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BALLONE, P. SELECAO DE ISOLADOS DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE DE LARVAS DE *“fungus gnat’,
Bradysia mabiusi, E EFEITO DA INTERACAO ENTRE Steinernema feltiae e Bacillus
thuringiensis NA MORTALIDADE DO INSETO. Campinas, 2014.

Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegécio) - Instituto Bioldgico.

RESUMO

Bradysia sdo insetos da ordem Diptera, familia Sciaridae, considerados
importantes pragas em cultivos de cogumelo e viveiros de mudas, que atacam citros,
fumo, ornamentais, morango e diversas outras plantas de importancia econémica. No
presente trabalho, em condi¢c8es laboratoriais, foram testados isolados de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) para avaliar a populacdo de adultos emergentes da
Bradysia mabiusi. Foram avaliados 14 isolados de nematoides entomopatogénicos
(NEPs) dos géneros Steinernema e Heterorhabditis da Cole¢cdo de
Entomopatogénicos “Odemar Cadim de Abreu”, Instituto Bioldégico. O procedimento
utilizado foi padronizado para todos os testes, sendo estes potes plasticos contendo
substrato organico, com ragédo de coelho para alimentagdo dos insetos. Estes foram
levados a gaiola de infestagdo para oviposicdo dos adultos. Os tratamentos e a
testemunha de agua foram aplicados com auxilio de pipeta plastica, no substrato. Os
potes foram fechados e acondicionados em camara de crescimento com temperatura,
umidade relativa e luminosidade controladas (T=25 + 1°C, UR=70 + 10%, fotofase de
12 horas). Para avaliagdo do experimento foi colocado na parte superior dos
recipientes uma fita dupla fase adesiva amarela (10 x 15 cm), 0 que permitiu a captura
dos insetos adultos emergentes. Com o0s resultados, conclui-se que os isolados de
nematoides que apresentaram maior viruléncia para Bradysia mabiusi foram os
Steinernema IBCB n° 2 (S. carpocapsae), IBCB n° 47 (S. feltiae) e o Heterorhabitidis
AM n° 124 (H. amazonensis), nos quais proporcionaram uma mortalidade total de
100% dos insetos. Para o teste de aplicacao de diferentes épocas, concluiu-se que 21°
dia de aplicacdo apés a infestacdo do inseto, proporcionou um melhor controle da
praga em questdo. Para o teste de combinacéo, foi utilizado o nematoide S. feltiae
associado ao produto comercial a base de Bacillus thuringiensis (Bt), Vectobac®. Os
tratamentos testados isoladamente em cada nivel de dose proporcionaram
mortalidade do inseto semelhante entre si, respectivamente de 8,98% de NEP (62
Juvenil Infectivo/pote) e 10,35% de Bt (0,17g/10L), de 14,81 (265 Juvenil
Infectivo/pote) e 27,73 % (0,75¢/10L) e de 28,33% (533 Juvenil Infectivo/pote) e

29,53% (1,5¢9/10L). Quando misturados, esses agentes apresentaram niveis de



mortalidade significativamente maior de 57,87% na menor dose (62 Juvenil
Infectivo/pote + 0,17g/10L), 60,87% na intermediéria (265 Juvenil Infectivo/pote +
0,75g/10L) e 80,99% na maior (533 Juvenil Infectivo/pote + 1,5g/10L). Isso sugere um
efeito aditivo.

Palavras - chaves: Controle Bioldgico, Plantas ornamentais, Moscas-dos-fungos.



BALLONE, P. SELECTION OF ISOLATED entomopathogenic nematode CONTROL
OF LARVAE "fungus gnat", Bradysia mabiusi, AND EFFECT OF INTERACTION
BETWEEN Steinernema feltiae and Bacillus thuringiensis MORTALITY IN INSECT.
Campinas, 2014. Dissertation (Mestrado em Health, Food Safety and Environmental
Agribusiness) - Instituto Biologico.

ABSTRACT

Bradysia are insects of the order Diptera, family Sciaridae considered important
pests in mushroom crops and nurseries, which attack citrus, tobacco, ornamentals,
strawberries and many other plants of economic importance. In this study, under
laboratory conditions, were tested isolates of entomopathogenic nematodes (NEPs) to
assess the population of emerging adults Bradysia mabiusi. We evaluated 14 isolates
of entomopathogenic nematodes (NEPs) of the genera Steinernema and
Heterorhabditis Collection of Entomopathogenic "Odemar Cadim de Abreu," Biological
Institute. The procedure was standardized for all tests, which are plastic pots
containing organic substrate with rabbit chow feeding insects. These were taken to the
cage for oviposition infestation of adults. The treatments and the witness of water were
applied with the aid of plastic pipette, the substrate. The jars were sealed and placed in
growth with temperature, relative humidity and light controlled conditions (T =25+ 1°
C, RH =70 + 10%, photoperiod of 12 hours) camera. For evaluation of the experiment
was placed on top of the adhesive layer a yellow containers (10 x 15 cm) double-sided
tape, which allowed the capture of adult insects emerging. With the results, it is
concluded that the isolates of nematodes that showed greater virulence Bradysia
mabiusi were Steinernema IBCB n ° 2 (S. carpocapsae), IBCB n° 47 (S. feltiae) and
Heterorhabitidis AM n°® 124 (H. amazonensis ), in which provided a total mortality of
100% of the insects. For the application of different testing times, it was concluded that
21 days after the application of insect infestation, gave better control of the pest in
guestion. For the test combination, S. feltiae nematode associated with the commercial
product based on Bacillus thuringiensis (Bt), Vectobac® was used. The treatments
tested alone at each dose level yielded similar insect mortality among themselves,
respectively 8.98% of NEP (62 infective juvenile / pot) and 10.35% of Bt (0.17g / 10L),
14.81% (265 infective juvenile / pot) and 27.73% (0.75 g / 10L) and 28.33% (533
infective juvenile / pot) and 29.53% (1.5g / 10L). When mixed, these agents showed
significantly higher levels of mortality of 57.87% at the lowest dose (62 infective

juvenile / pot + 0.17g / 10L), 60.87% in the intermediate (265 infective juvenile / pot +



0.75¢g / 10L) and 80.99% at the highest (533 infective juvenile / pot + 1.5g / 10L). This
suggests an additive effect.

Key - words: Biological Control, Ornamental Plants, Fungus gnat
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1. INTRODUCAO
Bradysia sé@o insetos da ordem Diptera, familia Sciaridae. Hoje € uma das

principais pragas que ocorrem em cultivos protegidos (GALLO et al., 2002). No Brasil,
este inseto danifica principalmente plantas ornamentais e causa grandes prejuizos
também em mudas de diversas culturas, tais como, citros, fumo, morango e outras
(PAIVA 2004; RADIN et al. 2006).

A fase adulta do inseto € responsavel pela transmissao de fitopatégenos e a
fase larval danifica o sistema radicular, devido a alimentagdo, causando lesdes e
facilitando a entrada de patégenos na raiz, dentre eles Pythium e Fusarium (LEATH &
NEWTON, 1969; GRAHAM & MCNEILL, 1972).

A praga apresenta ampla distribuicdo biogeogréfica, ultrapassando 100
géneros em todo o mundo (ZANUNCIO et al. 1996), sendo mais de 190 espécies
encontradas na América do Sul (AMORIM, 1992). Bradysia coprophila (Lintner) tem
sido constatada como praga de muitas plantas cultivadas em casa de vegetagéo,
incluindo ornamentais, pepino, alface, e em 1991 foi detectada pela primeira vez no
Brasil atacando estacas de eucaliptos (ZANUNCIO et al. 1996)

Outra espécie encontrada no Brasil é Bradysia mabiusi relatada atacando
plantas ornamentais no municipio de Holambra, S&o Paulo (LEITE et al. 2007). Até
2009, nenhum produto quimico ou biolégico havia sido registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para o controle deste inseto (MAPA, 2009).

Uma das principais alternativas para o controle da praga, e que ja vem sendo
utilizada no controle de Bradysia sp. disponivel em paises da América do Norte e da
Europa é o0 uso de nematoides entomopatogénicos (NEPs) e da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti).

Os NEPs possuem a capacidade de buscar o hospedeiro em ambientes
cripticos, penetrando no inseto e liberando uma bactéria simbionte que causa
septicemia do hospedeiro num periodo de 24 a 72 horas (FERRAZ, 1998; ACEVEDO,
2005). Ja a bactéria Bti, atua no inseto por ingestao, constituindo-se da mistura da
bactéria na forma de esporo e de um cristal proteico formado pela bactéria, que se
dissolve no intestino do inseto e leva a uma toxicemia. Nessas condi¢cdes, 0 esporo
germina e a bactéria se reproduz, causando morte do inseto em 48 horas.

