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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial da cana-de-agtcar. Atualmente, essa cultura ¢é
cultivada em mais de 10.000.000 hectares. Em 2023 foi produzido mais de 782 milhdes
de toneladas com um valor de produc¢do de 101 bilhdes de reais. A cultura apresenta varios
desafios em seu gerenciamento, incluindo o ataque de insetos-pragas como o bicudo-da-
cana (Sphenophorus levis) e doengas. Visando o aumento de produtividade, os produtores
tém utilizado a tecnologia dos bioinsumos, mercado em crescimento no pais, como 0s
nematoides entomopatogénicos que controlam pragas do solo. O nematoide
entomopatogénico Steinernema rarum PAM2S5 (espécie nativa do Brasil) ¢ comprovado
ser eficiente contra o S. /evis. Para melhorar a tecnologia de aplicagdo e manejo integrado
de pragas, esse trabalho objetivou-se a avaliar a compatibilidade e a infectividade do S.
rarum com 19 espécies de bactérias, 5 fungos e 5 inseticidas quimicos utilizados nos
canaviais, a patogenicidade de bactérias e viruléncia de S. rarum em mistura com
inseticidas quimicos para adultos de S. /evis. Avaliou-se a compatibilidade das bactérias
(Rhizobium tropici, Nitrospirillum amazonense, Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium
Jjaponicum, Priestia megaterium ATCC14581, Priestia aryabhattai 4005, Pseudomonas
putida, Chromobacterium subtsugae, Pseudomonas protegens, Bacillus thuringiensis
kurstaki, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis ATCC6051,
Azospirillum brasiliense, Bacillus velezensis, Bacillus amyloliquefaciens CCT7690,
Cytobacillus firmus, Pseudomonas fluorescens CCT2487, Bacillus methylotrophicus
UFPEDAZ20), dos fungos (Beauveria bassiana IBCB 66, Isaria javanica IBCB 638,
Metarhizium anisopliae IBCB 425, Purpureocillium lilacinum IBCB 130 e Trichoderma
harzianum IBCB 1917) e dos inseticidas quimicos (Bifentrina, Clorantraliniprole,
Dinotefuram + Lambda-Cialotrina, Fipronil e Tiametoxan + Lambda-Cialotrina) com o
nematoide, seus juvenis infectivos (JIs) foram colocados em contato com os tratamentos
e sua mortalidade foi avaliada em diferentes intervalos de tempo. Para avaliar a

infectividade, apds os JIs serem colocados em contato com os tratamentos, foram
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aplicados em lagartas de Galleria mellonella, avaliado a mortalidade das lagartas e a
confirmagdo da morte pelo nematoide. Realizou-se também um teste de patogenicidade
de bactérias para adultos de S. levis e um de viruléncia de S. rarum em mistura com
inseticidas quimicos para adultos de S. levis. O S. rarum foi compativel e infectivo com
todas as bactérias e fungos testados. Nos tratamentos em que o S. rarum foi exposto a
Trichoderma harzianum 1BCB 1917 e a Beauveria bassiana IBCB 66, as espécies
potencializaram a a¢do do nematoide. Em relacdo aos inseticidas, apos 24 horas apenas
Dinotefuram + Lambda-Cialotrina apresentou redu¢ao nos nematoide vivos, porém isso
ndo afetou negativamente a infectividade do S. rarum. Os produtos quimicos ndo afetaram
negativamente a infectividade dos JIs para larvas de G. mellonella ap6s 24 horas de
exposicao. Nos testes em adultos de S. levis, todas as bactérias foram indcuas e apenas a
Bifentrina, dentre os inseticidas, ndo foi indcua e ao ser misturada com S. rarum
apresentou efeito sinergético, sendo assim um novo caminho para estudos futuros.
Portanto, o S. rarum pode ser utilizado em associagdo com esses microrganismos €
inseticidas quimicos.

PALAVRAS-CHAVE: Steinernema rarum, Sphenophorus levis, Bactérias, On Farm,
Compatibilidade, Manejo Integrado de Pragas.
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ABSTRACT

Brazil is the world's largest sugarcane producer. This crop is currently cultivated on more
than 10,000,000 hectares. In 2023, more than 782 million tons were produced with a
production value of 101 billion reais. The crop presents several challenges in its
management, including attacks by insect pests such as the sugarcane weevil
(Sphenophorus levis) and diseases. Aiming to increase productivity, producers have been
using bioinput technology, a growing market in the country, such as entomopathogenic
nematodes that control soil pests. The entomopathogenic nematode Steinernema rarum
PAM?25 (a species native to Brazil) has been proven to be effective against S. levis. To
improve the application technology and integrated pest management, this study aimed to
evaluate the compatibility and infectivity of S. rarum with 19 species of bacteria, 5 fungi
and 5 chemical insecticides used in sugarcane fields, the pathogenicity of bacteria and
virulence of S. rarum in a mixture with chemical insecticides for adults of S. /evis. The
compatibility of bacteria (Rhizobium  tropici,  Nitrospirillum  amazonense,
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium japonicum, Priestia megaterium ATCC14581,
Priestia aryabhattai 4005, Pseudomonas putida, Chromobacterium subtsugae,
Pseudomonas protegens, Bacillus thuringiensis kurstaki, Bacillus licheniformis, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis ATCC6051, Azospirillum brasiliense, Bacillus velezensis,
Bacillus amyloliquefaciens CCT7690, Cytobacillus firmus, Pseudomonas fluorescens
CCT2487, Bacillus methylotrophicus UFPEDA?20), fungi (Beauveria bassiana IBCB 66,
Isaria javanica IBCB 638, Metarhizium anisopliae IBCB 425, Purpureocillium lilacinum
IBCB 130 and Trichoderma harzianum 1BCB 1917) and chemical insecticides
(Bifenthrin, Chlorantraliniprole, Dinotefuran + Lambda-Cyhalothrin, Fipronil and
Thiamethoxan + Lambda-Cyhalothrin) was evaluated with the nematode, their infective
juveniles (IJs) were placed in contact with the treatments and their mortality was
evaluated at different time intervals. To evaluate the infectivity, after the [Js were placed
in contact with the treatments, they were applied to Galleria mellonella caterpillars,
evaluating the mortality of the caterpillars and confirming the death by the nematode. A

bacterial pathogenicity test for S. levis adults and a virulence test for S. rarum in a mixture
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with chemical insecticides for S. levis adults were also performed. S. rarum was
compatible and infective with all bacteria and fungi tested. In treatments in which S.
rarum was exposed to Trichoderma harzianum IBCB 1917 and Beauveria bassiana IBCB
66, the species potentiated the action of the nematode. Regarding insecticides, after 24
hours only Dinotefuran + Lambda-Cyhalothrin showed a reduction in live nematodes, but
this did not negatively affect the infectivity of S. rarum. The chemicals did not negatively
affect the infectivity of JIs for G. mellonella larvae after 24 hours of exposure. In tests on
S. levis adults, all bacteria were innocuous and only Bifenthrin, among the insecticides,
was not harmless and when mixed with S. rarum showed a synergistic effect, thus being
a new possibility for future studies. Therefore, S. rarum can be used in association with
these microorganisms and chemical insecticides.

KEYWORDS: Steinernema rarum, Sphenophorus levis, Bacteria, On Farm,
Compatibility, Integrated Pest Management.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agiicar do mundo, com
25% da produgao global, ¢ o maior exportador de aglicar e o segundo maior produtor de
etanol do mundo (USDA, 2024). De acordo com o IBGE (2024), no Brasil a cana-de-
acucar ¢ cultivada em mais de 10 milhdes de hectares e em 2023 produziu mais de 782
milhdes de toneladas. De 2020 a 2023 a produgdo da cultura apresentou um aumento de
68,43 %, passando de 60,5 bilhdes de reais para mais de 101 bilhdes. O pais possui 345
usinas, sendo 143 localizadas no estado de Sao Paulo, que lidera como maior produtor do
pais e na safra de 2023/2024 foi responsavel por 59,23 % da moagem da cana no Brasil e
tendo uma participagdo de 63,5% na exportacdo de agiicar (UNICA, 2024).

Com o surgimento de uma crescente demanda pela produgdo de cana,
aumentam os desafios, dentre deles a dificuldade de controlar as pragas da cultura. Para
promover uma maior produtividade ao decorrer dos anos diversas tecnologias foram
desenvolvidas, entre elas os produtos bioldgicos (Macro e Microrganismos para controle
bioldgico, bactérias promotoras de crescimento, por exemplo), técnicas de manejo
integrado de pragas conciliando a utilizagao desses bioinsumos com defensivos quimicos
para controlar pragas e doencas. Tais tecnologias tem apresentado 6timos resultados aos
produtores, aumentando a produtividade, sendo eficientes e sustentaveis, com um
mercado em ascendéncia e a cada safra sendo mais utilizadas pelo setor (LISBINSKI,
FERRAZ ¢ BURNQUIST, 2024).

O mercado dos insumos bioldgicos tem crescido no Brasil seguindo uma
tendéncia mundial, com crescimento de 15 % na safra 2023/2024, em comparagao a safra
anterior, atingindo as vendas de R$ 5 bilhdes. A taxa média de adog@o de bioinsumos por
area, da safra 2022/2023 para a safra 2023/2024, subiu de 22% para 23% incluindo todos
os segmentos: controle, inoculantes, bioestimulantes e solubilizadores. Entre os principais
cultivos, do total de uso de bioinsumos no Brasil, 55% s@o destinados para soja, 27% para
o milho, 12% para a cana-de-agucar e 6% para algodao, café, citrus e hortifruti (CropLife,
2024).

A producao On Farm ¢ uma das tecnologias de bioinsumos adotadas pelos
produtores e se caracteriza pela producdo de insumo bioldgicos nas propriedades
agricolas para uso proprio, que se da a partir da multiplicacao de pré-indculos preparados

e vendidos por empresas especializadas (EMBRAPA, 2024). Os principais géneros de



bactérias na producdo on farm sdo: Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Chromobacterium, Nitrospirillum, Pseudomonas, Priestia e Rhizobium. Essas bactérias
sdo utilizadas pois promovem o crescimento e controlam doencgas, consequentemente
aumentando a produtividade e reduzindo custos com quimicos.

A cana-de-agucar apresenta varios insetos-pragas, entre eles o bicudo da
cana-de-agucar, Sphenophorus  levis (Vaurie) (Coleoptera:  Curculionidae), que
atualmente ¢ uma praga primdria dos canaviais, primeiramente devido a sua distribui¢ao
na principal regido canavieira do pais, ocorrendo nas principais regides produtoras de
cana-de-actucar do estado de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais ¢ Mato Grosso do Sul
(MORAES; AVILA, 2013; DINARDO-MIRANDA, 2018). Os danos gerados pelo
ataque podem levar a morte das touceiras. Além da redugdo na produtividade agricola,
afeta a qualidade de matéria prima e a longevidade dos canaviais (ALMEIDA, 2005). Em
determinados locais tém-se observado cerca de 50% a 60% de perfilho atacados pela
praga, provocando uma queda na produtividade na ordem de 20 a 30 toneladas ha/ano
(LEITE et al., 2012; NETO & GARCIA, 2016).

O controle de S. levis € realizado de diferentes maneiras, utilizando-se do
controle quimico, cultural e bioldgico. No controle quimico sdo registrados 26 produtos
comerciais para o controle do inseto-praga na cultura da cana-de-agucar, aplicados através
de pulveriza¢des na cana soca no inicio da brotagao, sobre a linha de plantio ou fazendo
uma aplicagao de jato dirigido na operagao de plantios novos, com o produto sobre as
mudas (AGROFIT, 2024). Para o controle cultural ¢ realizado a destrui¢ao mecanica da
soqueira com um cortador de soqueira, que destroi ou expde as larvas e pupas ao sol, na
época seca do ano, e adotado um vazio sanitario por pelo menos 4 a 5 meses
(AGROLINK, 2021). Para o controle biolégico, Silva et al. (2021) conduziram o primeiro
estudo para avaliar o nematoide entomopatogénico (NEP) Steinernema rarum para
controle de Sphenophorus levis e destacaram seu potencial entre as espécies de NEPs
avaliadas, como a de melhor desempenho e capacidade de busca do inseto dentro do
rizoma de cana-de-agtcar. Gongalves et al. (2022), obtiveram resultados demonstrando a
eficiéncia do nematoide no controle da mesma praga em condi¢des de campo.

Apesar de tais tecnologias desenvolvidas, hd uma demanda no mercado de
dados sobre a compatibilidade entre os bioinsumos e defensivos quimicos, se tais
ferramentas apresentadas ao produtor podem ser usadas em conjunto ou em uma mesma
area, sem afetar sua eficiéncia, promovendo o desenvolvimento e aperfeigoamento do

manejo integrado de pragas e tecnologia de aplicacdo dos bioinsumos.



2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a compatibilidade de Steinernema rarum com produtos quimicos
e biologicos usados no cultivo da cana-de-acucar, e efeitos de misturas na mortalidade de

adultos de Sphenophorus levis.

2.2 Objetivo especifico

1. Avaliar a compatibilidade do S. rarum com bactérias e fungos;

2. Avaliar a compatibilidade do S. rarum com inseticidas;

3. Avaliar a infectividade do S. rarum, apds contato com bactérias e fungos, em
lagartas de Galleria mellonella,

4. Avaliar a infectividade do S. rarum, ap6s contato com inseticidas, em lagartas de
Galleria mellonella;

5. Avaliar o efeito de bactérias na mortalidade de adultos de Sphenophorus levis;

6. Avaliar o efeito de inseticidas na mortalidade de adultos de Sphenophorus levis;

7. Avaliar o efeito de misturas na mortalidade de adultos de Sphenophorus levis.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cana-de-acucar

3.1.1 Historia e Boténica

A cana-de-agucar, originaria da Nova Guiné, foi trazida ao Brasil em 1532
por Martin Affonso de Souza. Em 1926 iniciou-se a busca por novas variedades mais
produtivas, mais resistentes as pragas ¢ doengas, além do inicio do controle bioldgico na
cultura na década de 1960, com entidades como Copersucar, IAC (Instituto Agrondmico
de Campinas) e o [AA-Planalsucar responsaveis por esses avangos (RODRIGUES,
ROSS, 2020). A cana ¢ uma monocotiledonea e membro da familia Gramineae, tribo
Andropogoneae ¢ classificada no género Saccharum. Ha seis espécies, em que duas so
duas ocorrem espontaneamente na natureza: S. spontaneum L. e S. robustum Brandes e
Jesw ex Grassl. As outras sdo cultivadas até certo ponto, porém foram amplamente
cultivadas no passado. As variedades comerciais de cana-de-agucar cultivadas atualmente
sdo hibridos originados de cruzamentos interespecificos realizados no inicio do século
XX, sendo principalmente de S. spontaneum e S. officinarum e retrocruzamento com S.
officinarum (nobilizacdo). S. spontaneum € uma espécie amplamente adaptada, crescem
vigorosamente, com colmo fino e duro, com pouco caldo e sacarose e resistente as
doengas. As espécies S. officinarum L., S. barberi Jeswiet, S. sinense Roxb. e S. edule
Hassk, possuem menos fibra, um alto teor de sacarose, crescem menos vigorosamente €
geralmente sdo mais suscetiveis a doengas. Portanto o cultivo de hibridos, por exemplo
de S. spontaneum L. x S. officinarum L., possibilita uma produ¢do em que se obtém de
ambas, suas caracteristicas interessantes para um bom rendimento: alto teor de caldo,
menos fibrosas, alto teor de sacarose, crescimento vigoroso e resisténcia as doencas

(JULIEN; IRVINE; BENDA, 1989).



3.1.2 Fenologia, Morfologia e Fisiologia

A cultura apresenta quatro estadios de desenvolvimento, sendo a brotacao
da gema e estabelecimento; perfilhamento; final do perfilhamento ao periodo de
crescimento dos colmos (inicio do acimulo de agucar no colmo) e inicio da acumulacio

de agucar a maturagao (Quadro 1) (MATA, 2018).

