI & extrapolado, ocorre
competicdo  intra-especifica, = comprometendo a  sobrevivéncia, o0
desenvolvimento e a reproducdo dos nematdides, reduzindo a viruléncia dos

mesmos (Selvan et al., 1993).

4.4 Efeito de Steinernema e Heterorhabditis aplicados de forma isolada ou
combinada sobre larvas de C. capitata

Verificou-se que S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 foram
eficientes no controle de larvas de C. capitata quando aplicados na superficie
do solo, de forma isolada ou combinada, com o indice de mortalidade variando
entre 26,7 e 74,5% (Tabela 7).

Quando aplicado de forma isolada, S. carpocapsae foi mais eficiente
que Heterorhabditis sp. RSCO1, com mortalidades de 74,5 e 41,3%,

respectivamente.
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TABELA 7 - Mortalidade confirmada (+ EP) de larvas de Ceratitis capitata
por Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 de forma isolada
ou combinada em diferentes periodos de aplicacdo dos nematdides em relagio
a liberacdo do inseto.

Tratamento Mortalidade confirmada (%6)*
Testemunha 0,0+ 0,00 d
S. carpocapsae 74,5+9,85a
RSCO1 413+532 b
S. carpocapsae (1h) + RSCO1 (1h) 66,7 +8.82 a
S. carpocapsae (1h) + RSCO1 (12h) 66,7+3,33a
S. carpocapsae (12h) + RSCO1 (1h) 26,7+882 ¢
CV=26,41%

"Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).

Quando aplicados de forma combinada, o tratamento em que ambos os
isolados foram aplicados na primeira hora ¢ o tratamento em que S.
carpocapsae foi aplicado na primeira hora ¢ Heterorhabditis sp. RSCO1, apds
12 horas, apresentaram a mesma eficiéncia, com 66,7% de mortalidade. Ja no
tratamento em que Heterorhabditis sp. RSCO1 foi aplicado na primeira hora e
S. carpocapsae, aplicado ap6s 12 horas, ocorreu o menor indice de mortalidade
(26,7%).

Comparando os efeitos da aplicagdo isolada de S. carpocapsae e da
aplicagdo combinada com Heterorhabditis sp. RSCO01, verificou-se que nio
houve aumento da viruléncia de S. carpocapsae, ocorrendo reducdo neste
parametro quando aplicado 12 horas apés a aplicagdo de Heterorhabditis sp.
RSCO1.

Provavelmente, quando S. carpocapsae foi inoculado ap6s 12 horas, as
larvas de C. capitata ja haviam passado para a fase de pupa, dificultando o
processo de infecgdo e, conseqlientemente, reduzindo a taxa de mortalidade

neste tratamento.
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Por outro lado, ao se comparar a eficiéncia de Heterorhabditis sp.
RSCO1 aplicado isoladamente com a aplicagdo de forma combinada com S.
carpocapsae, verificou-se um aumento na sua viruléncia quando aplicado
juntamente com S. carpocapsae na primeira hora ou quando aplicado 12 horas
apos a aplicacdo de S. carpocapsae.

Nos tratamentos em que os nematoides foram aplicados de forma
combinada, ndo foi possivel a identificacdo (através da sintomatologia) do
isolado que causou a mortalidade do inseto, pois todas as larvas e pupas
apresentaram coloragdo escura, sendo possivel somente a confirmagdo da
mortalidade por nematoide entomopatogénico.

Em um estudo semelhante, Alatorre-Rosas & Kaya (1991) observaram
o efeito de aplicacio de forma combinada de S. carpocapsae e H.
bacteriophora, verificando que S. carpocapsae infectou e se reproduziu com
mais sucesso que H. bacteriophora. No entanto, quando S. carpocapsae foi
aplicado de forma combinada com S. glaseri, teve a produgdo de JI reduzida
(Kondo, 1989).

Segundo Alatorre-Rosas & Kaya (1991), ao se aplicarem duas espécies
de nematdides de forma combinada pode ocorrer competigdo dentro do
hospedeiro, prejudicando o desenvolvimento de uma delas. Esta competigdo
pode ocorrer também entre as bactérias que vivem em simbiose com o0s
nematodides. Nesse sentido, Boemare (2002) ressalta que bactérias pertencentes
ao género Xenorhabdus sdo conhecidas por produzir bacteriocinas letais para o

género Photorhabdus.
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4.5 Efeito da aplicacdo do nematdide em diferentes intervalos de infestacéo
do solo com larvas de C. capitata

Foi observada elevada suscetibilidade de C. capitata a S. carpocapsae e
Heterorhabditis sp. RSCO1 nos diferentes intervalos de infestagdo do solo com
larvas e aplicacdo do nematoide, causando um indice de mortalidade que variou

entre 60 e 90% (Tabela 8).