Como as larvas de B. mabiusi sdo encontradas no substrato atacando o
sistema radicular, 0 uso de nematoides entomopatogénicos poderia ser uma
alternativa para o controle da praga, sendo que o estudo de selecdo de isolados é uma

etapa fundamental para determinar quais nematoides podem ser utilizados no controle



e manejo do inseto praga (STUART et al. 2004; DOLINSKI & MOINO, 2006; GREWAL
et al. 1994).



2. OBJETIVOS

e Avaliar a viruléncia de nematoides entomopatogénicos para o controle de
larvas de Bradysia mabiusi.

o Avaliar o efeito de diferentes doses e épocas de aplicacdo de Steinernema
feltiae no controle de larvas de Bradysia mabiusi.

e Auvaliar o efeito da combinagéo de S.feltiae com o produto comercial a base de
Bacillus thuringiensis, Vectobac® sobre larvas de Bradysia mabiusi



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bradysia mabiusi — Caracterizacdo bioldgica, ecolégica e taxonémica
Para a maioria dos insetos do género Bradysia, a morfologia e biologia se

assemelham. Os adultos sdo pequenas moscas (2,5 cm de comprimento) de
coloracdo cinza a preta, com pernas finas e longas, que colocam ovos (0,25 mm)
amarelados, geralmente em grupos. Destes ovos eclodem as larvas, que medem até
0,6 mm de comprimento. Com ampla distribuicdo geografica, os insetos ocorrem
principalmente em ambientes sombreados e Umidos. As larvas que passam por quatro
instares larvais e se alimentam principalmente de fungos, os quais se desenvolvem em
materiais vegetais em decomposicéo e tém ocorréncia natural em solos, como agentes
decompositores de material orgéanico (TAVARES, 2010; GRAHAM & MCNEILL, 1972).

Os periodos de desenvolvimento do inseto sdo de 4-6 dias para a fase de ovo,
12-14 dias para a de larva, e 3-4 dias para a de pupa. O ciclo de ovo a ovo pode ser
completado em 20 a 25 dias (FIGURA 1).

12 a 14 dias

Figura 1: Ciclo de vida de Bradysia mabiusi
Fonte: Google imagens



No Brasil, algumas espécies tém importancia para estudos basicos de genética
(Bradysia hygida), e outras tém sido relatadas como pragas de esséncias florestais
(Bradysia croprophila), plantas ornamentais e cogumelos (Bradysia difformis e
Bradysia ocellaris) (GRAHAM & MCNEILL, 1972; TAVARES, 2010; GALLO et al.
2002). Esses insetos causam danos em diferentes espécies de plantas ornamentais,
incluindo violeta africana, cravo, crisantemo, ciclamens, lilium, geranios, impatiens e
bico de papagaio (AMORIM, 1992). Além disso, sdo encontrados frequentemente em
estufas de mudas citricas, especialmente de porta-enxertos. No entanto, as espécies
ainda nao foram identificadas (TAVARES, 2010; LEATH & NEWTON, 1969).

As larvas sdo consideradas fitéfagas (plantas), copréfagas (estercos) e
micetéfagas (fungos) (GRAHAM & MCNEILL, 1972; PAIVA, 2004; RUTHERFORD et
al. 1985). Alguns fungos como ascomicetos, basidiomicetos e mixomicetos fazem
parte da sua dieta natural. Sob condi¢cbes adversas, com altas temperaturas e baixa
umidade, as larvas se agregam para evitar a dessecacao. Acreditava-se que as elas
se alimentam exclusivamente de matéria organica morta e fungo, porém foi
demonstrado que as larvas séo capazes de se desenvolverem em raizes de plantas
jovens e saudaveis, além de causar danos e morte das sementes. Este
comportamento parece ser determinado pela disponibilidade de fontes alimentares
primarias, que sdo os fungos (LEATH & NEWTON, 1969; ZANUNCIO et al. 1996;
RADIN et al. 2006).

3.2. Disseminadores de fitopatégenos
HARRIS et al. (1995) citam o envolvimento destes insetos com a ocorréncia de

fitopatégenos. Por viverem em ambientes Umidos, no solo ou em substratos, as larvas
sdo capazes de disseminar o oomiceto Pythium ou fungos como Fusarium,
Colletotrichum ou Botrytis. Larvas de Bradysia impatiens que ingeriram odsporos e
micélio de Phytium aphanidermatum e se alimentaram de plantas jovens de pepino,
rapidamente introduziram este fungo nas plantas (GRAHAM & MCNEILL, 1972;
PAIVA, 2004; RUTHERFORD et al. 1985). Também foi observada a permanéncia de
ooOsporos, adquiridos pela larva, até a fase adulta, porém com baixa frequéncia —
1,67%. Nao foi constatada a transmisséo externa do oomiceto pelos adultos, ou seja,
as moscas ndo carregaram oosporos do fitopatogeno (OLSON et al. 2002; PAIVA,
2004; RADIN et al. 2006). Apesar de ter sido comprovada a transmissdo de fungos e
ou oomicetos por insetos de hébito alimentar do tipo mastigador, como as larvas de
moscas, esta € considerada uma transmissdo mecanica, e na maioria dos casos,

facultativa; ou seja, a transmissdo pode ocorrer eventualmente, o que de forma



alguma diminui a importancia da associacdo do inseto com fitopatdgenos (GRAHAM &
MCNEILL, 1972; TAVEIRA, 1995).

3.3. Aspectos favoraveis a ocorréncia do inseto
Os substratos de origem vegetal usados para cultivo de plantas em ambiente

protegido podem permitir o desenvolvimento de fungos, que servem de alimento as
larvas da mosca. Baixas populac¢des de larvas ocorreram em meios muito imidos ou
muito secos. Teoricamente, é possivel selecionar um substrato que maximize o
crescimento das plantas e minimize o desenvolvimento das larvas. O tipo de substrato,
sua origem e seu estado de decomposi¢cdo, bem como o manejo da agua no cultivo,
parecem ser fatores importantes para o desenvolvimento destes insetos (LINDQUIST
et al., 1985; OLSON et al., 2002).

A ocorréncia do inseto nos cultivos protegidos pode ser monitorada usando-se
placas adesivas de cor amarela como armadilhas. Um esquema de distribuicdo das
armadilhas em forma de “W” foi sugerido para o monitoramento em estufas
(RUTHERFORD et al., 1985). Outro método de avaliagdo da densidade populacional é
a utilizacdo de discos de batata, colocados sobre o substrato, para a contagem de
larvas (HARRIS et al., 1995).

Dentre 0os métodos de controle inclui-se o uso de inseticidas quimicos em
pulverizagdo, para controle de adultos, ou na forma de irrigagdo sobre o substrato,
para o controle de larvas. No controle de larvas tem sido recomendado os inseticidas
Confidor (Imidaclopridi 700g/Kg) 20g de p.c./100L, e Clorpirifés (480g/L) 75mL de
p.c./100L, via irrigagéo (ZANETTI & LEITE, 2004).

3.4. Nematoides entomopatogénicos (NEPs) - Caracterizacdo biolégica,
ecoldgica e taxondmica

Associacles, espécie — especificas e simbioticas, com bactérias dos géneros
Xernorhabdus e Photorhabdus tornaram os nematoides capazes de invadir e matar um
grande numero de espécies de insetos, originando o habito entomopatogénico
(FERRAZ, 1998). O termo designha a capacidade de gerar patogénese nos insetos,
tanto por acdo do nematoide que libera toxinas (KAYA, 1990; NGUYEN, 2010), quanto
pela acdo das bactérias associadas, que se reproduzem apesar do sistema imune do
inseto, incapaz de barrar-lhes seu crescimento (FORST et al. 2010).

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae sdo agentes de controle bioldégico promissores e particularmente
efetivos, quando aplicados a insetos que habitam ou passam parte do seu ciclo de
vida no solo (AGUILLERA et al. 2001).



A forma larval de resisténcia dos NEPs é conhecida como juvenil infectante
(JN, e encontrada livre no solo. Este juvenil infectivo consegue evitar dessecacgéo e
conferir maior tempo de sobrevivéncia, pois possui duas cuticulas superpostas e seus
orificios naturais (boca e anus) encontram-se fechados. Cada espécie de nematoide
possui uma Unica espécie de bactéria associada a ele, essa monocultura de bactéria
fica localizada dentro de seu tubo digestivo e estas sdo responsaveis pela morte do
inseto (MILSTEAD, 1979).