Tabela 1 — Fase fenologica e estadio de desenvolvimento da cana-de-agucar.

Final do
Inicio da
Brotacio da Perfilhamento
Estadio de Acumulacao
Gema e Perfilhamento ao Periodo de
Desenvolvimento de Agticar a
Estabelecimento Crescimento
Maturacao
dos Colmos
Fase Fenoldgica Emergéncia Estabelecimento Desenvolvimento ~ Maturagdo
Tempo de
30 a 60 dias 60 a 90 dias 180 a 210 dias 60 a 90 dias
Duraciao

Fonte: MATA, 2018.

Esta ¢ uma planta de metabolismo C4, que possui uma série de
modificagdes anatdmicas e bioquimicas que resultam na concentragao do CO2 nas células
da bainha do feixe vascular onde esta localizada a enzima carboxilante Rubisco,
aumentando a eficiéncia fotossintética em condi¢cdes que promovem altas taxas de
fotorrespiracao (SAGE, 2003).

As plantas C4 habitam ambientes quentes, secos, possuem uma eficiéncia
muito elevada no uso de dgua e sua taxa de fotossintese pode chegar ao dobro das plantas
C3, porém seu metabolismo ¢ ineficiente em ambientes frios e com pouca luz. (WAND
etal., 2001).

A cultura da cana-de-agucar se desenvolve, caracteristicamente, em forma
de touceira; possui uma parte aérea formada por colmos, folhas e inflorescéncia, e outra
subterranea, constituida de raizes e rizomas. Sendo o colmo a parte da cana-de-agticar que
apresenta maior valor econdomico (MATA, 2018). Outras partes também possuem valor
econdmico, como no caso da produgdo de silagem a partir da cana-de-agucar, em que se
utiliza toda a parte aérea.

O colmo ¢ cilindrico, ereto, fibroso e rico em aclicar, com diametro e

comprimentos variados, sendo a parte da cana-de-acucar de maior interesse economico.



Este ¢ constituido de nds e entrends. Em cada n6 existe uma gema, geralmente protegida
por escamas, dispostas alternadamente em torno do colmo, que normalmente sdo
protegidas pela bainha da folha, a qual esta firmemente presa ao entrend. As folhas
senescentes, ao cairem, deixam uma “cicatriz foliar” em torno do colmo, na regido de
inser¢cdo da bainha (CASAGRANDE, 1991). Acima da “cicatriz foliar” do colmo, se
encontra a zona radicular, compreendida pelos primérdios radiculares e abaixo da
“cicatriz foliar”, esta a “zona cerosa”, isto ocorre em todas as cultivares.

Quanto aos plantios comerciais, a propagacao da cana-de-actcar
normalmente ¢ realizada através de toletes. Deve-se cortar a cana em toletes para reprimir
a “predominancia apical” quando o colmo ndo ¢ dividido em toletes, ha uma propensao
para fazer vegetar somente as gemas da base e da ponta do mesmo. Provocada pela acdo
das enzimas nas gemas laterais, essas enzimas estdo em estado latente, o tratamento
térmico (52°C) do colmo inibe a predominancia apical. Faz se necessario o cruzamento
do pé com a ponta, as gemas mais proximas da ponta do colmo germinam mais facilmente
do que as demais, em decorréncia da dominancia apical. Por essa razdo ¢ que se
recomenda cruzar o apice com as bases do colmo, as gemas mais novas germinam antes
que as mais velhas, e a populacdo ideal ¢ de 15 a 18 gemas por metro de sulco
(DINARDO-MIRANDA et al., 2008).

Os colmos sao plantados em sulcos de no minimo 20 cm de profundidade,
picados em toletes com trés a seis gemas. Apds o plantio comecam a surgir as raizes do
tolete (que sdo finas e ramificadas) e em cada gema desenvolve o perfilho primario (que
da origem ao colmo), o perfilho secundério e assim por diante, formando touceiras
(MATA,2018). Apos a brotagdo e emergéncia, inicia-se o perfilhamento, que ¢ regulado
por hormdnios e resulta no crescimento de brotos que vao em direcao a superficie do solo.
Esses brotos aparecem de 20 a 30 dias apds a emergéncia do colmo primario. Por meio
desse processo, ocorre a formacao da touceira da cana-de-agucar e a populacao de colmos
que sera colhida (EMBRAPA, 2022).

O ntmero de perfilhos por unidade de éarea estd associado ao inicio do
acimulo de sacarose nos colmos e determina a futura produtividade ou fitomassa (t ha-1)

da cultura (LUCCHESI, 2001).



3.1.3 Produtos e subprodutos

O setor sucroalcooleiro ¢ um dos mais eficientes em aproveitamento de
produgdo, gerando produtos e subprodutos. Da cana-de-actcar processada na usina se
obtém 4alcool e aglcar, processos que produzem residuos que sdo utilizados como
subprodutos em diversas areas (EMBRAPA, 2024). Além do setor sucroalcooleiro e suas
usinas, ha produgdes de cana-de-agucar com diferentes estruturas, para outras finalidades:
silagem, cachacga, rapadura e garapa.

O élcool e agucar sdo os produtos principais das usinas, direcionados tanto
para o mercado interno quanto para exportacdo. O alcool vendido como etanol anidro e
etanol hidratado, possui como finalidade sua utilizagdo como combustivel e o agucar
utilizado como adogante. Outro produto principal da cana-de-aglicar ¢ a silagem, neste
caso ndo ha processamento em usina, o produtor colhe, faz o corte do material ¢ o
processo de ensilagem, produto que serd utilizado para alimentacao animal.

Os subprodutos sao: bagaco, palhada, torta de filtro, melago, vinhaga, 6leo
fasel, dlcool bruto e levedura seca. O bagago ¢ o residuo fibroso resultante das moendas,
apresentando diversos usos: etanol de segunda geragdo, bioplasticos, producdo de
borracha sintética a partir do butadieno, combustivel para caldeira (bioeletricidade),
célula com etanol (baterias e automdveis) producao de celulose (papel), fabricagao de
aglomerados, material alternativo na construgao civil (fibrocimento), alimenta¢ao animal
(ragdo), producao de acido xildnico utilizado na fabricacao de biopesticidas, antisséptico
bucal e dispersante em cimento. A palhada resultante da colheita mecanizada pode ser
deixada em cima do solo melhorando as condigdes fisicas, quimicas e biologicas do solo.
A torta de filtro ¢ um residuo da filtragem do caldo extraido das moendas, fertilizante rico
em fosforo, eficiente para melhoria da produtividade (EMBRAPA, 2024).

O melago ¢ o caldo concentrado da cana e pode ser utilizado para a
fabricagdo de alcool etilico, produg¢dao de agucar em diferentes formas, antibioticos,
levedura prensada para panificagdo, ragoes, produgdo de xarope, vidro falso, produgdo de
acido latico (industria alimenticia, quimica fina, tintas, vernizes e blocos construtores para
fabricagcdo de polimeros renovaveis), producao de acido citrico (industria farmacéutica,
de cosmeéticos, alimenticia e de cuidados especiais. A vinhaga ¢ um residuo da produgdo
do etanol utilizado principalmente para adubagdo de solos no canavial através da

fertirriga¢do, mas também para a producdo de eletricidade através da produgao de metano



(biogés) e produgdo de proteinas (biomassa). O 6leo fusel ¢ uma matéria prima para o
processo de refinacdo, sendo usado para obten¢do de solventes, na industria farmacéutica,
plasticos e perfumaria. O 4lcool bruto ¢ uma mistura impura de dgua e alcool, utilizado
para produgao de alcool extra-fino e neutro (industria de bebidas, farmacéutica, setor de
cosméticos) e combustiveis. A levedura seca ¢ obtida ao fazer a sangria da vinhaca e ¢
usada como fonte de proteina animal de qualidade (EMBRAPA, 2024).

E para consumo humano temos como produtos da cana-de-agucar, a cana

in natura, a garapa (caldo-de-cana), o melado, a rapadura, a cachaca etc.

3.1.4 Importancia econdmica e mercado

Atualmente o Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agiicar do mundo, com
25% da producdo global, ¢ o maior exportador de agucar e o segundo maior produtor de
etanol do mundo (USDA, 2024). De janeiro a setembro de 2024 exportou 28,4 milhdes
de toneladas de agtcar (Figura 1), com um valor de mais de 13 bilhdes de reais, com
Indonésia, China e India liderando como compradores, respectivamente (COMEXVIS,
2024). De acordo com o IBGE (2024), no Brasil a cana-de-agucar ¢ cultivada em mais de
10 milhdes de hectares, em 2023 produziu mais de 782 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, de 2020 a 2023 apresentou um aumento de 68,43 % no valor da produgdo
passando de 60,5 bilhdes de reais para mais de 101 bilhdes (Figura 2). O pais possui 345
usinas, sendo 143 localizadas no estado de Sao Paulo, que lidera como maior produtor do
pais e na safra de 2023/2024 foi responsavel por 59,23 % da moagem da cana no Brasil e

tendo uma participagdo de 63,5% na exportacao de agucar (Figura 3).
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Figura 1 — Série historica da exportagdo de actcar entre 2013 e 2024.
Fonte: IBGE, 2024.
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Figura 2 - Valor de produgéo da cana-de-agtcar entre 2019 e 2023.
Fonte: IBGE, 2024.
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Valor por estado
Safra 02372024 P Produto moacem v

36,35 Mi (5,55%)

52,38 Mi (8%)

76,62 Mi (11,71%)

387,6 Mi (59,23%)

79,95 Mi (12,22%)

®SP eMG @GO #MS PR #MT @ES #RJ

Figura 3 — Valor da moagem da cana-de-acticar por estado, na safra 2023/2024.
Fonte: UNICA, 2024.

Atualmente apenas 1,5 % do territorio brasileiro € utilizado para o cultivo
da cana-de-acticar e o consumo de etanol hidratado pelos automéveis flex (uma revolugao
no mercado automobilistico nacional), combinado a mistura atual obrigatoria de 27% de
etanol anidro na gasolina, reduziu a emissao de gases de efeito estufa (GEE) em mais de
660 milhdes de toneladas de COzeq desde marco de 2003 (data do langamento dos
veiculos flex no Brasil), até¢ dezembro de 2023. Nao ha nenhum outro pais que tenha uma
frota de 31,5 milhdes de veiculos aptos a utilizarem qualquer combinacao de gasolina e
etanol. O setor gera mais de 730 mil empregos formais e somados os empregos indiretos
gerados pelo setor, temos cerca de 2,2 milhdes de pessoas empregadas na cadeia da cana-
de-acucar (UNICA, 2024). Sendo assim, se destaca em sua sustentabilidade, beneficios
ambientais e impacto social.

Em 2023, bagaco e palha da cana-de-acicar foram os principais
combustiveis na geragao de bioeletricidade para a rede no pais, representando uma oferta
de 20.973 GWh, equivalente a 25% da geracdo de energia elétrica pela usina Itaipu. A
geracao de bioeletricidade com biomassa de cana € caracterizada como nao intermitente
e acompanha principalmente o periodo de colheita de cana-de-agtcar na regiao Centro-
Sul do pais, dessa forma acaba coincidindo com o periodo seco e critico no setor elétrico
brasileiro que vai de maio a novembro de cada ano (UNICA, 2024).

Com o surgimento de uma crescente demanda e desafios para atendé-la,
entre eles a dificuldade em controlar pragas da cultura, diversas tecnologias foram
desenvolvidas para promover uma maior produtividade no decorrer dos anos. Entre elas,

os produtos bioldgicos, bactérias promotoras de crescimento, técnicas de manejo
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integrado de pragas conciliando a utilizagdo desses bioinsumos com defensivos quimicos
para controlar pragas e doengas. Tais tecnologias apresentaram 6timos resultados aos
produtores, aumentando a produtividade, sendo eficientes e sustentaveis, se mostrando
um mercado em ascendéncia e a cada safra sendo mais utilizadas pelo setor (LISBINSKI,

FERRAZ e BURNQUIST, 2024).

3.2 Produtos Bioldgicos

O mercado dos insumos bioldgicos tem crescido no Brasil seguindo uma
tendéncia mundial, com crescimento de 15 % na safra 2023/2024, em comparag¢ao a safra
anterior, atingindo as vendas de R$ 5 bilhdes. No mercado global, a estimativa é que a
taxa anual de crescimento até 2032 seja entre 13% e 14%, o que corresponde a US$ 45
bilhdes, valor trés vezes maior que o atual. A taxa média de adog¢do de bioinsumos por
area, da safra 2022/2023 para a safra 2023/2024, subiu de 22% para 23% incluindo todos
os segmentos: controle, inoculantes, bioestimulantes e solubilizadores. Entre os principais
cultivos, do total de uso de bioinsumos no Brasil, 55% s@o destinados para soja, 27% para
o milho, 12% para a cana-de-agucar e 6% para algodao, caf¢, citrus e hortifruti (CropLife,
2024).

Nos ultimos anos, observou-se constante ingresso de novos produtos
nacionais e importados no mercado brasileiro (Figura 4), além do surgimento de novas
empresas de pequeno e médio porte, de capital nacional, até grandes multinacionais. Esse
crescimento do mercado de bioinsumos no Brasil também vem sendo estimulado pela
implementagdo do Programa Nacional de Bioinsumos, instituido pelo Decreto n° 10.375,
de 26 de maio de 2020 (MAPA, 2024) e da Lei de Bioinsumos (Lei 15.070/2024),
sancionada em 24 de dezembro de 2024.(BRASIL, 2024)


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inovacao/bioinsumos
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Figura 4 - Produtos biologicos registrados no Brasil entre 2000 e 2020.

Fonte: MAPA, 2020.

O Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento registrou em 2023,
90 produtos de baixo impacto (produtos de origem bioldgica, produtos fitossanitarios com
uso aprovado para a agricultura organica, produtos semioquimicos e reguladores de
crescimento) (MAPA, 2024). No Catalogo Nacional de Bioinsumos ha 639 produtos para
controle de pragas e 692 inoculantes (MAPA, 2024).

3.2.1 Producdo On Farm

A produgdo on farm se caracteriza pela produgdo de insumo biolodgicos nas
propriedades agricolas para uso proprio, que se da a partir da multiplicagdo de produtos
comerciais adquiridos no mercado ou por meio de pré-indculos preparados e vendidos
por empresas especializadas, que também podem comercializar a infraestrutura
empregada nesse tipo de producao (EMBRAPA, 2024).

Ao passar dos anos, cada vez mais os produtores adotam a utilizacao do
manejo bioldgico, através da producdo on farm. As pesquisas tém demonstrado resultados

sobre a eficiéncia e sustentabilidade dessa ferramenta. Cruvinelli et al. (2022) realizaram
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um estudo apresentando dados de custo, produgao e rentabilidade ao longo de doze safras
anuais (2010-2022) consecutivas na cultura da soja na Fazenda “Bom Jardim Lagoano”
pertencente a microrregido do municipio de Rio Verde em Goias. Foram conduzidas seis
safras com manejo convencional (2010/2011-2015/2016) e seis safras com manejo de
bioldgicos (2016/2017-2021/2022), sendo avaliado para ambos os manejos o custo de
produgdo, a produtividade e a rentabilidade. Os resultados mostraram que na fazenda, o
manejo com insumos bioldgicos produzidos on farm reduziu o custo de producdo
(58,6%), com um aumento da produtividade (13%) e da rentabilidade (175%).