TABELA 8 - Mortalidade confirmada (+ EP) de larvas de Ceratitis capitata por
Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 em diferentes periodos
de aplicacdo do nematdide em relacdo a liberagao do inseto.

Tratamento Mortalidade confirmada (%6)*
Testemunha 0,0+0,00 ¢
S. carpocapsae (1h) + Larva (1h) 80,0+ 5,77 a
S. carpocapsae (1h) + Larva (24h) 90,0 £5,77 a
S. carpocapsae (24h) + Larva (1h) 63,3+£333 b
RSCO1 (1h) + Larva (1h) 60,0+£577 b
RSCO1 (1h) + Larva (24h) 90,0+ 5,77 a
RSCO1 (24h) + Larva (1h) 73,3+3,33 b
CV =14,96%

"Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).

A maior eficiéncia de S. carpocapsae foi verificada nos tratamentos
inoculados com larvas no momento da infestacdo do solo e 24 horas antes da
infestagao do solo.

Esta elevada viruléncia pode estar relacionada ao comportamento de S.
carpocapsae de se movimentar verticalmente, mantendo-se na superficie do
solo (Yee & Lacey, 2003), o que facilitou a infec¢do das larvas quando o solo
foi infestado no momento ou apods 24 horas da aplicacdo do nematdide. Além

disso, neste periodo de exposi¢do, o nematdide pdde infectar C. capitata ainda
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na fase de larva, a qual é mais suscetivel ao entomopatogeno quando comparada
a fase de pupa.

Dados semelhantes ao do presente trabalho foram obtidos por Yee &
Lacey (2003) estudando a suscetibilidade de R.. indifferens a nematodides
entomopatogénicos, verificando elevada viruléncia de S. carpocapsae quando
inoculado junto com as larvas ou quando inoculado 48 horas antes da infestagdo
do solo com as larvas, com mortalidades iguais a 90 e 92%, respectivamente.

Por outro lado, o tratamento em que S. carpocapsae foi inoculado 24
horas apds a infestagcdo do solo com as larvas foi menos eficiente, pois
provavelmente as larvas ja haviam passado para a fase de pupa, tornando-se
menos suscetivel ao entomopatogeno.

Ja o isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 apresentou maior viruléncia
somente no tratamento em que foi inoculado 24 horas antes da infestagao do
solo com as larvas. Esta menor viruléncia do Heterorhabditis sp. RSCOI,
quando comparado a S. carpocapsae sobre larvas de C. capitata, deve estar
relacionada a aspectos morfologicos, fisiologicos, genéticos e comportamentais

do proéprio isolado, os quais ainda precisam ser estudados.

4.6 Influéncia da temperatura na eficiéncia de Steinernema e
Heterorhabditis sobre larvas de C. capitata

Verificou-se que S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 causaram
mortalidade em larvas de C. capitata em todas as temperaturas estudadas,
havendo influéncia deste fator sobre a eficiéncia dos nematodides. Houve relacao
diretamente proporcional entre a viruléncia do entomopatdgeno e o aumento da
temperatura, com mortalidades maximas de 86,7 e 80,0% para S. carpocapsae ¢
Heterorhabditis sp. RSCO1, respectivamente, a 31°C (Figura 7).

Nao houve diferencas entre os dois nematoides dentro de cada

temperatura, exceto a 25°C, em que S. carpocapsae foi mais eficiente que
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Heterorhabditis sp. RSCO1, com 80,0 e 43,3% de mortalidade, respectivamente
(Tabela 9).