O ciclo de vida inicia-se com a entrada do JI no inseto. No género Steinernema,
0 JI penetra no organismo pela boca ou espiraculos. Chegando ao hemoceloma, o JI
libera a bactéria que reside no seu trato intestinal. Esta vai se reproduzir e causar
septicemia no hospedeiro e a morte deste entre 24 a 48 horas (SPRINGER, 1995). Os
juvenis se tornam adultos de primeira geracdo podendo ser machos ou fémeas,
ocorrendo assim a copula (SMITH, 1991). Os ovos fertilizados s&o postos, mas alguns
sao retidos no interior da fémea até a eclosdo dos juvenis de estadio 1 (J1). Estes irdo

romper a parede do corpo da mée e se alimentardo do inseto (FIGURA 2).

HETERORHABDMS

STEINERNEMA

Figura 2. Ciclos de vida de Steinernema e Heterorhabditis
Fonte: POINAR (1990).



Os J1 completardo o ciclo passando por J2, J3, J4 e adultos de segunda
geracdo. Estes adultos de segunda geracao sdo menores que os de primeira geracao,
eles copulam e novos ovos e juvenis séo liberados (POINAR, 1990).

Os NEPs se alimentam dos nutrientes liberados pelas bactérias e delas
proprias. O ciclo de reprodugdo acaba quando o alimento se esgota,
consequentemente os JIs se deslocam para o ambiente, procurando outro hospedeiro
para recomecar seu ciclo (NGUYEN; SMITH, 1991).

Ao contrario do que ocorre em Steinernema, os Jls de Heterorhabditis nédo
precisam utilizar orificios naturais do inseto para penetragdo, pois possuem um dente
corneo que lhes permite perfurar a cuticula do inseto. Geralmente essas perfuracdes
sao feitas nas regides 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. As diferencas sédo que os adultos de primeira geracao
do género Heterorhabditis sdo hermafroditas com morfologia de fémeas (DOLINSKI &
MOINO, 2006). Essas “fémeas hermafroditas” produzem primeiramente
espermatozéides que ficam armazenados na espermateca a espera dos ovOcitos que
serdo produzidos. Se um unico JI de Heterorhabditis infectar um inseto, tera sucesso,
pois ndo ha necessidade de copula entre adultos de primeira geragéo para a producao
de ovos fertilizados (MILSTEAD, 1979).

O aparecimento de machos e fémeas acontece a partir da segunda geracao, e
nela a reproducao ocorre por fertilizagdo cruzada. Os nematoides do 3° estadio retém
sempre um inéculo de bactéria em seu intestino, que liberados para o meio externo,
onde permanecem até nova infeccdo (NGUYEN; BEDDING & MILLER, 1981).

3.5. Controle de Bradysia mabiusi com nematoides entomopatogénicos
As infestacbes de Bradysia mabiusi nos cultivos protegidos, com geracdes

continuas e sobrepostas do inseto, tém levado a maioria das estratégias de controle a
se tornarem ineficientes. Alguns inseticidas quimicos tais como o diazinon e oxamyl
ndo sao muito eficientes no controle das moscas e podem ser fitotoxicos para as
plantas novas desde a fase de plantulas (“seedlings”). Além disso, a aplicagdo de
piretroides contra adultos € ineficiente devido a continua imigracdo e emergéncia de
novas geragOes de adultos oriundos dos substratos (DELLACQUA, 2011).

As primeiras tentativas de uso de NEPs como agentes de controle da Bradysia
mabiusi em cultivo protegido foram realizadas no final dos anos de 80 (BEDDING &
MILLER, 1981; NEDSTAM & BURMAN, 1990). Varias espécies de nematoides,

incluindo Steinernema feltiae, Steinernema carpocapsae, Steinernema arenarium



(Steinernema anomali), Steinernema riobrave, Steinernema glaseri e Heterorhabditis
bacteriophora foram avaliados, mas somente S. feltiae provou ser tdo efetivo quanto
os inseticidas quimicos no controle de Bradysia mabiusi (HARRIS et al., 1995).

De acordo com GOUGE & HAGUE (1994), S. feltiae penetra nas larvas do
inseto através da boca e anus, e uma vez dentro, mata o inseto em um periodo
méximo de 20 horas. Estes autores e TOMALAK (1994) notaram que, devido ao
pequeno tamanho das larvas de B. mabiusi, 0s hematoides completam apenas uma
geracdo dentro do cadaver e produzem cerca de 1000 Juvenis Infectivos/cadaver
dentro de 6-7 dias da infeccdo. Atualmente, o uso comercial de nematoides tem se
tornado uma préatica comum no controle do inseto em cultivo protegido, especialmente
pelo uso de S. feltiae na Europa e EUA.

Nos EUA, os nematoides H. bacteriophora (isolado GPS 11), Heterorhabditis
indica, Heterorhabditis zealandica e S. carpocapsae foram comparados com o S.
feltiae na mortalidade de Bradysia mabiusi, dentro de uma camara com temperatura
oscilando na faixa de 22°C a 29°C, procurando assim selecionar um nematoide mais
adequado para o controle do inseto em condicbes mais quentes, em casa de
vegetagdo (TAVARES, 2010; TOMALAK et al. 1994). Os NEPs H. bacteriophora (GPS
11) e H. indica foram significativamente mais eficientes, contra a espécie B. mabiusi

em cultivo de poinsetia.

3.6. Potencial de uso das bactérias
Os micro-organismos entomopatogénicos que mais chamam a atencdo de

pesquisadores e industriais em todo mundo, devido principalmente ao seu modo de
acdo e a sua especificidade, sdo as bactérias. Ja foram identificadas bactérias
patogénicas de diferentes espécies de insetos das ordens Diptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, e, também, de outros grupos de organismos
como nematoides e protozoarios (FEITELSON et al., 1992).

As principais bactérias entomopatogénicas pertencem as familias Bacillaceae,
Paenibacillaceae, Streptococaceae e Achromobacteriaceae (ARONSON et al. 1986).

Dentre elas destacam-se aquelas pertencentes a ordem Bacillales, mais 9
especificamente ao género Bacillus. Bacillus. thuringiensis (Bt), juntamente com
Bacillus sphaericus (Bs), sdo os mais importantes entomopatégenos do ponto de vista
cientifico e industrial devido a um conjunto de caracteristicas desejaveis que ambos
apresentam.

Até hoje a espécie mais estudada é B. thuringiensis, tendo sido isolados

inUumeros sorotipos, em diferentes regibes do mundo. Destacam-se por sua
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importancia como biolarvicidas algumas sorovariedades como a israelensis,
tenebrionis e kurstaki (POLANCZYK, 2004).

Devido ao seu modo de acao, B. thuringiensis apresenta uma maior poténcia
biolégica quando comparada aos inseticidas quimicos, destacando-se sua
especificidade a insetos-alvos, seu efeito ndo poluente ao meio ambiente, sua
inocuidade aos mamiferos e vertebrados e a auséncia da toxicidade em plantas
(WHITELEY & SCHNEPF, 1986).

COSTA et al. (2010), aponta a utilizacdo de 13.000 toneladas de bactérias do
género Bacillus como bioinseticidas em todo o mundo, sobretudo para insetos da
ordem Lepidoptera e Diptera.

Atualmente muitas estirpes de Bt com potencial entomopatogénico tém sido
isoladas ndo s6 do solo como também do interior de vegetais, sendo estes
denominados “micro-organismos endofiticos” ou “endoéfitos” (ARONSON et al. 1986;
FIUSA, 2010; FRACHON & THIERY, 1997).

3.7. Bacillus thuringiensis - Caracterizagao bioldgica, ecoldgica e taxonémica
Sao bactérias esporulantes, taxonomicamente enquadradas na Divisao

Firmicutes (Gram positivas), pertencentes a familia Bacillaceae, formadoras de
enddésporos e com duas fases principais durante o seu ciclo de vida: Fase de
Crescimento vegetativo e Fase de esporulagcdo (FAVARETTO et al. 2007,
HENDRIKSEN et al. 2005; COSTA et al. 2010).