Em um outro estudo realizado por Teckio et al. (2024), avaliaram o custo
de produ¢do on farm de Bacilllus thuringiensis para controle de lepidopteros pragas e
compararam com o valor de mercado do produto comercial, em Campo Novo do Parecis
no Mato Grosso. Observaram que o produto on farm possui um custo de producao 46,37%
menor, comparado ao produto comercial (metil carbamato de oxima). Porém quando
comparadas as aplicagdes (o produto comercial necessita de um maior volume por
hectare, de 1,2 litro) essa diferenca atinge 54%. Sendo assim, os estudos corroboram para
os produtores adotarem esse manejo, que representa uma excelente ferramenta na
producdo no Brasil, sempre que cumprido as normas de producao, controle de qualidade
e aplicagdo dos biologicos, entre eles, as bactérias, os fungos e os nematoides

entomopatogénicos.

3.3 Bactérias na cultura da cana

Taxonomicamente, as bactérias pertencem ao dominio Bacteria. Assim
como os pertencentes ao dominio Archaea, esses microrganismos nao possuem um nucleo
distinto ou outras organelas devido a auséncia de membranas internas, caracteristica

principal que os diferencia dos eucariotos.

3.3.1 Género Priestia

A fim de obter coeréncia filogenética e taxonomica, em 2020 foi proposto
por Gupta et al. um novo género, Priestia, reclassificando Bacillus aryabhattai e Bacillus

megaterium para Priestia aryabhattai € Priestia megaterium.
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Sdo bactérias aerobicas, majoritariamente Gram-positivas, mas algumas
espécies exibem coloragdo Gram-negativa e Gram-variavel. Possuem formato de bastio
e sdo capazes de formar endosporos. A maioria das espécies sdo moveis. P. aryabhattai é
industrialmente importante porque ¢ resistente a arsénico e radiacao UV permitindo uma
alternativa acessivel as tecnologias convencionais e caras de remediacdo de metais.
Isolado de diversas fontes incluindo fezes, solo, atmosfera superior, tecidos internos das
plantas de algodao, sedimento marinho e rizosfera da raiz do salgueiro. A faixa de
temperatura para crescimento ¢ de 5-48 °C com crescimento 6timo ocorrendo na faixa
28-37 °C.

As espécies pertencentes a este género formam um clado monofilético em
arvores filogenéticas baseadas em sequéncias concatenadas para varios grandes conjuntos
de dados de proteinas. Além disso, os membros deste género podem ser distinguidos com
seguranga de todas as outras espécies de Bacillaceae pelos dois conserved signature
indels (CSIs) na oligoribonuclease NrnB ou cAMP/cGMP fosfodiesterase, proteina da
superfamilia DHH, compartilhada exclusivamente por todos os membros deste género. A

espécie-tipo ¢ Priestia aryabhattai.

3.3.2 Género Bacillus

Bacillus  spp e géneros relacionados, incluindo Paenibacillus,
Alicyclobacillus ou Brevibacillus, sdo majoritariamente Gram-positivos e possuem a
habilidade de produzir esporos e exibir capacidades metabdlicas em condigdes aerdbicas
e relativamente anaerdbicas. Devido as suas caracteristicas, bactérias desse grupo tem alta
resisténcia a estresse do ambiente como seca, estresse hidrico, radiacao UV ou baixa
disponibilidade de nutrientes no ambiente. Bacillus spp. e géneros relacionados
comumente povoam a Terra e ocorrem em uma variedade de ambientes, tanto naturais
quanto antropogénicos (DOBRZYNSKI, WROBEL, GORSKA, 2023).

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria que produz no momento de sua
esporulagdo inclusdes proteicas cristalinas conhecidas por o6-endotoxinas. As mais
conhecidas e utilizadas sdo as toxinas Cry, que formam um cristal proteico durante a fase
de esporulacao. Essas toxinas tém um amplo espectro de agcdo, sendo téxicas a insetos de
diversas ordens. Algumas estirpes podem produzir moléculas bioestimuladoras e

biofertilizadoras, como fitohormonios, proteinas solubilizadoras de fosfato e sider6foros
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além de proteinas parasporinas, as quais exibem atividade citotoxica especifica contra
células cancerigenas de humanos. As vantagens da utilizacdo de B. thuringiensis sdo a
especificidade aos organismos susceptiveis, o efeito ndo poluente ao meio ambiente, a
inocuidade aos mamiferos e invertebrados e auséncia de toxicidade as plantas.

Bacillus subtilis ¢ uma bactéria movel que forma esporos centrais com
formato cilindrico ou elipsoidal. As colonias podem ter diferentes coloragdes, variando
do esbranquigado ao preto, a depender do meio de cultura empregado. Bacillus subtilis ¢
encontrada principalmente no solo e na rizosfera, o que proporciona protecao contra
varios agentes causadores de doencas em plantas. O grande interesse nessa espécie
bacteriana consiste nos inimeros metabolitos secundarios que ela produz, podendo ser
utilizada no ambito agricola e medicinal. Além disso, essa bactéria é capaz de produzir
biofilmes que proporcionam uma colonizagdo preventiva e benéfica para as raizes de
inimeras plantas.

Bacillus pumilus ¢ uma bactéria formadora de esporos, encontrada em
varios tipos de ambientes, como solo (principalmente), agua, ar e tecidos vegetais em
decomposicao. Essa bactéria ¢ amplamente utilizada em processos industriais, fabricagao
de alimentos fermentados, tratamento de 4gua e de ambientes contaminados. Na
agricultura, B. pumilus estd sendo empregado para o controle de diversos fungos, além de
promover o crescimento de plantas.

Bacillus amyloliquefasciens ¢ uma bactéria mével, muito semelhante a B.
subtilis. A forma mais utilizada para diferencia-la ¢ através de métodos moleculares.
Bacillus amyloliquefaciens pode ser isolado de varios ambientes distintos, inclusive
alimentos e solo, produz dezenas de enzimas de interesse industrial e possui grande
atividade microbiana, podendo ser utilizada no controle de fungos, bactérias e também de
nematoides.

Bacillus licheniformis é uma bactéria mével que forma esporos na por¢ao
subterminal ou no centro da célula com formato elipsoidal a cilindrico. A coloracao da
colonia em meio de cultura normalmente ¢ esbranquicada e possui formato arredondado
a irregular. Bacillus licheniformis ndo causa doencas em plantas, tem sido extensamente
utilizada na medicina humana e veterinaria como probidticos e na producdo de
detergentes. E muito eficaz para controlar nematoides. Estudos mostram que a mistura
entre B. licheniformis e B. subtilis promoveu o crescimento de plantas de soja.

Bacillus methylotrophicus ¢ uma bactéria encontrada na rizosfera e

apresenta grande potencial de promog¢ao de crescimento de plantas. B. methylotrophicus
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¢ aerobica, movel, com endoésporos em formato de bastdo. O grande interesse nessa
espécie bacteriana consiste justamente na sua interagdo benéfica com plantas,
promovendo o seu crescimento. Além disso, produz bacteriocinas, possui capacidade de

biorremediar solos e age no controle de doencas (MONNERAT et al., 2020).

3.3.3 Género Pseudomonas

O género Pseudomonas representa um grupo fisiologicamente e
geneticamente diverso com uma grande importancia ecologica. Esta diversidade ¢ o
resultado da interagdo entre fatores ecologicos e genéticos e tem sido objeto de um intenso
e continuo esforco taxondmico. Esse grupo de bactérias amplamente investigado é
onipresente em todos os principais ambientes naturais, muitas vezes em associagao intima
com plantas e animais (ZAGO; CHUGANI, 2009).

O género inclui bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos e
em forma de bastonete, mdvel por meio de um ou mais flagelos polares. Elas sdao aerobias
obrigatorias, mas algumas espécies podem crescer em condigdes anaerobicas na presenga
de nitrato. Catalase-positivas, elas metabolizam aglcares oxidativamente e nenhuma ¢
fermentativa ou fotossintética. O tamanho ¢ de cerca de 1-5 pm de comprimento e 0,5—
1,0 um de largura. Este género contém principalmente Pseudomonas spp. fluorescentes,

bem como algumas espécies nao fluorescentes.

3.3.4 Género Chromobacterium

A espécie Chromobacterium subtsugae ¢ uma bactéria Gram-negativa,
identificada em 2007 nos Estados Unidos, que tem como caracteristicas a pigmentagao
violeta e a mobilidade flagelar. Essa pigmentacdo, denominada violaceina, apresenta
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Essa
bactéria apresenta crescimento 6timo a 25 °C, em pH 6,5-8,0 com até¢ 1,5% de NaCl
adicionado ao meio (MONNERAT et al., 2020). Com a temperatura exercendo efeito
significativo sobre o nimero de unidades formadoras de colonias apds 96 horas, bem
como também o efeito quadratico da concentra¢do de NaCl sobre a densidade optica em

espectrofotometro (ARAUJO; RODRIGUES; DEMIATE, 2023).



17

Além disso, possui um gene que codifica uma proteina inseticida
semelhante ao encontrado em Photorhabdus luminescens e Xenorhabdus nematophilia.
A maior mortalidade de insetos tratados com C. subtsugae ocorre em razdo da
combinacdo de células vivas e de compostos (toxinas inseticidas) presentes no meio
liquido, os quais foram produzidos na fase estacionaria de crescimento da bactéria (Martin
et al., 2007).

As bactérias produtoras de toxinas sdo particularmente atraentes como
agentes ativos para o desenvolvimento de novos produtos, uma vez que frequentemente
possuem um espectro mais amplo de atividade, além de beneficios de formulacdo e

aplicagdo (MONNERAT et al., 2020).

3.3.5 Género Azospirillum

O género pertencente a classe Alphaproteobacteria tem sido considerado
importante entre as bactérias promotoras de crescimento de plantas. As espécies de
Azospirillum apresentam ampla ocorréncia nos ambientes, incluindo regides tropicais,
subtropicais e temperadas; a maioria delas foram descritas de raizes de plantas e amostras
de solo. Alguns membros do género sdo reconhecidos como biofertilizadores devido as
suas caracteristicas de promover o crescimento das plantas, como fixacdo biologica de
nitrogénio, producdo de hormdnios, solubilizagdo de fosfato, e producao de sideréforos.
Além de possuir atividades de biocontrole de fitopatdgenos. Todas essas caracteristicas
tornam algumas espécies de Azospirillum atrativas para uso na agricultura (PEDRAZA et
al., 2020).

A espécie Azospirillum brasilense ¢ a espécies mais amplamente
conhecida e foi isolada no Brasil, da rizosfera de Digitaria eriantha. Johanna Dobereiner
(1924-2000), uma engenheira agronoma brasileira, que descobriu a bactéria Azospirillum
e estudou sua capacidade de fixar nitrogénio. Sua pesquisa revolucionou o cultivo de soja
no Brasil e ajudou a reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados. Varios grupos
de pesquisa no Brasil apresentaram resultados impressionantes de aumento no
crescimento de raizes, produgdo de biomassa, rendimento de graos, absor¢ao de nutrientes
e agua e aumento da tolerancia a estresses abiodticos devido a inoculacdo com duas

linhagens da espécie (SANTOS, NOGUEIRA e HUNGRIA, 2021).
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3.3.6 Género Rhizobium

As bactérias desse género sdo gram-negativas, ndo produzem esporos,
possuem o formato de bastonetes com um tamanho de 0,5-1,0 x 1,2-3,0 um, méveis por
1 a 6 flagelos peritricosos e em algumas linhagens foram descritas fimbrias. Sao
aerobicas, com temperatura Otima para crescimento entre 25 e 30°C, mas algumas
espécies podem crescer em temperaturas maiores que 40°C. O pH 6timo para crescimento
estd entre 6-7, porém possui uma faixa de ph de 4-10. Os tempos de geracao das estirpes
de Rhizobium sao de 1,5 a 5,0 h. As colonias geralmente sdo brancas ou bege, circular,
convexa, semi-translicida ou opaca, sobressalente e mucilaginosa, geralmente com 2-4
mm de didmetro em 3-5 dias em meio de cultura yeast-mannitol-mineral salts agar
(YMA). Todas as espécies conhecidas de Rhizobium incluem cepas que induzem
hipertrofismos em plantas como nédulos radiculares com ou sem fixa¢do simbiotica de
nitrogénio. Algumas células de espécies bacterianas simbidticas entram nas células do
pelo da raiz de plantas leguminosas (Familia Leguminosae) por invagina¢dao ou por
feridas (“‘entrada por rachadura”) e provocam a produgao de ndédulos radiculares nos quais
as bactérias se envolvem como simbiontes intracelulares, geralmente fixando nitrogénio.
Muitos genes bem definidos de nodulagdo (nod) e fixacdo de nitrogénio (nif) sdo
agrupados em grandes plasmideos ou megaplasmideos (pSyms). A transferéncia de
plasmideo entre espécies resulta na expressao e heranca estdvel das propriedades
interativas da planta particular da espécie doadora de plasmideo. A especificidade do
hospedeiro da planta ¢ geralmente para alguns géneros de leguminosas, mas pode, em
algumas linhagens, incluir uma ampla variedade de géneros de leguminosas e ¢, até certo
ponto, determinada pela estrutura quimica dos fatores Nod de lipoquito-oligossacarideos
produzidos. Essas moléculas semelhantes a quitina induzem a organogénese do nddulo
na auséncia de bactérias. Nos nodulos radiculares, as bactérias ocorrem como endofitos
que exibem formas pleomorficas, denominadas “bacteroides”, que reduzem ou fixam o
nitrogénio atmosférico gasoso em uma forma combinada utilizadvel pela planta hospedeira
(KUYKENDALL et al., 2015).

Bactérias desse género sdo colonizadoras frequentes da rizosfera de uma
ampla gama de plantas e podem habitar de forma endofitica plantas ndo leguminosas.
Nesses habitats rizosféricos e endofiticos, eles podem exibir varios efeitos promotores do
crescimento das plantas, como producdo de hormoénios, solubilizagio de fosfato e

supressao de patdégenos (SESSITSCH et al., 2002).
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3.3.7 Género Bradyrhizobium

As Bradyrhizobium apresentam um formato de bastonete com um tamanho
entre 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um, sob condicdo adversa de crescimento apresentam
pleomorfismo, sdo gram-negativas e nao produzem esporos. Geralmente contém granulos
de poli-B-hidroxibutirato que sdo refratarios a microscopia de contraste de fase. Sado
moveis por um flagelo polar ou subpolar e a presenca de fimbrias nao foi descrita. Sao
aerdbicas, possuem uma temperatura 6tima para crescimento na faixa de 25-30°C e pH
ideal entre 6-7, porém linhagens de solos acidos podem apresentar valores mais baixos
de pH ideal. As colonias sdo circulares, opacas, raramente translucidas, brancas, convexa,
tendem a ter uma textura granulada e ndo passam de 1,0 mm de diametro em menos de
5-6 dias de incubacdo em meio de cultura A1IEG. Apenas apos 3-4 dias que apresenta
turbidez em meio de cultura liquido em agitagdo. O tempo da geragao ¢ de 9-18h. Os
organismos sdo caracteristicamente capazes de entrar nos pelos radiculares de plantas
leguminosas de zona tropical e algumas de zona temperada (familia Leguminosae) e
incitar a producao de nodulos radiculares, nos quais as bactérias ocorrem como
simbiontes fixadores de nitrogénio intracelular. Algumas linhagens, especialmente B.
elkanii, fixam nitrogénio no estado de vida livre quando examinadas sob condicdes

especiais (KUYKENDALL, 2015).

3.3.8 Género Nitrospirillum

Anteriormente pertencia ao género Azospirillum, mas foi reclassificado em
2014 por LIN et al., de Azospirillum amazonense para Nitrospirillum amazonense.
Primeiramente foi isolada de plantas da Amazonia brasileira, mas também foram isoladas
de tecidos de diferentes variedades de cana-de-agucar e selecionadas para formulagdo de
bioinoculantes de cana-de-agucar, visando reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados,
sendo uma espécie fixadora de nitrogénio. Ha estudos demonstrando os ganhos na
morfologia, nutri¢do das plantas de cana-de-agucar, promovendo o crescimento com a

aplicacdo da bactéria (BONASSI, 2024; REIS, 2020).
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3.4 Principais pragas

De acordo com o Centro de Tecnologia Canavieira (2018) as principais
pragas da cana-de-agucar sdo: broca da cana (Diatraea saccharalis), bicudo da cana
(Sphenophorus levis), cigarrinha das raizes (Manaharva fimbriolata), broca dos rizomas
(Migdolus fryanus), broca gigante (7elchin licus), cupins (Heterotermes tenui,
Cornitermes cumulans, Neocapritermes opacus, Embiratermes sp., Procornitermes

triacifer), lagarta desfolhadora, lagarta elasmo e formigas cortadeiras.