Estes resultados demonstram que ambos os isolados apresentam
adaptacdo a temperaturas mais elevadas, indicando a possibilidade de utilizagdo
deste entomopatogeno para controle de insetos-praga de ocorréncia em regides

de clima tropical.
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FIGURA 7 - Porcentagem média de mortalidade confirmada de larvas de
Ceratitis capitata inoculadas com (A) Steinernema carpocapsae e (B)
Heterorhabditis sp. RSCO1, mantidas em diferentes temperaturas do solo.
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Viarios estudos demonstram a influéncia da temperatura sobre a
infectividade dos nematdides entomopatogénicos (Longe t al., 2000; El-Sadawy,
2001; Hazir et al., 2001; Ebssa et al., 2003; Subramanian, 2004). Nesse sentido,
muitos trabalhos confirmam que S. carpocapsae mantém sua viruléncia em
temperaturas elevadas. Em relagdo ao isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 sio

ainda necessarios estudos para descri¢do do seu comportamento e ecologia.

TABELA 9 - Mortalidade confirmada (+ EP) de larvas de Ceratitis capitata
inoculadas com Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCOI,
mantidas em diferentes temperaturas do solo.

Mortalidade confirmada (%6)"

Temperatura (°C)

S. carpocapsae RSCO01
19 16,7+3,33 A 40,0 + 15,27 A
22 30,0 £ 10,00 A 40,0+ 5,77 A
25 80,0 + 10,00 A 433+6,67 B
28 833+8,82 A 733+6,67 A
31 86,7+ 6,67 A 80,0 + 10,00 A

CV =26,83%
"Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (P < 0,05).

Em um estudo semelhante, Yul et al. (2002) verificaram que S.
carpocapsae foi patogénico a lagartas de G. mellonella nas temperaturas de 13,
18, 24, 30 e 35°C, sendo que a 24°C houve maior indice de mortalidade.

Chen et al. (2003), estudando a suscetibilidade de larvas de Delia
radicum Linnaeus (Diptera: Anthomyiidae) a S. carpocapsae nas temperaturas
de 10, 15 e 20°C, verificaram maior eficiéncia do entomopatégeno nas

temperaturas mais elevadas.
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Hussaini et al. (2005) observaram que entre 25 e 32°C, S. carpocapsae
causou 100% de mortalidade em lagartas de G. mellonella e Agrotis ipsilon
(Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), sendo que, nas temperaturas mais baixas
(8 e 18°C), n3o houve infeccdo ou houve baixo indice de mortalidade,

respectivamente.

4.7 Influéncia da umidade do solo na eficiéncia de Steinernema sp. e
Heterorhabditis sp. sobre larvas de C. capitata

A capacidade de campo das amostras de solo utilizadas no experimento
foi determinada em 33,41% de umidade. Assim, no tratamento de 100% da
capacidade de campo, a umidade do solo foi padronizada em 33,41%; no
tratamento de 75%, em 25,04%; e no tratamento de 50%, 16,71% .

Verificou-se que S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1
causaram mortalidade em todas as porcentagens de umidade estudadas,

havendo influéncia deste fator sobre a viruléncia dos nematoides (Tabela 10).

TABELA 10 - Mortalidade confirmada (= EP) de larvas de Ceratitis capitata
inoculadas com Steinernema carpocapsae ¢ Heterorhabditis sp. RSCOI,
mantidas em diferentes porcentagens de umidade do solo.

Mortalidade confirmada (%)*

Umidade
S. carpocapsae RSCO1
100% da capacidade de campo 13,3+ 3,33 Ab 20,0 £ 0,00 Aa
75% da capacidade de campo 96,7 + 3,33 Aa 26,7 +3,33 Ba
50% da capacidade de campo 16,7 + 6,67 Ab 10,0 = 0,00 Ab
CV=20,41%

'Médias seguidas da mesma letra mintiscula na mesma coluna e da mesma letra
maiuscula na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).
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S. carpocapsae apresentou maior viruléncia no tratamento de 75% da
capacidade de campo, causando 96,7% de mortalidade. Nos demais
tratamentos, S. carpocapsae demonstrou-se pouco eficiente. Heterorhabditis
sp. RSCO1 foi mais eficiente nos tratamentos de 100 e 75% da capacidade de
campo, causando 20,0 e 26,7% de mortalidade, respectivamente.

Comparando-se a eficiéncia dos dois nematdides dentro de cada
porcentagem de umidade, verificou-se que S. carpocapsae destacou-se no
tratamento de 75% da capacidade de campo, com 96,7% de mortalidade,
enquanto Heterorhabditis sp. RSCO1 causou somente 26,7% de mortalidade.
Nos demais tratamentos os dois nematoides apresentaram a mesma eficiéncia.