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria em forma de bastonete que
apresenta motilidade, um esporo ovalado, inserido em um esporangio sem inchaco e
cuja largura ultrapassa os 0,9um (FRACHON & THIERY, 1997; LACEY, 1996). Sao
muito utilizadas como principio ativo de bioinseticidas gragas a sua capacidade de
formar cristais proteicos (corpos paraesporais) ricos em endotoxinas de acgdo
entomopatogénica (POLANCZYK, 2004).

O Bt pode ser encontrado em diferentes substratos, tais como solo, agua,
insetos mortos, no interior dos vegetais (endofitico) bem como na interface solo-raiz
(rizosférico), conforme sugerem ARONSON et al. (1986); FEITELSON et al. (1992);
FIUZA, (2010). Além disso, a bactéria ndo € considerada um entomopatdogeno
agressivo, visto que dificlmente é encontrada causando epizootias naturais em
insetos.

Segundo GLARE & O’CALLAGHAN et al. (2000), a producdo de toxinas tdo
especificas e eficientes é justificada pela estreita relacdo simbidtica do micro-

organismo com a planta e com o inseto.



11

A acao inseticida do Bt ocorre pela presenca de proteinas (delta-endotoxinas)
contidas em uma estrutura denominada corpo paraesporal. As delta-endotoxinas Cry
sdo produzidas sob forma de pro-toxinas que no interior do inseto sdo transformadas
em peptideos toxicos pela agéo do pH alcalino intestinal de suas proteases. Quando a
proteina é ativada causa lise das células epiteliais e a morte das larvas
(SHAMSELDEAN, 1997; SIA, 2006; WHITELEY & SCHNEPF, 1986).

3.8. Os micro-organismos endofiticos como agentes de controle biolégico
Os micro-organismos endofiticos, também conhecidos como endoéfitos, foram

definidos como os que habitam tecidos internos da planta sem causar qualquer efeito
negativo imediato (BRUM, 2008).

Embora descritos pela primeira vez na segunda metade do século XIX, tais
micro-organismos ndo foram devidamente pesquisados até os anos 70 do século XX,
guando ainda eram considerados indécuos as plantas e desde sua descoberta, varios
autores procuraram defini-los (BETTIOL, 2010; SHAMSELDEAN, 1997; SIA, 2006;
WHITELEY & SCHNEPF, 1986).

Devido a sua acgdo contra os patdgenos e pragas de plantas, os micro-
organismos endofiticos podem ser utilizados em Programas de Controle Biolégico, em
consonancia com as concepcdes de um ambiente mais harmonioso, saudavel e
equilibrado, tanto para o homem quanto para as demais espécies. Idealizadas a partir
da década de 1970, atualmente muito valorizada e cujos principais objetivos séo o de
melhorar a qualidade de vida das populagbes, reduzir os impactos ambientais
causados pelos agroquimicos e manter 0os organismos-pragas abaixo do nivel de dano
econdmico (ARONSON et al. 1986; FEITELSON et al. 1992).

Estudos recentes tém mostrado que bactérias e fungos endofiticos também
podem atuar diretamente sobre o patdgeno, parasitando suas células e impedindo o
surgimento dos sintomas da doenca vegetal ou ainda produzindo compostos com acgéo
antibiética contra o patégeno alvo. Alguns destes micro-organismos apresentaram
propriedades entomopatogénicas, parasitando os insetos pragas e provocando sua
morte (GLARE & O’CALLAGHAN et al. 2000).

Sabe-se também que esta capacidade de controlar pragas e patdgenos da
planta foi adquirida pelos microrganismos endofiticos ao longo de sua evolugdo com o
seu hospedeiro, resultando numa estreita relacdo mutualistica entre eles e o vegetal
(FRACHON & THIERY, 1997; LACEY, 1996).

Dentre os beneficios conferidos a planta hospedeira pode-se citar: maior

resisténcia em ambientes com estresse; maior protecdo contra o ataque dos
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herbivoros (gracas a producéo de compostos toxicos que reduzem a atratividade da
planta); maior protecdo contra o ataque de fitopatdégenos (devido a producdo de
antibiéticos e metabalitos inibidores do seu desenvolvimento) bem como promocgao do
crescimento vegetal. J& os beneficios conferidos aos micro-organismos endofiticos
estdo relacionados a obtengcdo de nutrientes e abrigo que lhes garantem maior
sobrevivéncia (FAVARETTO et al. 2007; HENDRIKSEN et al. 2005; COSTA et al.

2010).

3.9. A utilizacdo do Bt como agente de controle biolégico
Os produtos a base de Bt sdo comercializaveis ha mais de 50 anos e segundo

POLANCZYK et al. (2004) e ALVES (1998), seu mercado consumidor vem crescendo
no Brasil e no mundo. Cerca de duzentos produtos a base de Bt séo utilizados, tanto
na area agricola, quanto na area de saude publica. Tais bioprodutos sao responsaveis
por 53% do mercado mundial de bioinseticidas. Na América Latina, Africa e Oriente
Médio, as estimativas de venda giram em torno de 36 milhdes de ddélares ao ano.
Embora tenha ocorrido declinio das proporgdes de venda dos bioinseticidas Bt quando
comparadas as estimativas feitas nos anos de 1990 (90% do mercado mundial) e nos
anos 2004/5 (60% do mercado mundial) isso ndo traduz diminuicdo da importancia
deste bioproduto para o controle dos insetos-praga e vetores de doencas (CPL —
BUSINESS CONSULTANTS, 2010).

Até a década de 1970, a maior poténcia dos bioinseticidas formulados com Bt
era baseada no numero de esporos. Entretanto, hoje em dia novas formulacdes
passaram a levar em consideracdo a presenca dos cristais que contém as delta-
endotoxinas (ARONSON et al. 1986; FEITELSON et al. 1992).

LACEY (1996) aponta a alta susceptibilidade de algumas ordens de insetos as
toxinas do Bt: mais de mil espécies de insetos sdo susceptiveis a elas, sendo que
dentre as diversas ordens dotadas de susceptibilidade, trés delas destacam-se, sendo

a lepidoptera, diptera e coleoptera (TABELA 1).



TABELA 1: Principais ordens de insetos susceptiveis as toxinas de Bacillus thuringiensis
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Principais ordens de insetos Numero de espécies
susceptiveis as toxinas do Bt susceptiveis
Diptera 266
Hemiptera 48
Hymenoptera 62
Isoptera 5
Coleoptera 106
Lepidoptera 572
Neuroptera 4
Orthoptera 6
Siphonoptera 7
Thysanoptera 3

Fonte: POLANCKZYK (2004)

Atualmente, o produto a base de Bt com maior alcance no mercado mundial é
o Dipel, que apesar de apresentar pouca toxicidade contra acaros, coleopteros,
dipteros e hemipteros, apresentam alta toxicidade contra 170 espécies de
Lepidopteros (POLANCKZYK et al. 2004).

No Brasil a utilizagdo de produtos a base de Bt Kurstaki/Aizawai esta por volta
de 275 toneladas (CPL — BUSINESS CONSULTANTS, 2010).

Entretanto, BETTIOL (2010) acredita que em um pais como o Brasil que
apresenta enorme potencial agricola, justificado pelo seu privilegiado clima,
abundancia de recursos hidricos e pela sua rica biodiversidade, o potencial de

utilizacdo dos produtos a base de Bt podera ser estendido.

3.9.1 Caracteristicas dos cristais proteicos e seu mecanismo de a¢ao
O Bacillus thuringiensis € um micro-organismo esporulante capaz de produzir

toxinas que sdo patogénicas a diversos organismos vivos. Tais toxinas séo codificadas
por genes denominados “Genes cry”, localizados tanto no material cromossémico
qguanto nos plasmideos. As delta-endotoxinas, comumente chamadas de proteinas
CRY, séo apenas alguns dos constituintes do cristal proteico presentes no Bt, cujo
peso molecular varia entre 14 a 152 kda. O cristal também pode ser constituido de
endotoxinas citoliticas (Cyt) de menor peso molecular (de 25 a 28 kda). Entretanto, 0s
genes que as codificam estdo contidos somente em grandes plasmideos
(SHAMSELDEAN, 1997; SIA, 2006; WHITELEY & SCHNEPF, 1986).