3.5 Bicudo da cana-de-agucar (Sphenophorus levis)

O bicudo da cana-de-agtcar, Sphenophorus levis (Vaurie) (Coleoptera:
Curculionidae), atualmente ¢ uma praga primaria dos canaviais, primeiramente devido a
sua distribuicdo na principal regido canavieira do pais, ocorrendo nas principais regides
produtoras de cana-de-acucar do estado de Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais ¢ Mato
Grosso do Sul (MORAES; AVILA, 2013; DINARDO-MIRANDA, 2018).

Os danos gerados pelo ataque podem levar a morte das touceiras. Além da
reducdo na produtividade agricola, qualidade de matéria prima e longevidade dos
canaviais. Em determinados locais tém-se observado cerca de 50% a 60% de perfilho
atacados, provocando uma queda na produtividade na ordem de 20 a 30 toneladas ha/ano

(LEITE et al., 2012; NETO & GARCIA, 2016).

3.5.1 Bioecologia

Uma outra razdo para o inseto ser uma praga de grande importancia na
cultura, ¢ sua bioecologia, tornando-o de dificil controle. O ciclo biologico de S. levis
varia de 58 a 307 dias, com média de 173,4 dias em condicdes de laboratorio. Entre
machos e fémeas a longevidade pode chegar de 247 a 249 dias respectivamente,
apresentando até 5 geracdes em 12 meses (DEGASPARI et al., 1987).

A reproducao do Sphenophorus levis ¢ sempre sexuada e os adultos
atingem a maturidade sexual aproximadamente duas semanas apds emergirem. Ao atingir
essa fase, se inicia o comportamento do acasalamento, tendo um tempo total de copula

num unico dia por casal uma média de 7 horas. O periodo de pré-oviposicao dura em
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média entre 5 e 11 dias, apresentando um pico maximo de oviposicao entre o 7° ¢ 14° dias
apods a copula, com a postura didria reduzindo gradativamente com o passar do tempo
apos estes picos. Os ovos sdo postos de forma isolada, sendo de 1 a 4 ovos por fémea. O
numero de ovos postos e a sua viabilidade, variam de acordo com a idade em quem as
fémeas foram acasaladas, havendo um aumento dos numeros nas que foram acasaladas
entre 14 e 35 dias de vida, comparativamente as mais novas (BARRETO-TRIANA,
2009). De acordo com Precetti e Téran (1983), a capacidade média de oviposi¢ao das
fémeas ¢ de 40 ovos, podendo atingir 60 a 70 ovos, sendo que 75% destes sdao depositados
na primeira metade da vida.

Para a execu¢do da postura, a fémea abre com o rostro um orificio no
colmo da cana e os ovos sdo postados na parte interna, a uma profundidade que varia
desde a superficie at¢ um maximo de 4 mm. Ao realizar a postura os ovos apresentam
uma cor branco-leitosa (Figura 5) e vai escurecendo conforme se aproxima o momento
da eclosdo da larva. A fase possui uma duracdo média de 8,4 dias. (DEGASPARI et al.
1987).

;f-

Figura 5 - Ovos de Sphenophorus levis.
Fonte: CTC (2018)

Ao eclodir, a larva apresenta uma cor branco-leitosa (Figura 6) e com o
desenvolvimento e a idade adquire coloracdo amarelada, tendo uma duragao média de
35,6 dias variando de 26 a 50 dias, com um pico populacional em junho-julho. Possui
sobre o dorso e no primeiro segmento toracico, junto a cabega, uma mancha castanho-
escuro e espirdculos visiveis neste segmento ¢ no abdomen. Sdo apodas, enrugadas e
abrem galerias na planta (GALLO et al., 2002). Pouco antes da larva passar para a fase

pupal, ela amplia a galeria em que se encontra, preparando a “camara pupal”. Entdo ela
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praticamente encerra seus movimentos, para de se alimentar, diminui de tamanho e passa

a fase de pupa.

‘;i‘z&.', 4
Figura 6 - Larva de Sphenophorus levis.
Fonte: de autoria propria.

Logo no inicio da fase, a pupa possui coloragdo branco-leitosa do tipo
exarada e torna-se castanha conforme se aproxima a emergéncia do adulto (Figura 7).

Possui uma duragdo média de 10,50 dias, variando de cinco a treze dias.

Figura 7 - Pupa de Sphenophorus levis em camara pupal no interior do colmo.

Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Biologico, 2018.

O adulto geralmente ¢ encontrado abrigado abaixo do nivel de solo. Em
muitos casos o Sphenophorus levis é confundido com o Metamasius hemipterus devido
as suas semelhancas, mas podem ser diferenciados observando a coloragdo do corpo:
alaranjado para M. hemipterus e castanho-avermelhado para S. levis. Porém

caracterizagdes considerando apenas a coloracdo pode gerar erros, pois existem insetos
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que possuem policromatismo. Portanto uma outra caracteristica interessante para
diferenciar as espécies sdo as manchas no pronoto. No Sphenophorus levis, ha trés
manchas negras longitudinais, a mancha central apresenta um formato de losango e ¢ mais
curta, estendendo-se entre a margem apical até um pouco além da metade do pronoto; as
manchas laterais sdo irregulares, distribuidas por quase toda a extensdo do pronoto, desde
a margem basal até a margem apical com constricdo proximo a margem apical. No
Metamasius hemipterus a mancha central estende-se entre as margens apical e basal do
pronoto, com largura mais ou menos uniforme, ou com regioes mais alargadas na parte
mais proxima ao apice ou ao meio. As duas manchas laterias, com formato triangular,
estendem-se da margem basal do pronoto até aproximadamente a metade, sendo mais
largas na base e estreitas no apice (ALENCAR, 2016).

O macho normalmente ¢ menor do que a fémea, variando entre 7,70 mm e 11,20
mm de comprimento. A fémea mede entre 10,50 mm e 13,30 mm. Porém o tamanho ndo
¢ um bom indicativo para separar o sexo, pois ha populagdes em que os insetos possuem
tamanhos variados, machos grandes e pequenos, fémeas grandes e pequenas, portanto
podendo apresentar tamanhos similares ou machos maiores do que uma fémea da
populagdo. O melhor para diferenciacdo, ¢ a observagdo da extremidade do abdome e a
pilosidade. O macho apresenta a regido ventral mais pilosa, principalmente na coxa
dianteira, onde nas cerdas se agrupam, dando um aspecto de esponja e tem o pigidio mais
arredondado (Figura 9) do que as fémeas, que possuem um pigidio truncado, com formato

semelhante a letra V (Figura 8).
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5 mm

Figura 8 - Fémea adulta de Sphenophorus levis. Presenga de pouca pilosidade e pigidio
truncado (setas).
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Biologico, 2018.

5 mm

Figura 9 - Macho adulto de Sphenophorus levis. Presenca de pilosidade abundante e
pigidio arredondado (setas).
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Biologico, 2018.

Embora o adulto apresente asa, ndo foi relatado ainda ele se locomovendo
através do voo. Em condigdes de laboratorio, a longevidade do adulto ¢ de sete a 249 dias
para fémea e sete a 247 dias para macho. Adulto coletado no campo e mantido em

laboratorio para obtencdo de ovos viveu até 200 dias.
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Em um estudo realizado por Barreto-Triana (2009), foram liberados
adultos de Sphenophorus levis e avaliados a 5 e 10 metros do ponto de liberacdo. A
recaptura foi baixa até o 21° dia, correspondendo a 2% dos individuos liberados.

Demonstrando uma baixa mobilidade da espécie.

3.5.2 Monitoramento

Para o monitoramento dos canaviais ¢ feito a avaliagdo das soqueiras de
cana de 2 a 3 meses ap0s a colheita, visitando estas areas e percorrendo estas soqueiras
novas procurando os sintomas caracteristicos promovidos nas canas pela praga, que € o
secamento das folhas mais velhas evoluindo para o secamento das folhas mais novas. E
feito um caminhamento para esta procura (roguing) e, uma vez detectada a praga no
talhdo, fica caracterizada a sua ocorréncia nessa area, atingindo assim o mapeamento da
praga (Figura 9). Esta procura deve ser feita avaliando-se por volta de 12 ruas de cana por
amostrador, e sempre que verificar o sintoma de secamento ou ‘“coracdo morto”. O
amostrador deverd retirar a cana danificada com a finalidade de avaliar a causa. Nesta
avaliacdo, quando for determinado o nivel de dano superior a 3% nos tocos atacados,
deve-se adotar a metodologia de controle de acordo com a época de corte da cana. Se nas
canas avaliadas apds o segundo corte a porcentagem de tocos atacados estiver em nivel
de dano entre 1,0% e 2,9%, estas areas deverao novamente ser avaliadas imediatamente
apds o terceiro corte e seguir novamente a recomendagdo de controle a partir do

desenvolvimento da soqueira (ALMEIDA, 2020).
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Figura 10 - Esquema para o levantamento populacional ¢ danos
do bicudo da cana-de-acticar, em 5 pontos por hectare em areas
de cana soca.

Fonte: ALMEIDA, 2020.

3.5.3 Controle

O controle de S. levis é feito de diferentes maneiras, se utilizando do
controle quimico, cultural e bioldgico. No controle quimico sdo registrados 26 produtos
comerciais para o controle do inseto-praga na cultura da cana-de-agucar, aplicados através
de pulverizagdes na cana soca no inicio da brotagdo, sobre a linha de plantio ou se fazendo
uma aplicacdo de jato dirigido na operacao de plantios novos, aplicando o produto sobre
as mudas (AGROFIT, 2024). A maioria dos produtos comerciais apresentam um modo de
acdo através de contato ou ingestdo e devido a caracteristica comportamental ¢ da
bioecologia do bicudo-da-cana de ficar abaixo do solo, dentro dos rizomas e no colo do

colmo, ¢ um controle que sozinho apresenta dificuldades em suprimir grandes populagdes

de S. levis.
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Em um estudo realizado por Nascimento (2024), a aplicagdo dos produtos
comerciais Engeo Pleno S, Regent Duo, Warrant 700 WG, Altacor e Zeus via fertirrigagdo
com vinhaga para o controle do bicudo-da-cana, ndo promoveu a redugdo da infestagdo
do inseto nos perfilhos novos, aos 150 dias apds aplicacdo, apresentando eficiéncia
semelhante ao cortador de soqueira. Ja Xavier (2020) avaliou niveis de dano econdmico
para o controle quimico (Alfa-cipermetrina 120 + fipronil 180 SC, Bifentrina 400 EC,
Bifentrina 50 + carbossulfano 150 EC, Clorantraniliprole 650 WG, Fipronil 200 EC,
Imidacloprido 700 WG, Imidacloprido 728 SC, Lambda-cialotrina 106 + tiametoxam
1411 SC) e biologico (Beauveria bassiana) do S. levis em cultivos de cana-de-agtcar de
sequeiro e irrigado, em que a intensidade de ataque do inseto foi monitorada em lavouras
comerciais de cana-de-agucar por quatro anos. Os valores de niveis de dano econdmico
para realizagdo de controle quimico da praga em cultivos de sequeiro e irrigados foram
5,93% e 4,85% de tocos atacados, respectivamente. J4 para realizacdo de controle
bioldgico de S. levis com o fungo B. bassiana em cultivos de sequeiro e irrigados, os
valores do NDE foram 4,15% e 3,40% de tocos atacados, respectivamente.

Porém Custodio, Martinelli e Santos (2017) obtiveram resultados de que o
principio ativo Fipronil proporcionou melhores resultados no controle populacional e
reducdo de danos causados pela infestagdo de S. levis, quando avaliados em comparagao
com B. bassiana e Metarhizium anisopliae.

Para o controle cultural € realizado a destrui¢ao mecanica da soqueira com
um cortador de soqueira, que destroi ou expde as larvas e pupas ao sol, na época seca do

ano, ¢ adotado um vazio sanitario por pelo menos 4 a 5 meses (AGROLINK, 2021).

3.6 Controle Biologico

Controle biolégico ¢ um fendmeno natural que consiste na regulacao do
numero de plantas e animais por inimigos naturais, 0s quais se constituem nos agentes de
mortalidade bidtica. Assim, todas as espécies de plantas e animais tém inimigos naturais
atacando seus vdrios estdgios de vida. Dentre tais inimigos naturais existem grupos
bastante diversificados, como insetos, virus, fungos, bactérias, nematoides, protozoarios,
rickéttsias, micoplasmas, acaros, aranhas, peixes, anfibios, répteis, aves ¢ mamiferos

(PARRA et al., 2002).
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No controle bioldgico classico ha importagdo e colonizagdo de parasitoides
ou predadores, visando ao controle de pragas exoticas (eventualmente nativas). De
maneira geral, as liberagdes sdo realizadas com um pequeno nimero de insetos
(liberagdes inoculativas), por uma ou mais vezes no mesmo local; por isso, o controle
bioldgico, nesse caso, ¢ visto como uma medida de controle a longo prazo, pois a
populacdo dos inimigos naturais tende a aumentar com o passar do tempo e, portanto,
somente se aplica a culturas semiperenes ou perenes. Um exemplo notavel inclui a
utiliza¢ao nos EUA, de moscas decapitadoras (espécies de Pseudacteon spp.) no controle
de formiga de fogo exoticas. Por causa do longo, rigoroso e alto custo do processo de
descoberta de novas espécies, testes, quarentena e criacdo desses inimigos naturais, os
programas de controle bioldgico classico sdo tipicamente conduzidos por pesquisadores
em agéncias governamentais ou com financiamento e parceria de universidades
(JEFFERS e CHONG, 2021).

Ja o controle bioldgico conservativo, refere-se a populagdo de inimigos
que ocorrem naturalmente. Atendendo a um dos preceitos basicos de controle biologico,
ou seja, conservagdo, tais inimigos naturais devem ser preservados e se possivel,
aumentados por meio da manipulacdo de seu ambiente de forma favoravel, usando
inseticidas seletivos em €pocas corretas, reduzir dosagens de produtos quimicos, evitar
praticas culturais inadequadas, preservar habitat ou fontes de alimentacdo para inimigos
naturais (VARGAS et al., 2023). Como a implementagdo e conservacao de plantas
frutiferas para serem utilizadas como base de manuten¢do e/ou incremento da populacao
de parasitoides capazes de atuar como agentes de controle bioldgico de espécies de
Anastrepha spp. de importancia econdmica (ADAIME et al., 2018). Sdo muito
importantes em programas de manejo de pragas, pois a preservagao ¢ a manutengao dos
inimigos naturais sdo imprescindiveis para estabelecer o equilibrio bioldgico e reduzir os
custos de producdo (SANTOS, 2006).