Varios trabalhos revelam a influéncia da umidade do solo sobre a
viruléncia dos nematdides entomopatogénicos, demonstrando, de maneira
geral, queda na viruléncia de acordo com a redu¢do da umidade do solo (EI-
Sadawy, 2001; Grant & Villani, 2003, a, b; Ebssa et al., 2004; Alekseev et al.,
2006).

A baixa viruléncia de S. carpocapsae na maior taxa de umidade pode
ser explicada pelo fato de que o preenchimento completo dos poros com agua
impede a locomog¢do do nematdide, dificultando o encontro com o hospedeiro.
Por outro lado, a baixa viruléncia de ambos os nematoides na menor taxa de
umidade provavelmente esta relacionada a auséncia de dgua entre os poros, o
que também limita a locomog¢ao do nematoide.

Segundo Glazer (2002), para 6tima locomogdo e sobrevivéncia dos
nematodides entomopatogénicos é necessaria uma pelicula de agua livre entre as
particulas do solo, condi¢do que ndo ocorre em situagdes extremas de umidade.

Outra possibilidade para a baixa viruléncia de ambos os nematdides na
menor taxa de umidade € que muitos nematoides, quando expostos a condigdes

de umidade limitada, possuem adaptagdes fisiologicas e comportamentais que
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permitem a redugdo do metabolismo, entrando em estado de anidrobiose
(Grewal, 2000; Glazer, 2002).

Este estado de anidrobiose pode ser revertido através da reidratagdo do
solo, recuperando-se a infectividade e viruléncia do nematdide. Muitos
trabalhos demonstram que apds a reidratagdo do solo houve aumento da
viruléncia dos nematdides entomopatogénicos (Grant & Villani, 2003, a, b;

Ebssa et al., 2004).
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5 CONCLUSOES

Todas as espécies e isolados de nematdides entomopatogénicos

testados sdo patogénicos as fases de larva e pupa de C. capitata.

A fase larval de C. capitata ¢ mais suscetivel aos nematodides

entomopatogénicos.

Os isolados S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 sido os mais

virulentos para a fase larval de C. capitata.

Os isolados H. bacteriophora HP88, Heterorhabditis sp. PI,
Heterorhabditis sp. JPM4, S. feltiae e S. glaseri sdo os mais virulentos

para a fase de pupa de C. capitata.

A aplicacdo conjunta de S. carpocapsae ¢ Heterorhabditis sp. RSCO1,
visando o controle de larvas de C. capitata, reduz a eficiéncia de S.

carpocapsae e aumenta a eficiéncia de Heterorhabditis sp. RSCO1.

Independentemente do periodo de infestagdo do solo com larvas de C.
capitata, S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCOIl apresentam

elevada viruléncia.

A viruléncia de S. carpocapsae e Heterorhabditis sp. RSCO1 ¢

diretamente proporcional ao aumento da temperatura entre 19 e 31°C.

A umidade do solo influencia na viruléncia de S. carpocapsae e
Heterorhabditis sp. RSCO1, sendo que taxas de umidade extremas

reduzem a viruléncia destes isolados.
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ANEXO A

FIGURA 1A - Gaiola de FIGURA 2A - Dieta fornecida
criagdo de adultos de Ceratitis aos adultos de Ceratitis
capitata. capitata.

FIGURA 3A - Dieta FIGURA 4A - Bandeja
fornecida as larvas de contendo vermiculita para
Ceratitis capitata. desenvolvimento das pupas.

FIGURA 5A - Camera seca FIGURA 6A - Armadilha
utilizada para multiplicagdo de White utilizada para
dos nematoides. coleta dos nematoides.
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FIGURA 7A - Placa de FIGURA 8A - Placa de
bioensaio com larvas de 3° bioensaio com pupas de C.
instar de C. capitata. capitata.

i1
W

FIGURA 9A - Pote plastico FIGURA 10A - Pote plastico
utilizado nos bioensaios. com larvas de 3° instar de C.
capitata.

FIGURA 11A - Sintomatologia FIGURA 12A - Sintomatologia
de larva de C. capitata morta de larva de C. capitata morta
por Steinernema sp. por Heterorhabditis sp.
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FIGURA 13A - Sintomatologia FIGURA 14A - Sintomatologia
de pupa de C. capitata morta de pupa de C. capitata morta
por Steinernema sp. por Heterorhabditis sp.

FIGURA 15A - Larva de C. FIGURA 16A - Pupa de C.
capitata  infectada com capitata infectada com nematoéide.
nematoide.
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