Cada célula precisa sintetizar de 10° a 2x10° moléculas de endotoxinas para
formar o cristal proteico (POLANCZYK et al. 2004; PRACA, 2004;), sendo que a forma
do cristal € determinada pelo nimero de endotoxinas produzidas bem como pela sua

composicao e estrutura molecular (FIGURA 3).
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Figura 3: Micrografia eletrdnica de varredura mostrando os diferentes tipos de cristais de
Bacillus thuringiensis: cb: cristal bipiramidal; cc: cristal cubdide
Fonte: Google imagens

A formagdo do esporo ocorre quando as condicdes do meio encontram-se
adversas. O primeiro estagio corresponde a esporulagédo, onde a célula bacteriana
para seu crescimento. Ao iniciar o segundo estagio, ha duplicacdo do material
genético, seguida pela espiralizacdo da cromatina e pelo aparecimento de uma
estrutura condensada, de natureza proteica, que dara origem ao cristal proteico. O
terceiro estagio caracteriza-se pela formacdo do pré-esporo, que cresce
concomitantemente a aglutinacao das proteinas Cry, responsaveis pela formacgédo do
cristal proteico (quarto estagio). No quinto estagio do ciclo biolégico do Bacillus
thuringiensis, ha a formacdo do envelope esporal em torno do esporo, deixando o
cristal proteico, ainda em crescimento, fora do corpo esporal. E no sexto estagio que
ocorre a maturacdo do esporo, sendo que nesta fase o cristal proteico atinge seu
tamanho maximo. E finalmente, no sétimo estagio da esporulacdo ocorre a lise
celular e a expulsao, tanto do cristal proteico, quanto do esporo, altamente resistente
as adversidades ambientais (FAVARETTO et al. 2007; COSTA et al. 2010;
HENDRIKSEN et al. 2005) (FIGURA 4).
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Figura 4: Ciclo de vida do Bacillus thuringiensis.
Fonte: Google imagens

O mecanismo de agdo das toxinas do Bt esté ligado a ingestdo dos cristais
proteicos pelo inseto suscetivel, que ocorre apos a lise bacteriana. A morte do inseto é
resultado de um processo que pode durar de um a trés dias apés a ingestdo dos
cristais e dos esporos (POLANCZYK et al 2004).

Segundo FIUZA (2010) o processo de intoxicacdo do inseto-alvo passa por
varios estagios e esta relacionado a ingestdo e solubilizacdo dos cristais proteicos;
liberacdo e ativacdo das pro-toxinas; reconhecimento dos receptores especificos das
delta-endotoxinas e formacdo de poros nas células do epitélio intestinal do inseto,
resultando na lise celular, sepse e morte do inseto.

O pH alcalino presente no intestino médio dos insetos suscetiveis leva a
solubilizacdo dos cristais proteicos, ingeridos juntamente com 0s esporos, e a
liberacdo das pro-toxinas. A alcalinidade do sistema digestério do inseto e a
capacidade de decomposicdo dos cristais do Bt sdo dois fatores que determinam o
nivel de especificidade da toxina frente ao inseto-alvo. As pré-toxinas sao ativadas
pela acdo das enzimas digestivas, originando quatro ou mais polipeptideos toxicos,
gue constituem as delta-endotoxinas. A composi¢éo proteolitica e a estrutura proteica
do cristal séo fatores importantes na determinacéo da eficiéncia das delta-endotoxinas
como biopesticida (FAVARETTO et al. 2007; HENDRIKSEN et al. 2005; COSTA et al.
2010).

As delta-endotoxinas s&o hidrolisadas e atravessam a membrana celular
ligando-se aos receptores especificos presentes na membrana apical das células
colunares do intestino médio do inseto. A ligacdo de forte afinidade entre a toxina e o
receptor é considerada um importante fator de determinacdo do espectro inseticida
das proteinas Cry, embora ndo seja 0 Unico determinante. O reconhecimento do
receptor pela delta-endotoxina induz a formacdo de poros na membrana celular do

epitélio intestinal, o que gera interferéncia no gradiente ibnico e balanco osmotico
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celular, levando a um aumento da permeabilidade e absorcdo de agua pela célula,
hipertrofia celular, vacuolizacdo do citoplasma e lise celular. Assim, a parede do
intestino € destruida, gerando a paralisia intestinal do inseto. Os esporos alcancam a
hemocele e a diminuicdo do pH, provocada pela mistura do contetido intestinal, leva a
germinagdo dos esporos. A morte do inseto ocorre pela cessacdo da alimentacdo ou
pela sepse, o qual serve como fonte de alimento para o crescimento vegetativo da
bactéria (ARONSON et al. 1986; FEITELSON et al. 1992).
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4. MATERIAL E METODOS

No estudo foram utilizados os nematoides entomopatogénicos da colegao
Oldemar Cardim Abreu”, depositados no Instituto Bioloégico. Os experimentos foram
realizados nas dependéncias do laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
Biologico, sediado em Campinas, S&o Paulo.

4.1 Obtencg&o e manutencgéo dos insetos
As larvas de B. mabiusi foram obtidas de criagdo em laboratério. Os adultos

coletados foram transportados ao laboratrio de Controle Biol6gico do Instituto
Biolégico, onde foram liberados dentro de gaiolas plasticas contendo 40 potes de
plastico (350 mL) preenchidos com o substrato organico comercial Vivatto Pro®
(Technes Agricola Ltda), para criagdo do inseto. As larvas do inseto foram alimentadas
com feijdo preto cozido, que foi adicionado na superficie do substrato ou levemente
enterrado no mesmo. Dentro das gaiolas foram liberados cerca de 50 adultos, e o

substrato foi irrigado diariamente, mantendo-se levemente umedecido.

4.2. Viruléncia de nematoides entomopatogénicos a larvas de Bradysia mabiusi
Foram avaliados 14 isolados de nematoides entomopatogénicos dos géneros

Steinernema (IBCB n° 02, n° 06 e n° 47; AM n° 39 e n° 132; CER n° 17 e n° 125; PAM
n° 10, n° 29 e n° 42) e Heterorhabditis (IBCB n° 05 e n° 24; AM n° 71 e n° 124)
provenientes de diversos hospedeiros e diferentes regides geograficas, escolhidos
quanto a origem relacionada a praga ou disponibilidade de material biol6gico na
Colecdo de Entomopatogénicos “Odemar Cadim de Abreu”, Instituto Bioldgico
(TABELA 2).
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TABELA 2: Isolados de nematoides entomopatogénicos com suas respectivas procedéncias,
depositados na Coleg¢do de Entomopatogénicos “Odemar Cadim de Abreu”, Instituto Biolégico

ISOLADOS ESPECIES ORIGEM PROCEDENCIA

IBCB n° 02 Steinernema Solo Florida (EUA)
carpocapsae

IBCB n° 05 Heterorhabiditis Solo — Citrus Itapetininga (SP)
indica

IBCB n° 06 Steinernema Solo — Mata Porto Murtinho (MG)
brazilense

IBCBn°24  Heterorhabitis sp.  Larva Sphenophrus levis  Piracicaba (SP)

IBCB n° 47 Steinernema ™ --— e
feltiae

AMn° 39 Steinernema Solo — Plantag&o milho Sinop (MT)
diaprepesi

AMn° 71 Heterorhabiditis Solo — Plantacdo banana  Sinop (MT)
amazonensis

AMn°® 124 Heterorhabiditis Solo — Planta¢@o milho Sinop (MT)
amazonensis

AM n°® 132 Steinernema Solo — Plantag&o milho Sinop (MT)
diaprepesi

CERn° 17 Steinernema Solo Rio Verde (GO)
costaricense

CERn® 125 Steinernema Solo Rio Verde (GO)
puertoricense

PAM n° 10 Steinernema Solo - Mata Acegué (RS)
rarum

PAM n° 29 Steinernema Solo — Mata Acegua (RS)
rarum

PAM n°® 42 Steinernema Solo - Mata Acegua (RS)
rarum

Os nematoides foram multiplicados em lagartas de 3° e 4° instar Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae), criadas conforme metodologia adaptada
descrita por Machado (1988). Utilizando-se placas de Petri, contendo papel filtro no
fundo, no qual se adicionou 1,5 mL de suspensdo com aproximadamente 500 JI
(juvenis infectivos). Logo em seguida, em cada placa foram colocados 5 insetos e

apos 10 dias os insetos mortos foram transferidos para armadilhas modificadas de
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White (FIGURA 5). Os nematoides, antes de serem usados em cada experimento,
foram armazenados a 15°C, no escuro, por um periodo de 10 dias, para garantir que
todos alcancassem a fase de juvenis infectivos sem que a viabilidade fosse reduzida
para menos de 90%.

Figura 5: Multiplicagdo de Nematoides entomopatogénicos - (A e B) Placas de Petri contendo
lagartas de Galleria mellonella de 3° e 4° inoculadas com nematoide; (C) Armadilha de White
contendo lagartas de Galleria mellonella mortas por nematoides entomopatogénicos.