O controle bioldgico aplicado (CBA) trata-se de liberagdes inundativas
apods a criagdo massal em laboratorio, visando a reducdo rapida da populacdo da praga
para seu nivel de equilibrio. Esse tipo de controle biologico ¢ bem-aceito pelo usudrio,
pois tem um tipo de ac@o rapida, muito semelhante a de inseticidas convencionais. Como
comentado anteriormente, quando apenas existia o controle biologico classico, uma vez
que as técnicas de criagdes de insetos eram incipientes, entre as desvantagens do controle
bioldgico apontadas estavam sua agdo lenta e sua aplicacdo exclusivamente em culturas

perenes ou semiperenes. Com o desenvolvimento do controle bioldgico aplicado, tais
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desvantagens foram superadas. O CBA refere-se ao preceito basico de controle biologico
atualmente chamado de multiplicagdo (criagdes massais), que evoluiu muito com o
desenvolvimento das dietas artificiais para insetos, especialmente a partir da década de
70 (PARRA et al., 2002). Esses “inseticidas biologicos” sao mais utilizados para
parasitoides ou predadores nativos, embora possam ser aplicados a inimigos naturais
exoticos. Nesse tipo de controle ndo se espera estabelecimento dos individuos liberados
nas areas visadas. Existem muitos casos de sucesso de CBA, sendo bastante frequente,
por exemplo, a liberacao de Trichogramma spp., de forma inundativa, em diversos paises
do mundo e o controle de Diaphorina citri pelo parasitoide Tamarixia radiata (PARRA e
JUNIOR, 2019). Uma das alternativas ao controle biologico de S. levis e que tem se

mostrado efetivo, € o uso dos nematoides entomopatogénicos (SILVA, 2021).

3.7 Fungos entomopatogénicos (FEs)

Os primeiros testes com fungos entomopatogénicos foram realizados pelo
russo Metschnikoff no final do século XIX, quando avaliou o potencial de Metarhizium
anisopliae para o controle de uma espécie de besouro. Os FEs sdo organismos de
tamanho, coloracdo e forma varidveis, multicelulares que formam um conjunto de hifas
denominado micélio. No caso dos FEs anamorficos (ex.: Metarhizium e Beauveria), as
hifas sdo septadas e produzem esporos assexuais (conidios) em estruturas especializadas
chamadas de conidioforo. Os conidios tém a funcdo chave de infectar o hospedeiro e
disseminar o fungo no ambiente. A aplicacdo inundativa de fungos anamorficos € a mais
utilizada no Brasil e no mundo, devido ao seu rapido efeito de supressdo da praga
independente da sua densidade populacional, muito utilizado contra pragas de culturas
anuais, como hortalicas e grdos, cujo ciclo bioldgico ¢ mais rapido e sdo prolificas
demandando elevadas dosagens do micopesticida para prover um controle satisfatorio. A
introducdo inoculativa de FEs tem sido mais difundida nos cultivos semiperenes e

perenes, tais como mandioca, café, frutiferas e florestas (MASCARIN & PAULI, 2010).
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3.7.1 Beauveria bassiana

A Beauveria bassiana pertence ao filo Ascomyta, ordem Hypocreales e da
familia Cordycipitaceae. A infec¢do comeca por meio da fixagdo de conidios a cuticula
do hospedeiro por meio de forgas fisicas, seguidas pela germinagdo e penetracdo das
camadas cuticulares com o auxilio de enzimas hidroliticas (por exemplo, proteases,
lipases, quitinases), pressdo mecanica e outros fatores. Quando as hifas em crescimento
alcangam a hemolinfa rica em nutrientes, o fungo ¢ capaz de brotar em blastosporos
unicelulares semelhantes a leveduras (ou corpos hifais) que sdo estruturas especializadas
para proliferar e explorar rapidamente nutrientes, colonizar tecidos internos e escapar do
sistema imunologico do hospedeiro. Uma variedade de metabolitos toxicos (peptideos
antimicrobianos) ¢ produzida durante a colonizagdo. Eles estdo envolvidos na supressao
imunologica do hospedeiro, acompanhada pela destruicdo dos tecidos internos do
hospedeiro e pela deplecdo de nutrientes, levando, portanto, a morte do hospedeiro
(Figura 11). Historicamente, Beauveria, assim como 0s outros ascomicetos
entomopatogénicos, tem sido usada de forma inundativa, em um paradigma quimico, por
assim dizer. Normalmente, quantidades muito grandes de propagulos, geralmente
conidios aéreos, sdo aplicados ao inseto alvo e seu habitat. Beauveria é considerado um
agente de biocontrole ambientalmente seguro que representa ameaga zero ou minima a
satde humana e ¢ geralmente inofensivo para organismos nio alvo (MASCARIN &

JARONSKI, 2016).
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Figura 11 - Ciclo basico da rela¢do patdgeno-hospedeiro de Beauveria bassiana.

Fonte: Mascarin & Jaronski, 2016.

3.7.2 Metarhizium anisopliae

O Metarhizium anisopliae ¢ um fungo anamoérfico, também pertencente ao
filo Ascomyta, como a B. bassiana, ¢ a espécie mais estudada do género Metarhizium. As
estruturas reprodutivas da espécie (o anamorfo, a forma mais comum de se encontrar)
compreende conidi6foros e conidios. Estruturas leveduriformes ou blastosporos e
apressorios sao produzidos por M. anisopliae através da diferenciacdo micelial.
Blastosporos podem funcionar em certos casos como unidades reprodutivas e sdo
produzidos em culturas submersas e na hemolinfa de insetos hospedeiros. Os apressorios,
formados na extremidade das hifas, podem estar envolvidos na patogenicidade do fungo
e tém a funcao de iniciar a penetracao epicuticular e procuticular do tegumento do inseto.
A relagdo fungo-hospedeiro ocorre por meio da adesdo e germinag¢do de conidios na
superficie do inseto, seguida pela penetragdo de hifas pela cuticula. O processo de

colonizagdo do hospedeiro inicia ap0ds a penetracao, com as hifas penetrantes se tornando
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mais espessas e ramificadas dentro do tegumento e da hemocele do inseto, formando
blastosporos. As hifas continuam a crescer e invadir varios 6rgaos internos apds a morte
do hospedeiro e, subsequentemente, emergirdo do corpo do inseto e produzirdo conidios
que se disseminam e infectam outros individuos (Figura 12). Metarhizium anisopliae
demonstra consideravel versatilidade metabolica e ecoldgica e foi observado colonizando
a rizosfera e aderindo as superficies das raizes das plantas, e pode influenciar
significativamente esse nicho ecologico repelindo ¢ matando insetos do solo. Estudos
mostraram que alguns fungos endofiticos patogénicos de insetos, como Metarhizium, sao
capazes de transferir nitrogénio derivado de insetos para as raizes das plantas,
provavelmente em troca de agucares vegetais. Metarhizium tem uma heranga filogenética
de simbiose vegetal (ou seja, o género estd intimamente relacionado a outros endofitos) e

evoluiu como um patogeno generalista de insetos (TTAGO, OLIVEIRA e LIMA, 2014).
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Figura 12 - Ciclo basico da relagdo patogeno-hospedeiro de fungos anamorficos. Ilustragdo: ciclo de
Metarhizium anisopliae (Hypocreales) sobre Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-da-raiz cana-de-agucar).
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3.7.3 Isaria javanica

A espécie também pertence a familia Cordycipitaceae. Em um estudo
realizado por Sani et al. (2023), sementes de tomate tratadas com uma suspensao fungica
de 1. javanica e P. lilacinum permitiram sua recuperacao dos tecidos vegetais (raiz, caule
e folha) até 60 dias apds a inoculagdo. Ambos os isolados endofiticos também causaram
mortalidade significativa de Bemisia tabaci adulto em mudas inoculadas com, I. javanica
e P. lilacinum em comparagdo ao tratamento controle. Demonstrando de que isolados
endofiticos de I. javanica e P. lilacinum t€ém potencial de biocontrole para uso contra
moscas-brancas e podem ser explorados como promotores de crescimento de plantas. Em
outro estudo realizado por Kang et al. 2018, os autores apresentaram resultados indicando
que isolados de I. javanica podem ser usados como novos agentes de biocontrole para o
controle simultaneo de pulgdes e doengas fungicas, como antracnose e requeima de

Phytophthora, em uma estrutura de manejo integrado de pragas para pimenta vermelha.

3.7.4 Purpureocilium lilacinum

O género pertence a familia Ophiocordycipitaceae e foi encontrado em
uma ampla variedade de ambientes terrestres e marinhos. Eles sdo frequentemente
isolados de insetos, nematoides e da rizosfera de muitas plantagdes. A espécie pode
crescer em uma ampla faixa de temperaturas de 8 a 38 °C com temperaturas 6timas de
26-30 °C. Ela também tem uma ampla tolerancia ao pH e pode crescer em uma variedade
de substratos. Este fungo tem potencial promissor como um agente de biocontrole para
controlar nematoides das galhas das raizes das culturas. O parasitismo dos nematoides ¢
que as hifas invadem diretamente a superficie dos ovos dos nematoides e entdo produzem
apressorios na superficie, que infectam os ovos dos nematoides apos adsor¢do. No
processo de infec¢do, P. lilacinum secreta uma variedade de enzimas, como serina
protease e quitinase, que podem levar a degradagao de componentes de proteina e quitina
da epiderme do nematoide, o que ¢ propicio a invasdo de fungos e destruicdo de
componentes celulares. Foi demonstrado que o filtrado de fermentacdo de P. lilacinum
pode inibir o crescimento micelial dos fungos patogénicos Helminthosporium maydis e
Fusarium graminearum, ¢ tem um efeito inibitério significativo na germinagao de

esporos de Fusarium oxysporum € que a espécie apresenta uma diversidade quimica em
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seus metabolitos secundarios, tendo potencial uso e estudos, nao s na agricultura como
na medicina, como a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos anticancer e
antibidticos (CHEN e HU, 2022).

Em um estudo realizado por Khan e Tanaka (2023), demonstraram que P.
lilacinum pode ser usado como um fungo promotor do crescimento de plantas e um
nematicida bioldgico para o controle de doengas de nematoides das galhas em berinjelas.
Os autores realizaram um ensaio em vaso no qual berinjelas cultivadas no solo foram
tratadas com P lilacinum seguido de inoculagdo com Meloidogyne incognita. Os
resultados indicaram que P. lilacinum reduziu efetivamente a populagcdo de nematoides e
o nimero de galhas nas raizes das plantas. Além disso, a aplicagdo de P. /ilacinum resultou
em melhorias significativas no crescimento e biomassa das plantas, mesmo sob infeccao
por nematoides, enquanto melhorou os pigmentos fotossintéticos das plantas, ou seja,

clorofila e carotenoides.

3.7.5 Trichoderma harzianum

Pertencente ao filo Ascomycota e a familia Hypocreaceae, os primeiros
relatos de Trichoderma spp. datam de cerca de 1794, quando Persoon isolou quatro
amostras e realizou caracterizagdes, das quais apenas o 7. viride ainda permanece como
identificado como Trichoderma e conhecidos desde 1920 pela sua capacidade de agir
como agentes de biocontrole. A reprodu¢do de 7richoderma spp. ¢ geralmente observada
na forma assexual, sendo encontrado nos solos, em plantas herbaceas e lenhosas, em uma
ampla faixa de temperaturas, produzindo esporos esverdeados. Além disso, as espécies
apresentam um crescimento rapido, invasivo e prolifico, portanto, sdao capazes de
competir agressivamente com outros microrganismos pelo espaco, nutrientes e luz, sdo
conhecidas ha muito tempo nao apenas pelo controle de doencgas de plantas, mas também
por sua capacidade de aumentar o crescimento e o desenvolvimento das plantas, elevada
capacidade reprodutiva, capacidade de modificar a rizosfera, capacidade de crescer em
condicdes adversas, competéncia no uso de nutrientes, forte agressividade contra fungos
fitopatogénicos e eficacia no suporte ao crescimento das plantas e mecanismos de defesa
aprimorados (WAGHUNDE et al., 2016).

O Trichoderma harzianum ¢ um fungo agressivo, de rapida proliferagao,

produtor de esporos abundantes e que compete fortemente por luz, minerais e espaco.
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Além de atuar ativamente no controle de patdogenos, a espécie atua na promog¢do de
crescimento interferindo na combinacdo de fatores como auxina, giberelina e etileno,
melhorando a germinagdo das sementes, a estatura da cultura e a massa seca quando
aplicado ao solo e aumenta a resisténcia das plantas a condi¢des de estresse. O fungo
libera moléculas elicitoras que promovem o crescimento das plantas, raizes e
disponibilidade de nutrientes, estimulando a expressdo de genes envolvidos no sistema
de defesa da planta. O T. harzianum pode ser aplicado em tratamento de sementes, em
tratamento de mudas e imersao de raizes, e em tratamento do solo. Portanto, a espécie
pode aumentar o potencial das plantas de resistir a diversos fatores biodticos e abioticos
associados a perda de produtividade (PANI; KUMAR; SHARMA, 2021).

Os fungos Trichoderma spp. podem ser utilizados no controle de variados
patogenos, como: Macrophima phaseolina, Sclerotinia sclerotium, Rhizoctonia solanum,
Phytophtora sojae, Sclerotium rolfsii, Fusarium spp. e Rosellinia necatrix. De acordo
com Infante et al. (2009), a acdo de controle desses fitopatogenos pode ser feito através
da competicdo por substrato, pela producdo de substancias antibidticas que inibem o
crescimento do outro microrganismo (antibiose), desativagdo de enzimas do patdgeno,

micoparasitismo ou induc¢do de resisténcia, como relatado por Pascholati et al. (2019).

3.8 Nematoide Entomopatogénico (NEP)

Os nematoides podem ser encontrados em ambientes aquaticos, terrestres
e no solo. Sao vermes microscépicos, cilindricos e alongados, que podem ser encontrados
em todos os ambientes onde ha possibilidade de vida. Eles podem viver em aguas doces,
marinhas e no filme de dgua do solo. Com base nos diferentes habitos alimentares, os
nematoides podem ser divididos em diferentes grupos (troficos) funcionais (parasitos de
plantas, parasitos de animais, fungivoros, bacteridéfagos, carnivoros, onivoros e outros que
se alimentam de eucariotos unicelulares).

Embora existam 11 familias de nematoides que oferecem potencial para o
controle bioldgico de insetos pragas, o recente enfoque tem sido basicamente sobre 4
familias: Mermithidae, da classe Adenophorea, e Neotylenchidae, Steinernematidae e
Heterorhabditidae, da classe Secernentea. Os nematoides dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis j4 sdo produzidos comercialmente para uso no controle de pragas

agricolas, de importancia veterinaria e urbanas (GEORGIS et al., 2006, GREWAL et al.,
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2001). Sao utilizados como controladores bioldgicos de diversas pragas agricolas que
vivem no solo ou possuem habitos cripticos, pois sdo patogénicos a diversas espécies de
insetos, apresentando uma particularidade que € a associacdo simbionte com bactérias
entomopatogénicas dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus (associagdo com espécies
dos géneros Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente). Essas bactérias sdo as
principais responsaveis pela rapida morte do hospedeiro por septicemia (DOLINSKI &
MOINO, 2006).

No Brasil a primeira pesquisa sobre nematoides entomopatogénicos foi
realizada por Lauro Travassos em 1927 ao estudar a espécie Aplectana kraussei,
concluindo que se tratava de um novo género Steineria, nomenclatura que foi alterada em
1982 por Wouts et al., para Steinernema.

Os NEPs apresentam, durante seu ciclo de vida, uma forma larval de
resisténcia conhecida como Juvenil Infectante (JI), encontrada livre no solo. Este JI possui
duas cuticulas superpostas e seus orificios naturais (boca e anus) encontram-se fechados,
de forma a evitar dessecagao e conferir maior tempo de sobrevivéncia. Dentro de seu tubo
digestivo, os JIs carregam uma monocultura de bactérias. Estas bactérias pertencem a
uma espécie (uma para cada espécie de nematoide) e permanecem com crescimento e
metabolismo controlado dentro do intestino do JI, até que este encontre um inseto para
infectar. Os JIs infectam este inseto adulto ou larva, penetrando em orificios como boca,
anus ou espiraculos ou ainda perfurando regides menos resistentes do exoesqueleto.
Algumas espécies de NEPs possuem um dente corneo na regido anterior do corpo que
facilita a penetracdo. Uma vez no hemoceloma (principal cavidade do corpo do inseto),
os JIs liberam as bactérias neles contidas, iniciando uma infeccdo. Essas bactérias
rapidamente matam o inseto (ALMENARA et al., 2018). Os nematoides se alimentam da
bactéria e tecido hospedeiro, se reproduzem por 2 a 3 geragdes e emergem dos cadaveres
como juvenis infectivos para a procura de novos hospedeiros.