Fonte: Advaldo Francisco Barreto

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de 15
tratamentos. Estes representados pelos 14 nematoides e 1 testemunha inoculada com
agua destilada, onde cada tratamento era constituido de 8 repeticdes sendo estes
copos plasticos de 200 mL (9 cm de didametro na abertura) contendo 50 g de substrato
(Vivatto Pro®) umedecido a 10%, mais 2 grdos de ragcdo de coelho, agrupados na
superficie do substrato, no centro do pote. Os nematoides foram testados na dosagem
de 883Jl/pote.

Os copos foram levados a gaiola de infestacdo (2 x 1,5 x 0,5 cm) para
oviposicdo dos adultos de Bradysia mabiusi por 24 horas. Os nematoides foram
suspensos em agua e aplicados com auxilio de pipeta plastica, 14 dias apos a
infestacdo para atingir larvas de 3° e 4° instares. A testemunha foi inoculada com agua
destilada no mesmo volume dos tratamentos com NEPs. Os nematoides foram
aplicados no substrato. Cada pote foi fechado e acondicionado em camara de
crescimento com temperatura, umidade relativa e luminosidade controladas (T=25 +
1°C, UR=70 + 10%, fotofase de 12 horas). Para avaliacdo do experimento foi colocado
na parte superior dos recipientes uma fita adesiva amarela (10 x 15 cm), o que
permitiu a captura dos insetos adultos emergentes. A avaliacdo foi realizada 14 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, contando-se o numero de insetos adultos

emergentes aderidos na placa adesiva (FIGURA 7 e 8). Os dados de populacédo de
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adultos por placa adesiva foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias

das 8 repeticbes comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com

auxilio do programa computacional Assistat.

Figura 6: Inoculacdo de Nematoides entomopatogénicos - (A) Copos plasticos contendo
substrato organico Vivatto Pro® umedecido a 10% contendo 2 graos de racdo de coelho no
centro do copo; (B) Copos plasticos na gaiola de infestacdo; (C) Copos prontos para
inoculacéo.

Figura 7: Montagem de experimento - (A) Gaiola utilizada no experimento com placa adesiva
amarela para captura de adultos emergentes; (B) Experimento em T=25 + 1°C, UR=70 + 10%,
fotofase de 12 horas; (C) Contagem de adultos emergentes aderidos na fita adesiva amarela.
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4.3. Efeito de diferentes doses e épocas de aplicacdo de Steinernema feltiae, no
controle de Bradysia mabiusi

Foram considerados 16 tratamentos representados pelo nematoide testado em
3 doses, 173Jl/pote (dose baixa), 883Jl/pote (dose média) e 4417 Jl/pote (dose alta)
(63,6 cm2), onde cada tratamento era constituido de 8 repeticdes sendo estes copos
plasticos de 200 mL (9 cm de didmetro na abertura) contendo 50 g de substrato
(Vivatto Pro®) umedecido a 10%, mais 2 grdos de ragdo de coelho, agrupados na
superficie do substrato, no centro do pote. O nematoide foi aplicado logo apés a
infestagdo do substrato com adultos do inseto, aos 7dias, 14 e 21 dias ap6s, mais as
respectivas testemunhas inoculadas com agua destilada..

Todos os potes foram transferidos para uma gaiola de (2 x 1,5 x 0,5 cm)
contendo uma criacdo do inseto e expostos a populagdo de adultos para oviposicao.
Os potes foram mantidos dentro da gaiola por 2 horas. Cada pote foi fechado e
acondicionado em camara de crescimento com temperatura, umidade relativa e
luminosidade controladas (T=25 + 1°C, UR=70 + 10%, fotofase de 12 horas). Para
avaliacdo do experimento foi colocado na parte superior dos recipientes uma fita
adesiva amarela (10 x 15 cm), o que permitiu a captura dos insetos adultos
emergentes.

Para cada periodo poés-infestagdo, o nematoide foi aplicado em suspencgéo
aguosa com auxilio de uma pipeta plastica, distribuindo-se em cada pote menor, sobre
o substrato, 0,04 a 1 mL dependendo da dose.

A avaliagéo foi realizada aos 31 dias da infestagdo dos potes com adultos do
inseto, contando-se o nimero de adultos emergentes fixados nas placas adesivas. Os
dados de populagcédo de adultos por placa adesiva foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias das 8 repeticdes comparadas pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade com auxilio do programa computacional Assistat.
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4.4. Efeito da combinacado de Steinernema feltiae com produto comercial a base
de Bacillus thuringiensis, Vectobac® sobre as larvas de Bradysia mabiusi

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de 15
tratamentos, sendo S. feltiae testado em 5 doses separadamente (883Jl/pote;
533Jl/pote; 265J1/pote; 132J1/pote e 62JI/pote) o produto comercial a base de Bacillus
thuringiensis, Vectobac® testado nas 5 doses ( 2,5¢9/10L; 1,5g/10L; 0,75g/10L
0,37g/10L e 0,17g/10L) a testemunha inoculada com agua e as combina¢des como
menor dose (62 Juvenis Infectivos/pote; 0,17g/10L), dose intermediaria (265 Juvenis
Infectivos/pote; 0,75g/10L) e maior dose (533 Juvenis Infectivos/pote; 1,5g/10L).
Foram considerados 8 repeticdes por tratamento, representadas por copos plasticos
de 200 mL (9 cm de didmetro na abertura) contendo 50 g de substrato (Vivatto Pro®)
umedecido a 10%, mais 2 grdos de racdo de coelho, agrupados na superficie do
substrato, no centro do pote.

Os copos foram levados a gaiola de infestacdo (2 x 1,5 x 0,5 cm) para
oviposicao dos adultos por 24 horas. Os tratamentos foram aplicados com auxilio de
pipeta pléstica, logo apés a infestagdo. Cada pote foi fechado e acondicionado em
camara com temperatura, umidade relativa e luminosidade controlada (T=25 + 1°C,
UR=70 + 10%, fotofase de 12 horas). Para avaliagdo do experimento foi colocado na
parte superior dos recipientes uma fita adesiva amarela (10 x 15 cm), 0 que permitiu a
captura dos insetos adultos emergentes. A avaliagéo foi feita 28 dias apos a aplicacdo
dos tratamentos, contando-se o nimero de insetos adultos emergentes aderidos na
placa adesiva. Os dados de populacdo de adultos por placa adesiva foram submetidos
a andlise de variancia, sendo as médias das 8 repeticbes comparadas pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade com auxilio do programa computacional Assistat.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viruléncia de nematoides entomopatogénicos a larvas de Bradysia mabiusi
Todos os nematoides foram patogénicos, causando redu¢cBes na populacéo

acima de 70%. Os nematoides que causaram reducdes de populacdo acima de 90%
foram H. indica IBCB n° 5, H. amazonensis IBCB n° 24, S. rarum, isolados PAM n° 10,
PAM n ° 29 e PAM n° 42, H. amazonensis AM n° 124, S. carpocapsae IBCBn° 2 e S.
feltiae IBCB n° 47. Dentre esses, 0s mais virulentos foram S. feltiae IBCB n° 47, S.
carpocapsae IBCB n° 02 e H. amazonensis AM n° 124, com 100% de reducdo da
populagéo do inseto, diferindo significativamente dos demais (TABELA 3).

Os nematoides S. feltiae e S. carpocapsae ja vem sendo recomendados e
usados no controle de Bradysia mabiusi em paises de clima temperado com
temperatura amena, proporcionando niveis de controle variando de 51 a 94%.
JAGDALE et al (2004) observaram que uma Unica aplicacéo de S. feltiae (2,5 x 10°
Jis/m?) em larvas de segundo, terceiro e quarto instar, em temperaturas abaixo de 25
°C, produziu alto nivel de controle. Uma provavel explicagdo para o sucesso no uso do
S. feltiae nessas regibes deve a sua maior adaptacdo a climas amenos, sendo um
nematoide mais encontrado em regides de clima temperado (HOMINICK, 2002;
GOUGE & HAGUE, 1995).

O nematoide H. amazonensis AM n ° 124 foi originado do Amazonas e
portanto, seria uma op¢ao para uso em paises de clima tropical, com temperaturas
mais quentes. Da mesma forma, o nematoide H. indica € um organismo mais
encontrado em regibes tropicais e subtropicais, tendo sido recomendado por
JAGDALE et al (2004) para o controle da mosca dos fungos em regides de climas
mais quentes. Em estudo comparando S. feltiae com H. indica foi obtido melhores
resultados com o primeiro nematoide na temperatura de 22 + 1°C, e melhores com 0
segundo na temperatura de 25 + 5°C.

Os nematoides menos virulentos, com reducdes de populacéo abaixo de 90%,
foram 5 do género Steinernema (S. diaprepesi AM n° 132, S. costaricense CER n° 17,
S. puertoricense CER n° 125, S. brazilense IBCB n° 06, S. diaprepesi AM n° 39) e
apenas 1 do género Heterorarabditis (H. amazonensis AM n° 71). Entre as razes para
a menor viruléncia desses nematoides, pode ser o maior tamanho comparados aos
mais virulentos, com as espécies S. brazilense, S. portoricense e S. costaricense

apresentando os maiores tamanhos.
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TABELA 3: Populagdo de adultos de Bradysia mabiusi, originados de larvas de inseto
expostas a diferentes isolados de nematéides entomopatogénicos, em laboratério (T = 25 *
1°C, UR =70 + 10% e fotofase de 12 horas).

ESPECIES POPULACAO  ERRO PADRAO (+/-) REDUCAO DE
POPULACAO (%)

TESTEMUNHA 18l a* 0,54 0
Steinernema 53,5b 0,48 70,5
diaprepesi
Steinernema 445 ¢ 1,13 75,5
brazilense
Heterorhabiditis 34d 0,70 81,3
amazonenses
Steinernema 25e 0,76 86,2
puertoricense
Steinernema 245e 0,75 86,5
costaricense
Steinernema 19,5f 1,52 89,3
diaprepesi
Heterorhabiditis 125¢ 0,84 93,1
indica
Heterorhabiditis sp 8h 0,74 95,6
Steinernema rarum 4i 0,70 97,8
Steinernema rarum 4i 0,43 97,8
Steinernema rarum 3,5i 0,66 98,1
Steinernema 0j 0 100
carpocapsae
Steinernema feltiae 0j 0 100
Heterorhabitis 0j 0 100
amazonense
C.V (%) 5,49

(*) Médias de 8 repeticdes seguidas de mesma letra, na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (P< 0,05).
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Os nematoides S. feltiae e S. carpocapsae ja vem sendo recomendados e
usados no controle de Bradysia mabiusi em paises de clima temperado com
temperatura amena, proporcionando niveis de controle variando de 51 a 94%.
JAGDALE et al (2004) observaram que uma Unica aplicacdo de S. feltiae (2,5 x 10°
Jis/m?) em larvas de segundo, terceiro e quarto instar, em temperaturas abaixo de 25
°C, produziu alto nivel de controle. Uma provavel explicacdo para o sucesso no uso do
S. feltiae nessas regifes deve a sua maior adaptacdo a climas amenos, sendo um
nematoide mais encontrado em regides de clima temperado (HOMINICK, 2002;
GOUGE & HAGUE, 1995).

O nematoide H. amazonensis AM n ° 124 foi originado do Amazonas e
portanto, seria uma op¢ao para uso em paises de clima tropical, com temperaturas
mais quentes. Da mesma forma, o nematoide H. indica € um organismo mais
encontrado em regibes tropicais e subtropicais, tendo sido recomendado por
JAGDALE et al (2004) para o controle da mosca dos fungos em regides de climas
mais quentes. Em estudo comparando S. feltiae com H. indica foi obtido melhores
resultados com o primeiro nematoide na temperatura de 22 + 1°C, e melhores com 0
segundo na temperatura de 25 + 5°C.

Os nematoides menos virulentos, com redugfes de populacédo abaixo de 90%,
foram 5 do género Steinernema (S. diaprepesi AM n°® 132, S. costaricense CER n° 17,
S. puertoricense CER n° 125, S. brazilense IBCB n° 06, S. diaprepesi AM n° 39) e
apenas 1 do género Heterorarabditis (H. amazonensis AM n° 71). Entre as razdes para
a menor viruléncia desses nematoides, pode ser o maior tamanho comparados aos
mais virulentos, com as espécies S. brazilense, S. portoricense e S. costaricense
apresentando os maiores tamanhos.

Esses nematoides tem tamanho superior a 1284 ym, o que pode gerar maior
dificuldade para penetracdo nas larvas do inseto. Em contrapartida, o nematoide S.
feltiae tem se apresentado virulento para Bradysia spp. e vem sendo utilizado com
sucesso no controle desse inseto em diversos paises (HARRIS et al. 1995; GOUGE &
HAGUE, 1995; JAGDALE et al. 2004; BECKER UNDERWOOD, 2009), sendo um dos
motivos para isso 0 seu tamanho relativamente pequeno (880 um) para os padrdes
desse género. SCHEEPMAKER et al (1998) também ressaltaram que o tamanho dos
nematoides pode interferir na sua capacidade de penetracdo no hospedeiro, tendo
justificado resultados insatisfatérios na mortalidade de larvas de Magaselia halterata
(Wood) (Diptera: Phoridae) inoculadas com o nematoide S. feltiae, pelo fato dele ser

maior que os esperilaculos e outras aberturas naturais do inseto.
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5.2. Efeito de diferentes doses e épocas de aplicacdo de Steinernema feltiae, no
controle de Bradysia mabiusi

O nematoide S. feltiae ndo reduziu a populacdo de Bradysia mabiusi quando
aplicado no dia da infestacdo e 7 dias ap6s a infestacdo com o inseto devido
provavelmente a presenca do inseto somente na fase de ovo e larva de primeiro instar
na primeira (no dia da infestacao) e segunda aplicagcéo (7 dias ap0s), respectivamente.

O nematoide comeca a reduzir a populacdo do inseto quando aplicado duas
semanas apos a infestacéo para as doses de 173 e 883 Juvenis Infectivos/cm?, porém
gerando niveis de controle (de 40 e 60%, respectivamente) ainda baixos para as
doses relativamente elevadas (FIGURA 8).

Somente quando aplicado trés semanas apoés a infestacdo é que o nematoide
comeca a apresentar viabilidade de uso, proporcionando reducdes significativas na
populacdo do inseto a partir da menor dose, de 4 Juvenis Infectivos/cm?, com nivel de
controle de 60%, considerado elevado para uma dose relativamente baixa. Da mesma
forma, JAGDALE et al (2004) obtiveram melhor resultado de controle da Bradysia
mabiusi com S. feltiae em cultura protegida de poinsétia comumente conhecida como,
bico de papagaio, quando o nematoide foi aplicado 16 dias apds o transplante das
mudas, no momento em que as larvas do inseto encontravam-se no 4° instar e,
portanto, suscetiveis ao nematoide (FIGURA 8).

A aplicagdo dentro do periodo, a partir do transplante até apos 8 dias, néo
resultou em nenhum efeito no controle do inseto, uma vez que o hospedeiro
encontrava-se no estagio de ovo e larvas de primeiros instares, portanto mais
resistente ao nematoide. Consequentemente, ndo ocorreu a persisténcia do nematoide
no ambiente e sua populacao foi reduzida para niveis insuficientes para promover o
controle da praga, apds o surgimento de altas populacbes de larvas em estagios mais
avancados. A presenca do inseto hospedeiro € um dos principais fatores responsaveis
pela manutencédo de altas populacdes de nematdides entomopatogénicos no ambiente
(KAYA, 1990).

TAVARES et al (2010) testaram o0 nematoide Heterorhabditis indica contra
Bradysia mabiusi em potes mantidos por 14 dias expostos a infestacdo espontanea do
inseto e obtiveram pouco mais de 50% de controle na dose de 10 Juvenis
Infectivos/cm?. Esse teste de infestacfo espontanea apresentou niveis de mortalidade
do inseto nas dosagens de 10 e 25 Juvenis Infectivos/cm?® inferiores aqueles sob
infestacao artificial, pela aplicagdo desse nematoide nas mesmas dosagens. A menor
mortalidade do inseto na infestacdo espontédnea deveu-se provavelmente a maior

variacdo nas fases do inseto e a presenca em maior numero de fases mais resistentes
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ao nematoide (1° e 2° instar larval e pupa) nos potes tratados com o agente, sendo
esse fato ja verificado por Harris et al. (1995). Possivelmente, pode estar relacionado
ao menor manuseio dos insetos na infestacdo espontanea, resultando em menor
estresse ao inseto e menor predisposicdo ao ataque do nematéide (SCHEEPMAKER
et al. 1998).