Ao contrario do que ocorre em Steinernema, os JIs de Heterorhabditis nao
precisam utilizar orificios naturais do inseto para penetragdo, pois possuem um dente
corneo que lhes permite perfurar a cuticula do inseto. Geralmente essas perfuracdes sdo
feitas nas regidoes mais finas e flexiveis, como entre os segmentos apendiculares (FORST
et al. 2002). Apesar desta diferenca, o ciclo de Heterorhabditis ¢ bem semelhante ao do
Steinernema (Figura 12). As diferencas sdo que os adultos de primeira geracao do género
Heterorhabditis sdo hermafroditas com morfologia de fémeas. Essas “fémeas

hermafroditas” produzem primeiramente espermatozoides que ficam armazenados na
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espermateca a espera dos ovdcitos que serdo produzidos. Se um tnico JI de
Heterorhabditis infectar um inseto, terd sucesso, pois nao ha necessidade de copula entre
adultos de primeira geragdo para a produgdo de ovos fertilizados. O aparecimento de
machos e fémeas acontece a partir da segunda geragdo, e nela a reprodugdo ocorre por
fertilizacdo cruzada. Os nematoides do 3° estadio retém sempre um indculo de bactéria
em seu intestino, que liberados para o meio externo, onde permanecem até nova infec¢ao

(DOLINSKI & MOINO, 2006).

Juvenis infectantes (J3)

Pt

o}

Steinemematidae Heterorhabditidae

Inseto-hospedeiro

Adulto
12 geragao

J3 B
2-3 geracfes
J2
Figura 13 - Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e

Heterorhabditis.
Fonte: DOLINSKI & MOINO (2006).

Nesse meio externo, para se movimentar e buscar um novo hospedeiro, os
nematoides entomopatogénicos podem ser classificados como “ambusher” (que fica de
tocaia) ou “‘cruiser” (que busca pelo solo). As espécies “ambusher” realiza uma
movimentagdo propria chamada de nictagdo, a qual consiste na suspensdo do corpo,
ficando apoiado apenas na ponta da cauda. A parte anterior do nematoide fica livre
aguardando a passagem de um hospedeiro para entdo saltar sobre ele. Steinernema

carpocapsae ¢ Steinernema scapterisci sao exemplos de NEPs que fazem nictagdo. Os
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nematoides “cruiser” nao espera o hospedeiro passar, mas o buscam ativamente no solo,
respondendo positivamente a diversos compostos volateis e CO> deslocando-se a uma
certa distdncia até localizd-lo (resposta direcional), como é o caso de espécies como
Heterorhabditis bacteriophora e Steinernema glaseri. Além disso, existem espécies de
NEPs que apresentam caracteristicas tanto de “ambushers” como de “cruisers”, de acordo

com a proximidade do hospedeiro, como ocorre com Steinernema feltiae e Steinernema

rarum (DOLINSKI & MOINO, 2006).

3.8.1 Steinernema rarum

A espécie pertence a familia Steinernematidae, como as espécies de
nematoides no geral, pode ser identificada por caracterizagdo molecular baseada na
sequéncia do rDNA 28S, pois a baixa variagdo morfoldgica e caracteristicas similares
desse grupo dificultam a identificagcdo (DOLINSKI et al., 2008).

O nematoide possui associagao mutualistica com a bactéria Xenorhabdus
szentirmaii, que apos liberada, infecta e causa a morte no hospedeiro, deixando-o com
uma coloracdo avermelhada, resultante da formacao de cristais roxos de iodo produzidos
pela bactéria (Figura 14). O S. rarum ¢é aunica espécie do género Steinernema a apresentar
essa caracteristica devido a X. szenmtirmaii, pois outras espécies € suas respectivas
simbiontes do género Xenorhabdus quando infectam o hospedeiro, deixam-no com uma
coloragdo acinzentada ou amarelo-creme. Isso ressalta a importancia da identificagao
molecular, pois, devido a essa caracteristica e a baixa variagdo morfologica, sem essa
tecnologia, a espécie pode ser erroneamente identificada como uma pertencente ao género
Heterorhabditis, que em associagdo com bactérias do género Photorhabdus, infectam o
hospedeiro e deixam-o vermelho ou em casos raros, esverdeados, moderadamente

luminescente no escuro (Figura 15) (TARASCO et al., 2023).
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Figura 14 - Lagartas de Galleria mellonela mortas
devido a infec¢do de Steinernema rarum e sua cor
vermelha caracteristica da agdo da bactéria simbionte
Xenorhabdus szentirmaii.

Fonte: de autoria propria.

Figura 15 - Cores caracteristicas da lagarta de
Galleria mellonella devido a ac¢do das bactérias
simbiontes: Photorhabdus (esquerda) causa
uma cor vermelha ou esverdeada, Xenorhabdus,
com excecdo da X. szentirmaii, (direita) causa
uma cor amarelo-creme ou acizentado.

Fonte: Tarasco et al., 2023.

O nematoide penetra no hospedeiro através de aberturas naturais, libera a
bactéria na hemocele, onde se reproduzem e matam o inseto por septicemia dentro de 24
a 48 horas, tornando o ambiente favoravel para o desenvolvimento e reprodugdo do

nematoide. Quando os recursos do hospedeiro se esgotam, os juvenis infectivos saem em
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procura de outro hospedeiro no solo. O Steinernema rarum se comporta satisfatoriamente
em uma temperatura que varia entre 18 °C e 30 °C, amplitude térmica observada em seu
local de isolamento e possui um tamanho aproximado de 511 um (SILVA et al., 2018).
Em um estudo realizado por Brida et al. (2017) para identificar nematoides
entomopatogénicos de solos agricolas com culturas anuais, frutiferas e florestais no
Brasil, o S. rarum, foi identificado em solo arenoso com plantagdes de Rubus idaeus
(framboeseira), Mangifera indica (mangueira) e Oryza sativa (arroz), e em solo argiloso
com Citrus sp. € Eucalyptus sp., demonstrando a diversidade de habitat dessa espécie de
nematoide.

Ao decorrer dos anos, até o periodo atual deste trabalho, estudos foram
realizados, comprovando a ampla gama de hospedeiros e potencial deste nematoide para
o controle biologico

De Doucet et al. (1999) compararam a viruléncia de S. rarum, S. feltiae e
H. bacteriophora sobre 33 diferentes espécies de insetos distribuidos nas ordens
Anoplura, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Lepdotera e Orthoptera,
usando a dose de 100 JIs/inseto. S. rarum se destacou por causar mortalidades acima de
90% para a maioria dos insetos testados, consideradas de importancia agricola: Eriopis
connexa, Hippodamia convergens, Naupactus cinereidorsum, Epicauta adspersa,
Tenebrio molitor e Chrysodina sp. S. rarum se destacou também por desenvolver-se com
sucesso em insetos adultos e imaturos, enquanto as outras duas espécies de nematoides
desenvolveram somente em insetos imaturos. Santos et al. (2022) pesquisaram a
eficiéncia do S. rarum PAM 25 para controle de Drosophila suzukii (mosca-da-asa-
manchada) e obtiveram resultados confirmando o potencial do nematoide para o controle
do inseto.

Silva et al. (2021) conduziram o primeiro estudo a avaliar o S. rarum PAM
25 para controle de Sphenophorus levis e destacou seu potencial entre as espécies de
NEPs avaliadas, como a de melhor desempenho e capacidade de busca da larva e pupa
do inseto dentro do rizoma de cana-de-actcar. Gongalves et al. (2022), obtiveram
resultados demonstrando a eficiéncia desse isolado do nematoide no controle da fase
larval da praga em condigdes de campo e Leite et al. (2023) desenvolveram um novo
processo bifasico de producao do S. rarum, altamente eficiente, com custos de producao
e aplicacao reduzidos. Tais estudos demonstram a eficiéncia e a viabilidade da produgao

e da utiliza¢do do nematoide para o controle de Sphenophorus levis em grande escala.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias, fungos, nematoide Steinernema rarum e lagartas de Galleria
mellonella utilizados

As bactérias, fungos e nematdides testados foram provenientes da cole¢ao
de microrganismos presente na Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle
Biolodgico, no Centro Avancado de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade
Agropecudria-CAPSA, localizado em Campinas. As espécies de bactérias avaliadas
foram: Rhizobium tropici, Nitrospirillum amazonense, Bradyrhizobium elkanii,
Bradyrhizobium japonicum, Priestia megaterium ATCC14581, Priestia aryabhattai
4005, Pseudomonas putida, Chromobacterium subtsugae, Pseudomonas protegens,
Bacillus thuringiensis kurstaki, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis
ATCC6051, Azospirillum brasiliense, Bacillus velezensis, Bacillus amyloliquefaciens
CCT7690, Cytobacillus firmus, Pseudomonas fluorescens CCT2487 e Bacillus
methylotrophicus UFPEDA20. As espécies de fungos avaliados foram: Beauveria
bassiana 1BCB 66, Isaria javanica 1BCB 638, Metarhizium anisopliae IBCB 425,
Purpureocillium lilacinum 1BCB 130 e Trichoderma harzianum I1BCB 1917. A espécie
de nematoide avaliada foi o Steinernema rarum isolado PAM 25.

As lagartas de Galleria mellonela utilizadas nos experimentos foram
retiradas da criagdo da Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico, no
Centro Avangado de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Agropecudria-CAPSA,

localizado em Campinas.

4.2 Inseticidas utilizados

Os inseticidas utilizados foram fornecidos pela Usina ABENGOA. Sendo
eles: Dinotefuram + Lambda-Cialotrina, Clorantraliniprole, Tiametoxan + Lambda-

Cialotrina, Bifentrina e Fipronil.
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4.3 Coleta de adultos de Sphenophorus levis

Os adultos de S. levis foram coletados nos canaviais das usinas ABENGOA
(Sao Joao da Boa Vista - SP) e Ester (Cosmépolis - SP), usando-se iscas.

Para fazer as iscas, foram retiradas plantas de cana-de-ac¢ticar € com um
facdo foram cortados em partes de aproximadamente 30 cm, e entdo cada parte foi cortada
ao meio longitudinalmente. Na area destinada, as iscas foram dispostas entre as plantas,
de duas em duas, com o lado interno da cana virado para o solo, entdo coberto de palhada.
Foram colocadas a cada 10 metros, com 10 a 15 de iscas por linha. Uma semana apos a

instalacdo das iscas, foi feito a coleta dos adultos de S. levis (Figura 16).

Figura 16 - Coleta de adultos de Sphenophorus levis. A) Linha de plantio do canavial em que foram
instaladas as iscas. B) Instalagdo das iscas de cana-de-actcar. C) Verificagdo das iscas uma semana apds
instalag@o e coleta dos adultos de Sphenophorus levis.

Fonte: de autoria propria.

Os testes foram realizados somente para o estagio adulto do S. levis, pois ha uma
dificuldade da obtencdo do estagio larval, o S. rarum ja é comprovadamente eficiente para
o controle da larva e pupa, e devido a dificuldade do nematoide entomopatogenico S.
rarum sozinho controlar o adulto, buscou-se, portanto, através dos estudos, uma
alternativa.

4.4 Multiplicacao e padronizacao dos fungos

Os fungos foram repicados em placas com meio de cultura BDA e
mantidos em BOD a 28 °C para crescimento. Apos o crescimento, a solucdo foi preparada
a partir da raspagem da placa e a concentragdo de cada fungo foi avaliada e padronizada
por diluicdo até atingir a dose recomendada para aplicagdo em campo: Beauveria

bassiana IBCB 66 com 8,0 x 10° UFC/mL, Metarhizium anisopliae IBCB 425 com 5 x
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10°UFC/mL, Isaria javanica IBCB 638 com 1 x 10° UFC/mL, Purpureocillium lilacium
IBCB 130 com 1 x 10° UFC/ml.

4.5 Multiplicacio e padronizacio das bactérias

As  espécies  Rhizobium  tropici, Nitrospirillum  amazonense,
Bradyrhizobium elkanii € Bradyrhizobium japonicum foram mantidas em meio de cultura
“Yeast Manitol” YM (0,4 g de extrato de levedura,10 g de manitol, 0,5 g de KoHPOys, 0,2
g de MgSO4, 0,1 g NaCl, 1L de 4gua destilada autoclavada) em agitagdo constante, a 27°C
durante 5 dias. As demais espécies foram mantidas em meio de cultura “Nutrient Broth”
(5 g de peptona, 5g de cloreto de sédio, 1,5 g de extrato de bife, 1,5g de extrato de
levedura, 1L de 4dgua destilada autoclavada), em agitagao constante (170 rpm), a 27°C
durante trés dias. Para conhecer a concentracdo de cada bactéria foram realizadas
diluigdes seriadas e contagem de UFC.

De acordo com os resultados as bactérias tinham as seguintes
concentragdes: Priestia megaterium ATCC 14581 com 1,9 x 10° UFC/mL, Priestia
aryabhattai 4005 com 3,4 x 10° UFC/mL, Bacillus thuringhiensis kurstaki com 2,8 x 10°
UFC/mL, Chromobacterium subtsugae com 1,5 x 102 UFC/mL, Bacillus pumilus com 2,5
x 10¢ UFC/mL, Pseudomonas protegens com 5,5 x 102 UFC/mL, Bacillus licheniformis
com 2,4 x 10° UFC/mL, Bacillus velezensis com 1,5 x 10 UFC/mL, Pseudomonas putida
com 1,4 x 108 UFC/mL, Pseudomonas fluorescens CCT2487 com 1,4 x 108, Azospirillum
brasilense com 2,3 x 108 UFC/mL, Cytobacillus firmus com 3,0 x 107 UFC/mL, Bacillus
subtilis ATCC6051 com 3,7 x 10" UFC/mL, Bacillus amyloliquefaciens CCT7690 com
1,7 x 102 UFC/mL, Bradyrhizobium japonicum com 1,2 x 10° UFC/mL- Bradyrhizobium
elkanii com 4,0 x 103 UFC/mL, Rhizobium tropici com 1,2 x 10° UFC/mL, Nitrospirillum
amazonense com 1,7 x 108 UFC/mL, Bacillus metylotrophicus UFPEDA20 com 1,0 x 10°
UFC/mL.

4.6 Padronizacio dos nematoides para o teste de compatibilidade

Os nematoides, provenientes da colecdo, foram contados usando-se a

Camara de McMaster. Depois de constatado a concentragdo que o conteudo tinha, foi
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feito o célculo para atingir a concentracdo desejada de 50 JIs/mL: Volume inicial *
Concentracao inicial = Volume final * Concentragdo final. Depois do resultado obtido, a
dilui¢do foi feita para obter o volume e concentracdo necessaria para a realizagao do

bioensaio.

4.7 Compatibilidade de Steinernema rarum com bactérias e fungos, e infectividade

para Galleria mellonella

Nesta etapa do estudo foi avaliado a compatibilidade de Steinernema
rarum com bactérias e fungos, e infectividade do nematoide para Galleria mellonella.
Para esse estudo foram realizados dois experimentos, um para avaliar a compatibilidade
e outro a infectividade. Para ambos os experimentos, foram estabelecidos 25 tratamentos
representados por 19 bactérias, cinco fungos e trés controles (NB, YM e dgua destilada
autoclavada).

No primeiro experimento, o bioensaio foi realizado utilizando-se a
metodologia adaptada de Campos-Herrera (2023), com placas de Petri 90x15 mm
estéreis. Para cada isolado foram estabelecidas seis repeticdes, cada repeticdo consistindo
de uma placa de Petri contendo 12mL do tratamento: 4 mL de agua destilada autoclavada,
4 mL de suspensdo contendo S. rarum na concentragdo de 50 JIs/mL (pois ¢ a dose
utilizada em campo), mais 4 mL do isolado do microrganismo avaliado (Figura 17). As
avaliacoes foram realizadas com 3h, 10h, 24h, 48h, 72h e uma semana: individuos com o
corpo extendido/reto apds estimulagdo com agulha foram considerados mortos e
individuo que se mexeram apds estimulagdo com agulha foram considerados vivos,

usando a Camara de McMaster.

4 mL Agua Destilada
/ 5
‘ \3‘ —— 4 mL Steinernema rarum
——
12 mL 4 mL Microrganismo

Figura 17 - Metodologia do teste de compatibilidade do Steinernema rarum com bactérias
e fungos.

Fonte: de autoria propria.
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No segundo experimento, o bioensaio foi realizado utilizando-se placas de
Petri 90x15 mm, descartaveis estéreis. Para cada isolado foram estabelecidas seis
repeticdes, cada repeticdo representada por uma placa de Petri contendo 12 mL do
tratamento: 4 mL de dgua destilada autoclavada, 4 mL da suspensdo de S. rarum a uma
concentragdo de 50 JIs/mL (pois ¢ a dose utilizada em campo), mais 4 mL do
microrganismo a ser avaliado. Apds uma semana, 1,5 mL do tratamento em cada repeti¢ao
foi aplicado em um papel filtro estendido na base de uma placa de Petri 90x15 mm,
seguido da liberacdo de 5 lagartas de Galleria mellonella. As placas foram fechadas e
incubadas em uma camara BOD, sob 24 °C, por uma semana. A cada 24h foi avaliado a
mortalidade das lagartas e a confirmagdo da causa pelo nematoide S. rarum mediante a
coloragao dos cadaveres ap6s serem transferidos para as armadilhas de White. Para cada
tratamento foram estabelecidas 6 repeti¢des, sendo cada repeticao representada por uma

placa de Petri.

4.8 Compatibilidade de Steinernema rarum com inseticidas utilizados em cana-de-

acucar, e infectividade para Galleria mellonella

Nesta etapa do estudo foi avaliado a compatibilidade de Steinernema
rarum com inseticidas quimicos, e a infectividade do nematoide para Galleria mellonella.
Para esse estudo foram realizados dois experimentos, um para avaliar a compatibilidade
e outro a infectividade. Para ambos os experimentos, foram estabelecidos seis tratamentos
representados por cinco produtos quimicos e um tratamento controle (dgua destilada
autoclavada).

No primeiro experimento, a metodologia utilizada foi a de Campos-
Herrera et al. (2023). O bioensaio foi realizado utilizando-se placas de Petri. Para cada
inseticida foram estabelecidas seis repeti¢des, cada repeticao consistindo de uma placa de
Petri 60x15 mm esteril contendo 5 mL do tratamento: 2,5 mL de S. rarum na concentragao
de 50 JIs/mL (pois ¢ a dose utilizada em campo), mais 2,5 mL do inseticida na dose
recomendada pelo fabricante (Figura 18): 0,045 g de Clorantraniliprole em 20 mL de
calda, 0,134 mL de Bifentrina em 20 mL de calda, 0,334 mL de Tiametoxam + Lambda-
Cialotrina em 20 mL de calda, 0,034 g de Fipronil em 20 mL de calda, 0,23 mL de

Dinotefuram + Lambda-Cialotrina em 20 mL de calda. As avaliagdes foram feitas com
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4h e 24h: individuos com o corpo extendido/reto apds estimulacdo com agulha foram
considerados mortos e individuo que se mexeram apds estimulagdo com agulha foram

considerados vivos, usando a Camara de McMaster.

-~ _— 2,5 mL Steinernema rarum
|
S / -
— 2,5 mL Inseticida
5SmL

Figura 18 - Metodologia do teste de compatibilidade do
Steinernema rarum com os inseticidas testados.

Fonte: de autoria propria.

No segundo experimento, a metodologia utilizada foi adaptada de Ozdemir
et al. (2020).:Em um frasco Schott de 100mL foi adicionado 20 mL da calda do inseticida,
em dose recomendada pelo fabricante, contendo o nematoide S. rarum na concentragao
de 50 JIs/mL (pois € a dose utilizada em campo). O frasco foi incubado no agitador a 170
rpm por 24 h, sob 24 °C. Em seguida, 1,5 mL da mistura S. rarum com o inseticida foi
filtrado em dois circulos de papéis filtro com o auxilio de uma bomba de vacuo, ¢ o
nematoide retido enxaguado trés vezes com 10 mL de agua destilada autoclavada usando
a bomba de vacuo, para excluir o inseticida e deixar apenas o nematoide. Depois o papel
filtro com o nematoide foi transferido para uma placa de Petri 90x15 mm, juntamente
com cinco lagartas de Galleria mellonella. As placas foram incubadas em uma camara
BOD sob 24 °C e avaliada a cada 24 h, durante uma semana, no que se refere a
mortalidade das lagartas pelo S. rarum, e a habilidade do nematoide de se multiplicar nos
cadaveres das lagartas utilizado armadilhas de White. Para cada tratamento foram

estabelecidas seis repeticoes, sendo cada repeti¢do representada por uma placa de Petri.
4.9 Patogenicidade de bactérias para adultos de Sphenophorus levis
Nesta etapa do estudo foi avaliado a patogenicidade de bactérias para

adultos de S. levis. Para esse estudo foi realizado um experimento, em que foi estabelecido

15 tratamentos representados por 13 bactérias e dois controles (NB e YM).
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O bioensaio foi realizado usando potes plasticos de 300 mL, com as tampas
perfuradas para aeracdo, cada pote contendo 100g de areia fina previamente esterilizada
em estufa a 120°C por 50 minutos. Para cada tratamento foram estabelecidas 10
repeticdes, sendo cada repeti¢ao representado por um pote plastico.

Apos as bactérias serem multiplicadas como descrito anteriormente (item
4.5), 50 mL da cultura foi adicionada em 50 mL de dgua destilada autoclavada dentro de
um frasco Scotch (200 mL), resultando na propor¢ao de 50 % da bactéria em 50 % de
agua destilada autoclavada. Depois, o frasco foi agitado e sobre a areia de cada repeticao,
foi inoculado 10 mL do caldo bacteriano das espécies consideradas em cada tratamento.

Em cada pote foram liberados cinco insetos e um pedaco de cana-de-
acucar de 3 cm (Figura 19). A avaliacdo foi feita com trés dias e seis dias apds, contando

a quantidade de S. levis vivos e mortos.

Figura 19 — Metodologia do teste de patogenicidade das
bactérias testadas em adultos de Sphenophorus levis.

Fonte: de autoria propria.

4.10 Viruléncia de Steinernema rarum em mistura com inseticidas quimicos para

adultos de Sphenophorus levis

Neste estudo foi avaliado estudo a viruléncia de Steinernema rarum em
mistura com inseticidas quimicos para adultos de Sphenophorus levis. Para esse estudo,

foram estabelecidos 12 tratamentos representados por cinco produtos quimicos, cinco
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produtos quimicos + S. rarum, um controle com 4dgua destilada autoclavada e um controle
com o S. rarum.

O experimento foi realizado utilizando potes plasticos de 300 mL, com as
tampas perfuradas para aeragdo, cada pote contendo 200 g de areia fina, previamente
esterilizada em estufa a 120 °C por 50 minutos. Sobre a areia foi aplicado 10 mL de cada
tratamento. Os inseticidas foram preparados a 4 da dose do recomendado pelo fabricante,
para possibilitar a avaliacdo dos tratamentos: 0,007 g de Clorantraniliprole em 3,181 mL
de calda, 0,0095 mL de Bifentrina em 3,181 mL de calda, 0,0318 mL de Tiametoxam +
Lambda-Cialotrina em 2,386 mL de calda, 0,0024 g de Fipronil em 4,7715 mL de calda,
0,037 mL de Dinotefuram + Lambda-Cialotrina em 3,181 mL de calda. Os nematoides
foram preparados na concentragdo de 1.000 Jis por inseto, uma superdose, para facilitar
a avaliacdo e comparagao entre tratamentos. Ambos 0s quimicos € o nematoide foram
aplicados no substrato com auxilio de uma pipeta. Para cada tratamento foram
estabelecidas 10 repeti¢des, sendo cada repeti¢cdo representado por um pote plastico. Em
cada pote foram liberados cinco insetos € um pedago de cana-de-agucar de 3 cm. As
avaliagOes foram realizadas com trés e seis dias apos, contando o nimero de S. levis vivos
e mortos. Para a confirmagao da morte pelo nematoide, os adultos foram transferidos para

armadilhas de White.

4.11 Analise estatistica

Os dados de porcentagem de viabilidade e mortalidade foram
transformados em arcsen Vx/100, sendo x a porcentagem da repeti¢io de cada tratamento.
O teste estatistico para comparar a média dos tratamentos foi o Tukey a 5% de

significancia. O programa estatistico utilizado foi o software SPSS, versdo 16.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Compatibilidade de Steinernema rarum com bactérias e fungos, e infectividade
para Galleria mellonella

Todas as bactérias e todos os fungos foram compativeis com S. rarum,
possibilitando 100% de juvenis infectivos (JIs) vivos apdés uma semana de exposi¢ao
(Tabela 2), exceto o fungo Trichoderma harzianum IBCB 1917, que apresentou 90,20%
de JIs vivos.

Porém, nos tratamentos em que o S. rarum foi exposto a 7. harzianum
IBCB 1917 € a Beauveria bassiana IBCB 66, obteve-se o melhor resultado no teste de
infectividade, com 100% de mortalidade de Galleria mellonella, demonstrando que as
espécies potencializaram a acdo do nematoide.

Portanto, além de ndo interferir na compatibilidade dos nematoides, os
agentes microbianos ndo afetaram negativamente a infectividade dos JIs para larvas de

G. mellonella ap6s uma semana da exposicao (Figuras 20 e 21).

Tabela 2 — Compatibilidade de Steinernema rarum com bactérias e fungos (viabilidade), e
infectividade para Galleria mellonella (mortalidade).

Viabilidade dos JIs Mortalidade
Tratamento (%) de Galleria
mellonella
1 semana (%)
Controle (H2O esteril) 100 a 90 ab
Controle NB 100 a 96,67 ab
Controle YM 100 a 83,33 ab
Rhizobium tropici 100 a X
Nitrospirillum amazonense 100 a 90 ab
Bradyrhizobium elkanii 100 a 86,67 ab
Bradyrhizobium japonicum 100 a 80 ab
Priestia megaterium ATCC14581 100 a 90 ab
Priestia aryabhattai 4005 100 a 93,33 ab
Pseudomonas putida 100 a 93,33 ab
Chromobacterium subtsugae 100 a 73,33 ab
Pseudomonas protegens 100 a 86,67 ab




Bacillus thuringiensis kurstaki
Bacillus licheniformis

Bacillus pumilus

Azospirillum brasiliense

Bacillus velezensis

Bacillus amyloliquefaciens CCT7690
Cytobacillus firmus

Bacillus subtilis ATCC6051

Bacillus metylotrophicus UFPEDA20
Pseudomonas fluorescens CCT2487
Beauveria bassiana IBCB 66
Metarhizium anisopliae IBCB 425
Purpureocillium lilacinum IBCB 130
Isaria javanica IBCB 638
Trichoderma harzianum IBCB 1917

100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
100 a
90,20 b

50

80 ab
96,67 ab
86,67 ab
96,67 ab

90 ab

80 ab

X
X

80 ab

90 ab

100 a
76,67 ab
93,33 ab

90 ab

100 a

X =Nao foi realizado o bioensaio com a espécie.

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia

Figura 20 - Larvas de Galleria mellonella apresentando coloragdo avermelhada(a) e nematoides (b),
confirmando morte por agdo do Steinernema rarum que foi exposto a Priestia aryabhattai 4005.
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Figura 21 - Larvas de Galleria mellonella apresentando coloragdo avermelhada(a) e nematoides (b),
confirmando morte por agdo do Steinernema rarum que foi exposto a Beauveria bassiana IBCB 66.

5.2 Compatibilidade de Steinernema rarum com inseticidas utilizados em cana-de-

acucar, e infectividade para Galleria mellonella

Todos os inseticidas quimicos foram compativeis com S. rarum apés 4
horas de exposi¢ao aos produtos, possibilitando 100% de viabilidade dos JIs. Apos 24
horas, apenas Dinotefuram + Lambda-Cialotrina apresentou redu¢do de nematoides
vivos, com 76,83% de Jls.

Apesar dessa redugdo de nematoides vivos, ao ser exposto ao Dinotefuram
+ Lambda-Cialotrina, o S. rarum exposto a esse inseticida foi o que apresentou melhor
resultado na mortalidade de G. mellonella.

Além da compatibilidade dos nematoides, os produtos quimicos ndo
afetaram a infectividade dos JIs para larvas de G. mellonella apds 24 horas de exposi¢ao
(Figuras 22 e 23). O tratamento controle também obteve menor porcentagem em relacao
aos outros tratamentos demonstrando que, exceto o Tiametoxan + Lambda-Cialotrina, os

inseticidas junto com o nematoide, potencializaram a a¢do de controle.
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Tabela 3 - Compatibilidade de Steinernema rarum com inseticidas utilizados em cana-de-agticar
(viabilidade), e infectividade para Galleria mellonella (mortalidade).

Viabilidade | Viabilidade | Mortalidade de
Tratamento dos JIs (%) | dos JIs (%) Galleria
mellonella
4h 24h (%)
Controle (H2O estéril) 100 a 100 a 66,7 be
Clorantraliniprole 100 a 100 a 80 abc
Bifentrina 100 a 100 a 90 ab
Tiametoxan + Lambda-Cialotrina 100 a 100 a 50c¢
Fipronil 100 a 100 a 86,7 ab
Dinotefuram + Lambda-Cialotrina 100 a 76,83 b 93,33 a

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia

Figura 22 - Larvas de Galleria mellonella apresentando coloragcdo avermelhada (A) e nematoides (B),
confirmando morte por agdo do Steinernema rarum no tratamento controle, em que foi exposto a agua
destilada autoclavada, utilizando-se da metodologia de imersdo da mistura em placas de Petri.
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Figura 23 - Larvas de Galleria mellonella infectadas com Steinernema rarum que foi exposto por 24h a
Clorantraniliprole.

O S. rarum demonstrou continuar infectivo ap6s ficar imerso por 24 h em
Tiametoxam + Lambda-Cialotrina e Dinotefuram + Lambda-Cialotrina, pois apresentou
a coloragdo avermelhada, porém nao conseguiu se reproduzir e multiplicar dentro do
hospedeiro, pois ndo sairam da lagarta para a 4gua na armadilha de White (Figura 24 e

25).

Figura 24 - Larvas de Galleria mellonella infectadas com Steinernema rarum exposto por 24h a
Dinotefuram + Lambda-Cialotrina.
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Figura 25 - Larvas de Galleria mellonella infectadas com Steinernema rarum que foi exposto por 24h a
Tiametoxam + Lambda-Cialotrina.

5.3 Patogenicidade de bactérias para adultos de Sphenophorus levis

Apesar de na avaliagdo de 3 dias haver diferenga entre os tratamentos, com os dias os
tratamentos se igualaram em resultados. Portanto todas as bactérias foram inocuas para
adultos de S. levis.