No presente estudo, o teste de infestacdo espontdnea pode apresentar
condicbes semelhantes ao de cultivos comerciais e, consequentemente, gerar
resultados mais proximos da realidade encontrada pelo agricultor. Dessa forma, o
nivel de mortalidade do inseto de 61%, obtido para a dose de 4 Juvenis Infectivos/cm?,
pode ser considerado bastante satisfatério ja que foi utilizado uma dose bastante baixa
comparada a dose utilizada em outros pafses (25 x 10® Juvenis Infectivo/cm?).

Ressalta-se que os resultados em condicbes de campo depender&o
também de temperatura favoravel para atuagéo do S. feltiae. A atuacdo de nematoides
entomopatogénicos é fortemente influenciada pela temperatura (GREWAL et al. 1994;.
MOLYNEUX, 1986). S. feltiae € uma espécie adaptadas ao frio, com a infeccao
ocorrendo entre 8 e 30°C e a reproducéo entre 10 e 25°C. A baixa persisténcia e falta
de reproducdo de S. feltiae em temperaturas quentes representa uma séria restricdo
para a utilizacdo da espécie nas estufas onde muitas vezes as temperaturas passam
de 30°C durante o verdo. De acordo com GOUGE & HAGUE (1995), se a temperatura
do solo permanecer acima de 25°C por um periodo de tempo prolongado, a eficacia de
S. feltiae contra Bradysia mabiusi é reduzida.

O nematoide S. feltiae aplicado na concentracdo de 5 x 10° Juvenis/m?,
levou apenas 17-18 dias para reduzir mais de 70% da populacdo de Bradysia em
camara de crescimento (22 °C), mas levou 42-45 dias para para reduzir 41% da
populacdo em 25°C (JAGDALE et al. 2004).
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Figura 8: Densidade de Bradysia mabiusi emergidos de potes submetidos a infestagédo
prévia com o inseto e inoculados com o nematoide Steinernema feltiae em trés doses e em
diferentes periodos apés a infestacdo. Médias de 8 repeticdes seguidas de mesma letra ndo
diferem pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. JI (Juvenis Infectivos). C.V. (%) =
3,64 e C.V.(%)=3,78e C.V. (%) =4,85e C.V. (%) = 8,92
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5.3 Efeito da combinacdo de Steinernema feltiae com o produto a base de
Bacillus thuringiensis, Vectobac® sobre as larvas de Bradysia mabiusi

Os tratamentos de Nematoides entomopatogénicos (NEPs) e Bacillus
thuringiensis (Bt) testados isoladamente em cada nivel de dose proporcionaram niveis
de mortalidade do inseto semelhantes entre si, respectivamente de 8,98% e 10,35%
na menor dose (62 Juvenis Infectivos/pote; 0,17g/10L), de 14,81% e 27,73% na dose
intermediaria (265 Juvenis Infectivos/pote; 0,75g/10L) e de 28,33% e 29,53% na maior
dose (533 Juvenis Infectivos/pote; 1,59/10L). Quando misturados, esses agentes
proporcionaram niveis de mortalidade significativamente maior em cada nivel de dose,
de 57,87% na menor dose (62 Juvenis Infectivos/pote + 0,17g/10L), 60,87% na
intermediaria (265 Juvenis Infectivos/pote + 0,75g/10L), e 80,99% na maior (533
Juvenis Infectivos/pote + 1,5g/10L) (TABELA 4). Isso sugere um efeito aditivo
decorrente das misturas desses agentes, com a melhor mistura aquela que apresentar
o melhor custo e beneficio.

Uma forma de incrementar a eficacia de entomopatdégenos é utilizad-los em
conjunto com inseticidas ou outros agentes de controle biologico. A interagdo entre
inseticidas convencionais e produtos formulados com Bacillus thuringiensis (Bt) foi
amplamente estudada e em alguns casos, foram obtidos resultados satisfatérios
(BENZ, 1971).
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TABELA 4: Populacdo de adultos de Bradysia mabiusi originadas de larvas alimentadas com

combinacéo de Vectobac e S.feltiae em laboratério (T =25 + 1°C, UR =70 + 10% e fotofase de

12 horas).

) REDUGCAO DE
ISOLADOS POPULACAO POPULACAO

(%)

TESTEMUNHA 73,25a* 0
Steinernema feltiae (62J1/pote) 66,43 b 8,98
VECTOBAC (0,17g/10L) 65,43 b 10,35
Steinernema feltiae (132JI/pote) 62,81 c 13,95
VECTOBAC (0,37g/10L) 62,68 14,12
Steinernema feltiae (265Jl/pote) 62,18 c 14,81
VECTOBAC (0,75g/10L) 52,75d 27,73
Steinernema feltiae (533JI/pote) 52,31d 28,33
VECTOBAC (1,5g/10L) 51,43 d 29,53
Steinernema feltiae (62 Jl/pote) + VECTOBAC 30,75 e 57,87
(0,17g/10L)
Steinernema feltiae (132 Ji/pote) + VECTOBAC 29,75 e 59,24
(0,37g/10L)
Steinernema feltiae (265 Jl/pote) + VECTOBAC 28,56 e 60,87
(0,75g/10L)
Steinernema feltiae (533 Jl/pote) + VECTOBAC 13,87 f 80,99
(1,5g/10L)
C.V. (%) 1,95

(*) Médias de 8 repeticbes seguidas de mesma letra, na coluna néo diferem entre si pelo teste

de Scott Knott (P< 0,05). JI (Juvenis Infectivos).
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Esta interacdo baseia-se no principio de que o inseticida convencional atua
como agente estressante do inseto, levando-o a adquirir ou ativar doengas infecciosas,
tornando-o mais suscetivel as toxinas do Bt. Mais recentemente, o estudo da interacéo
de bioinseticidas a base Bt e outros entomopatdégenos ganhou maior énfase (GLARE
& O'CALLAGHAM, 2000). A compatibilidade com outros bioinseticidas ou com agentes
naturais de controle € importante no desenvolvimento de estratégias que utilizam
entomopatdgenos em programas de Manejo Integrado de Pragas (GARDNER et al.,
1984). E essencial, nestes casos estudar as interagdes potenciais, principalmente para
viabiliza-los economicamente e também para avaliar seu impacto sobre o ambiente.
Porém, o estudo destas interagcbes tem um elevado grau de complexidade e as
respostas aditivas sédo raras, mesmo em laboratério (KOPPERNHOFER & KAYA,
1999). As mesmas dificuldades, até em maior grau, sdo observadas em campo.
Apesar destas dificuldades, alguns estudos de laboratério foram feitos para avaliar o
efeito aditivo de Bt com outros entomopatégenos SHAMSELDEAN & ISMAIL (1997)
estudam o efeito da interacdo dos nematoides entomopatogénicos H. bacteriophora e
Steinernema glaseri com Bt, e observaram efeito aditivo para Cyclocephala hirta, C.
pasadenae e Agrotisipsilon, respectivamente.

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com as observagfes feitas
por BENZ (1971). Este autor afirma que n&o € apropriado fazer generalizagdes sobre a
interacdo entre entomopatdgenos, pois muitas vezes o resultado da interacdo depende
mais das concentracdes utilizadas do que do patégeno em si.

No entanto, deve-se verificar se esta interacdo ocorre em condi¢cbes de campo,
onde fatores bitticos e abi6ticos podem afetar significativamente a acdo dos agentes
de controle. Devido a complexidade de fatores no ambiente natural, a definicdo dos
parametros a serem avaliados a campo € importante para evitar desperdicio de
material, tempo e trabalho. Em sistemas agricolas com uso constante de bioinseticidas
e cujas pragas sao reguladas por outros patdégenos, que atuam como agentes do
controle bioldgico natural, os estudos de suas interag6es devem ser considerados com

maior énfase.
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6. CONCLUSOES
Os isolados de nematoide que apresentaram maior viruléncia contra larvas do

Bradysia mabiusi foram IBCB n° 2 (S.carpocapsae), IBCB n° 47 (S.feltiae) e AM n° 124
(H. amazonensis).

Para o teste de diferentes dias de aplicacdo concluiu-se que o 21° dia apés a
infestacdo do inseto proporcionou uma melhor reducdo na populacdo de Bradysia
mabiusi na dose 4417 Juvenis Infectivos/pote.

Para o teste de combinacdo entre S.feltiae e 0 produto comercial a base de

Bacillus thuringiensis, Vectobac® observou-se um efeito aditivo.
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