Tabela 4 - Teste de patogenicidade das bactérias em adultos de Sphenophorus levis
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Mortalidade de Mortalidade de

Mortalidade
Tratamento Sphenophorus  Sphenophorus cotal
levis levis
3 dias (%) 6 dias (%) (%)
Controle NB 0b 6a 6a
Controle YM 10 ab 10a 10a
Priestia megaterium ATCC14581 2 ab 2a 2a
Priestia aryabhattai 4005 2 ab 2a 2a
Bradyrhizobium elkanii 4 ab 4a 4a
Rhizobium tropici 10 ab 12a 12a
Nitrospirillum amazonense 8 ab 12a 12a
Chromobacterium subtsugae 8 ab 2a 10a
Pseudomonas fluorescens 6 ab 8a 8a
CCT2487
Bacillus thuringiensis kurstaki 0Ob 0a 0a
Bacillus licheniformis 0b 0a 0a
Bacillus pumilus 0b 0a 0a
Azospirillum brasiliense 0b 0a 0a
Bacillus velezensis 0b 2a 2a
Bacillus amyloliquefaciens 16 a 16a 16a
CCT7690

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia

5.4 Viruléncia de Steinernema rarum em combinacées com inseticidas quimicos

para adultos de Sphenophorus levis

Todos os produtos quimicos na dose de "4 da recomendada foram

atoxicos/indcuos para adultos de S. levis, com mortalidade do inseto abaixo de 17%,

exceto Bifentrina que proporcionou 40% de mortalidade trés dias apds a exposi¢ao e 60%

apos seis dias. Da mesma forma, o nematoide S. rarum foi in6cuo para adultos do inseto

na dose de 1000 Jis/inseto, ndo apresentando efeito sinergético nas misturas com os

produtos quimicos, exceto quando misturado com Bifentrina, j4 que a mortalidade
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aumentou de 60% no inseticida isolado, para 94% na mistura com o nematoide, 6 dias

apos a exposicao.

Tabela 5 - Teste de patogenicidade dos inseticidas e inseticidas + Steinernema rarum, em adultos de
Sphenophorus levis.

Mortalidade de Mortalidade de
Mortalidade
Tratamento Sphenophorus levis  Sphenophorus levis
total (%)
3 dias (%) 6 dias (%)

Controle NEPs Oc Oe Oe
Controle Agua

2c 2e 2e
Destilada Autoclavada
Clorantraliniprole Oc Oe Oe
Clorantraliniprole +

Oc Oe Oe
NEPs
Bifentrina 40 b 60b 60b
Bifentrina + NEPs 84 a 94 a 94 a
Tiametoxan +

0c 16 cd 16 cd
Lambda-Cialotrina
(Tiametoxan +
Lambda-Cialotrina) + 0c 10 cde 10 cde
NEPs
Fipronil 2¢ 6 cde 6 cde
Fipronil + NEPs Oc 4 de 4 de
Dinotefuran +

Oc 12 cde 12 cde
Lambda-Cialotrina
(Dinotefuran +
Lambda-Cialotrina) + Oc 20 ¢ 20c¢

NEPs

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

significancia
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, o nematoide entomopatogénico Steinernema rarum
demonstrou-se compativel e infectivo com as espécies de bactérias e fungos testadas. Os
nematoides entomopatogénicos (NEPs) podem ter o seu desempenho afetado por muitos
agentes de controle e agroquimicos. No caso desse estudo, nos tratamentos em que o S.
rarum foi exposto a T. harzianum IBCB 1917 e a Beauveria bassiana IBCB 66, obteve-
se com 100% de mortalidade de Galleria mellonella, demonstrando que as espécies
potencializaram a ag¢do do nematoide. As interagdes, que ocorrem com diferentes
intensidades, sdo menos provaveis quando os NEPs sdo aplicados simultaneamente ou
logo ap6s outros materiais. Normalmente, as hipoteses de interagdo sdo muito maiores
quando os NEPs s3o misturados com outros agentes em tanques de pulverizagdo por
conveniéncia, devido a maior concentracao desses agentes. As interagdes podem ser
intencionais quando os NEPs sdo combinados com outros agentes de controle (ACs) para
melhorar o controle de pragas por meio de efeitos aditivos ou, preferencialmente,
sinérgicos na mortalidade das pragas. As interagdes em aplicagdes combinadas incluem
efeitos na viabilidade e/ou patogenicidade dos ACs, reciclagem dos ACs na praga e
aumento da suscetibilidade da praga ao AC.

Além das bactérias e fungos testados, o S. rarum também foi compativel
com os produtos quimicos. No presente estudo, a metodologia usada para avaliar a
compatibilidade dos produtos quimicos com nematoides ¢ conhecida, sendo usada
anteriormente por Campos-Herrera et al. (2023). Juvenis infectivos de NEPs (Nematoides
Entomopatogénicos) conseguem tolerar exposi¢des de curto prazo (2-44 horas) a muitos
agroquimicos em concentracoes suficientemente altas para permitir a sua mistura em
tanques, facilitando o uso de NEPs em sistemas de gestdo integrada de pragas. Nesse
contexto, o sistema de aplicacdo e o volume de pulverizacdo irdo influenciar a exposi¢ao
dos juvenis infectivos (JIs) aos agroquimicos (Alumai e Grewal, 2004). Se os NEPs e os
agroquimicos nao forem compativeis para mistura em tanque, os agentes de controle
(ACs) devem ser aplicados separadamente, de acordo com a persisténcia dos
agroquimicos (Grewal et al., 1998). Na auséncia de informagdes sobre intervalos, os
NEPs devem ser aplicados pelo menos uma semana apoés inseticidas sintéticos e duas
semanas apos nematicidas. Como as espécies de NEPs diferem na compatibilidade com

materiais sintéticos ou bioldgicos, e alguns ingredientes inertes ou adjuvantes podem ser
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toxicos para os JIs (Krishnayya e Grewal, 2002), a compatibilidade entre as formulagdes
de NEPs e agroquimicos deve ser avaliada.

No presente estudo, todos os inseticidas quimicos permitiram a reprodugao
do nematoide nas larvas de G. mellonella, exceto Tiametoxam + Lambda-Cialotrina e
Dinotefuram + Lambda-Cialotrina, que inibiram a reproduc¢do ou formacdo dos juvenis
infectivos. Steinernema kushidai e S. scarabaei, dois nematoides bastante especificos e
altamente virulentos para escarabeideos, ndo interagiram com imidaclopride. Além disso,
o imidaclopride ndo comprometeu a reciclagem dos NEPs (Koppenhofer et al., 2003). Os
neonicotindides tiametoxam e clotianidina interagiram de forma menos consistente com
os NEPs (Koppenhofer et al., 2002; Koppenhofer e Fuzy, 2008b). Por outro lado, o
diamida clorantraniliprole apresentou sinergia com H. bacteriophora no controle de
larvas de escarabeideos sem comprometer a reciclagem dos nematoides (Koppenhofer e
Fuzy, 2008a).

O inseticida Bifentrina apresentou um efeito sinergistico no controle de
adultos de S. levis quando misturado ao nematoide S. rarum. A combinagdo de dois
agentes de controle (ACs) pode melhorar o controle (ou seja, a mortalidade) e/ou a rapidez
no controle de pragas. Se os ACs ndo interagirem, o controle ¢ aditivo (complementar).
Interagdes antagonicas entre ACs resultam num controle significativamente inferior ao
controle aditivo. Por outro lado, interagdes sinérgicas (ou de potencializa¢ao), em que a
acdo conjunta (ou suplementar) de dois agentes resulta num efeito superior a soma das
atividades dos agentes atuando isoladamente, levam a niveis de controle
significativamente mais elevados. A menos que o mecanismo de interagdo seja conhecido,
testes estatisticos sao utilizados para determinar o tipo de interacao, com base na diferenga
significativa entre o efeito observado e um efeito aditivo.

Alguns inseticidas mostram interacdes sinérgicas ou aditivas. Conjuntos
de dados mais amplos indicam que a variabilidade dentro de um determinado quimico
(por exemplo, imidaclopride, clotianidina) ¢ influenciada pela espécie de NEP e/ou pela
espécie de praga alvo. As interagdes entre NEPs e quimicos podem variar com base no
desenvolvimento da praga. Por exemplo, intera¢cdes mais fracas foram observadas entre
NEPs e imidaclopride em larvas de segundo estddio em comparacdo com as de terceiro
estadio (Koppenhofer e Fuzy, 2008b). Um antagonismo extremo ocorreu em pupas de
Phthorimaea operculella, enquanto o sinergismo foi observado em pré-pupas expostas a

combinagdes de S. carpocapsae e abamectina (Eivazian Kary et al., 2018).
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O sistema mais estudado ¢ a interagdo sinérgica entre NEPs e o
neonicotindide imidaclopride em larvas de escarabeideos. O imidaclopride reduz os
comportamentos defensivos das larvas, aumentando a fixa¢do e penetracdo dos NEPs
(Koppenhofer et al., 2000). O imidaclopride e Heterorhabditis bacteriophora
apresentaram sinergia de forma mais consistente contra larvas mais velhas de terceiro
estadio, mas proporcionaram um controle melhor em larvas mais jovens devido a maior
suscetibilidade destas a ambos os agentes de controle (ACs), com taxas tdo baixas quanto
25% e 50% das doses totais de H. bacteriophora e imidaclopride, respectivamente
(Koppenhofer e Fuzy, 2008b).

Neste estudo, todas as bactérias foram indcuas para adultos de S. levis, Em
estudos realizados, as combinag¢des entre NEPs ¢ bactérias resultaram em interagdes
antagdnicas ou aditivas. Nessas combina¢des, a reproducdao dos NEPs tendia a ser
reduzida (Bednarek, 1986) ou inibida (Kaya e Burlando, 1989; Poinar et al., 1990), a
menos que os NEPs fossem inoculados antes da bactéria. Quando a B-exotoxina de
Bacillus thuringiensis ssp. thuringiensis foi combinada com taxas economicamente
inviaveis de S. carpocapsae, a combinagdo causou uma mortalidade sinérgica em larvas
de Tipula paludosa (mosca europeia da cana) (Lam e Webster, 1972).

A mortalidade de larvas de terceiro estadio em vdarios escarabeideos
expostos a combinagdes de B. thuringiensis ssp. japonensis com S. glaseri ou H.
bacteriophora foi, na maioria dos casos, aditiva e, por vezes, sinérgica, especialmente
quando larvas mais jovens foram expostas (Koppenhofer et al., 1999). O efeito dessas
combinagdes na reproduc¢do dos NEPs ndo foi estudado.

Larvas de terceiro estadio do escarabeideo Cyclocephala hirta (besouro
mascarado) mostraram-se mais suscetiveis a H. bacteriophora e S. glaseri quando
infetadas pela bactéria causadora da doenca leitosa, Paenibacillus popilliae, devido a
maior penetragdo dos NEPs no intestino médio (Thurston et al.,, 1993, 1994). A
reproducao dos NEPs nao foi afetada pela infecao por P. popilliae (Thurston et al., 1993).
No entanto, a viabilidade dessa combinagdo ¢ limitada pelo lento estabelecimento da
doenca leitosa nas populagdes de escarabeideos e pela auséncia de métodos de producdo
in vitro para a bactéria.

O nematoide S. rarum foi indcuo para adultos do inseto na dose de 1000
JIs/inseto, ndo apresentando efeito sinergético nas misturas com os produtos quimicos,
exceto quando misturado com Bifentrina, j& que a mortalidade aumentou de 60% no

inseticida testado isoladamente, para 94% na mistura com o nematoide. Muitos
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agroquimicos podem afetar negativamente a sobrevivéncia de NEPs. Nao ha uma
tendéncia clara em relagdo a sensibilidade dos NEPs a diferentes classes de agroquimicos,
por isso novas combinagdes precisam ser avaliadas quanto & compatibilidade. Caso
contrario, os agentes devem ser aplicados com um intervalo de uma a duas semanas, um
do outro (KOPPENHOFER; FOYE, 2024).

No que diz respeito a melhoria do controle de pragas, ao selecionar
combinagdes para estudo e desenvolvimento, ¢ importante considerar se a combinagao
serd econdmica, pratica e/ou mais segura para os utilizadores ¢ o meio ambiente do que
as alternativas disponiveis. As aplicacdes combinadas sé sdo tUteis se a mortalidade das
pragas for aumentada sinergicamente. Se uma combinagao proporcionar controle aditivo,
¢ mais simples usar apenas o agente mais eficaz.

No entanto, combinag¢des aditivas podem ter vantagens. Por exemplo, em
fairways de campos de golfe, S. carpocapsae aplicado a meia dose, combinado com
imidaclopride, proporcionou um controle das larvas de Listronotus maculicollis
equivalente ao obtido com a dose completa de S. carpocapsae sozinho. Contudo, a
combinacdo ofereceu um controle mais consistente, foi menos dispendiosa devido ao
menor custo do imidaclopride, e este também controlou simultaneamente larvas de
escarabeideos, outro grupo importante de pragas (Koppenhéfer et al., 2020).

Quando ocorreram interacdes sinérgicas entre NEPs e inseticidas, o
inseticida afetou o comportamento dos NEPs ou, mais frequentemente, o comportamento
da praga devido a atividade neurotoxica dos inseticidas (KOPPENHOFER; FOYE, 2024).
Por isso, arenas experimentais devem permitir comportamentos normais tanto dos NEPs
como das pragas.

As combinagdes de NEPs com agentes biologicos resultaram, na maioria
dos casos, em mortalidade-alvo aditiva ou sinergia fraca, sendo raros os casos de
antagonismo ou sinergia forte. As observagdes para a maioria das combinagdes sdo
limitadas. Podem surgir tendéncias diferentes dependendo dos insetos, dos agentes
bioldgicos ou das condicdes ambientais. As co-aplicacdes contra o mesmo alvo
provavelmente desencadeiam competi¢do por recursos, embora, em condi¢des de campo,
as coinfecg¢des sejam menos provaveis.

Atualmente, as combinag¢des de NEPs com imidaclopride e com Bacillus
thuringiensis ssp. japonensis (ndo disponivel comercialmente) em larvas brancas de
escarabeideos sdo os Unicos sistemas com ensaios em estufas e no campo suficientes para

permitir recomendacdes informadas. As combinagdes de NEPs com imidaclopride podem
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ser uma ferramenta eficaz para o controle curativo de larvas brancas de escarabeideos
(KOPPENHOFER et al., 2000). Os NEPs sdo caros, portanto, a viabilidade desta

combinagdo depende da reducdo das taxas de NEPs, mantendo, ao mesmo tempo, um

controle aceitavel das pragas.
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7 CONCLUSAO

o O nematoide entomopatogénico Steinernema rarum ¢ compativel com as
espécies de bactérias e fungos testadas.

o Todos os inseticidas quimicos foram compativeis com S. rarum apés 4
horas de exposic¢ao aos produtos.

o Apds 24 horas, apenas Dinotefuram + Lambda-Cialotrina apresentou
reducdo de nematoides vivos, porém isso ndo afetou a infectividade do nematoide.

o Os agentes microbianos ndo afetaram negativamente a infectividade dos
JIs para larvas de G. mellonella ap6s 1 semana da exposigao.

. Nos tratamentos em que o S. rarum foi exposto a T. harzianum IBCB 1917
e a Beauveria bassiana IBCB 66, as espécies potencializaram a a¢do do nematoide.

o Os produtos quimicos nao afetaram a infectividade dos JIs para larvas de
G. mellonella ap6s 24 horas de exposi¢ao.

. Todas as bactérias foram indcuas para adultos de S. levis.

. Todos os produtos quimicos na dose de '4a da recomendada foram
atoxicos/indcuos para adultos de S. levis, exceto Bifentrina.

. O nematoide S. rarum foi in6cuo para adultos do inseto na dose de 1000
JIs/inseto, nao apresentando efeito sinergistico nas misturas com os produtos quimicos,
exceto quando misturado com Bifentrina.

J A Bifentrina apresentou um novo caminho para futuros estudos em
conjunto com o nematoide S. rarum, para controle de adultos de S. levis.

o O nematoide S. rarum pode ser utilizado em associa¢do com esses agentes
bioldgicos e inseticidas quimicos, apresentando potencial de serem utilizadas na mesma

area ou em conjunto nas operagdes agricolas, em um manejo integrado de pragas.
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