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RESUMO

O Brasil € 0 maior produtor mundial de cana-de-agUcar. Dentre as pragas
que atacam a cultura, o bicudo-da-cana, Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae),
tem ganhado destaque nos Gltimos anos devido a sua crescente disseminagdo e 0s grandes
prejuizos causados ao setor sucroalcoleiro. Os métodos atuais recomendados para o
controle desse inseto, tanto culturais, como baseados na aplicacdo de produtos quimicos,
ndo tém gerado resultados satisfatorios, principalmente em virtude do comportamento do
inseto. Uma alternativa para 0 manejo populacional dessa praga € a utilizacdo de agentes
de controle bioldgico, como os nematoides entomopatogénicos (NEPS), porém até o
momento ndo h& disponivel no mercado um produto comercial a base desses
entomopatogenos. Com este estudo foi possivel compreender os aspectos relacionados a
formulacéo, aplicacéo e eficiéncia de um produto a base de NEPs, que seja eficiente para
o controle de pragas de solo em cana-de-aglUcar e em outras culturas/ambientes. Foram
selecionadas algumas das espécies de nematoides entomopatogénicos que, de acordo com
a literatura, sdo eficientes no controle de insetos no solo, para um teste de capacidade em
ambiente simulando o campo, testando ndo apenas o potencial patogénico de cada espécie,
mas também a forma como agem no solo e infectam o hospedeiro. Alem disso, a espécie
mais eficiente foi colocada sob analise a fim de se observar uma dose ideal de produto a
base desse agente de controle bioldgico, assim como seu efeito, durabilidade, viabilidade
e acédo no controle de cobaias em ambiente semelhante ao campo. Os resultados indicaram
que a espécie Steinernema rarum foi a mais eficiente no controle de insetos no sentido de
interceptacdo de hospedeiros e mortalidade causada aos mesmos, ainda que no interior de
colmos de cana-de agUcar. Os testes de campo indicaram ainda que esta espécie é eficiente
no controle de S. levis, Hyponeuma taltula e larvas de escarabeideos. Os testes de
sobrevivéncia de nematoides em vinhaca indicaram que este residuo ndo causa mortalidade
de nematoides da especie S. rarum quando aplicado a um substrato de palha de cana-de-
acucar.

PALAVRAS-CHAVE: Bicudo-da-cana-de-acucar, Galleria mellonella, Controle

biolégico.
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ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer of sugar cane. Among the pests that attack the crop, the
sugarcane billbug, Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae), has gained prominence
in recent years due to its growing spread and the great damage caused to the sugarcane
industry. The current methods recommended for the control of this insect, both cultural and
chemical-based, have not yielded satisfactory results, mainly due to the cryptic behavior of
the insect. An alternative for the population management of this pest is the use of biological
control agents, such as entomopathogenic nematodes (EPNSs), but to date there is no
commercial product based on these entomopathogens. With this study it was possible to
understand the aspects related to the formulation, application and efficiency of a product
based on EPNs that is efficient for the control of soil pests in sugarcane and other crops /
environments. Some of the entomopathogenic nematode species that, according to the
literature, are efficient in the control of insects in the soil were selected for an environmental
capacity test simulating the field, testing not only the pathogenic potential of each species,
but also the shape as they act in the soil and infect the host. In addition, the most efficient
species was placed under analysis in order to observe an ideal dose of product based on this
biological control agent, as well as its effect, durability, viability and action on the control
of guinea pigs in a field-like environment. The results indicated that the species Steinernema
rarum was the most efficient in the control of insects in the sense of hosts interception and
mortality caused to them, even in the interior of sugarcane stalks. Field tests also indicated
that this species is efficient in controlling S. levis, Hyponeuma taltula and scarab larvae. The
survival tests of nematodes in vinasse indicated that this residue does not cause mortality of

nematodes of the species S. rarum when applied to a substrate of sugarcane straw.

KEYWORDS: Sugarcane billbug, Galleria mellonella, Biological control.
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1. INTRODUCAO

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma das
principais atividades que impulsionam a economia brasileira. Dentre os estados produtores,
Sdo Paulo destaca-se com uma producdo estimada em 75.207 kg/ha na safra 2018/2019,
correspondendo a mais de 55% do total produzido no pais (CONAB, 2019). Para alcancar
esse patamar, grandes investimentos tém sido feitos em tecnologias usadas no
estabelecimento e conducdo da cultura, incluindo estratégias para 0 manejo integrado de
pragas.

Inimeros insetos herbivoros podem atacar a cana-de-acucar, havendo um
destaque para aqueles conhecidos como pragas de solo que se alimentam do sistema
radicular. O bicudo-da-cana, Sphenophorus levis (Vaurie) (Coleoptera: Curculionidae), é
um inseto que vem assumindo grande importancia nos ultimos anos, principalmente por
estar disseminado em areas do estado de S&o Paulo e com potencial de incidéncia em outros
estados (GIOMETTI et al., 2011). Os principais danos do inseto a cultura ocorrem durante
a sua fase imatura, quando as larvas abrem galerias no rizoma da planta, podendo acarretar

amorte de 50 a 60% dos perfilhos, perdas na producéo de até 30% e reducdo da longevidade
dos canaviais (LEITE et al., 2012).

O principal método recomendado para o controle desse inseto tem sido a
destruicdo mecanica das soqueiras e restos culturais, proporcionando resultados
satisfatorios somente no primeiro corte da cana. Apds esse periodo, como o rizoma da cana
permanece para a préxima safra, a incidéncia da praga aumenta. O controle quimico pelo
uso de fipronil WG 250 g p.c./ha e Actara 250 WG 1 Kg p.c./ha também tem sido
recomendado, com as desvantagens do elevado custo dos produtos, riscos de intoxicacédo e
poluicdo ambiental. Além disso, o controle quimico ndo tem se mostrado muito eficiente,
visto que as larvas se alimentam no interior da planta hospedeira e os adultos permanecem
enterrados, sendo dificilmente atingidos pelos produtos (PRECETTI; ARRIGONI, 1990;
LEITE etal., 2012).

Como alternativa para 0 manejo populacional dessa praga destaca-se 0
controle bioldgico por meio do uso de nematoides entomopatogénicos (NEPsS) dos géneros
Heterorhabditis e Steinernema, os quais tém se mostrado bastante efetivos no controle de
diversas espécies de curculionideos pragas, inclusive do género Sphenophorus, nos EUA e

Japdo (SMITH, 2005). Esses nematoides possuem uma relagdo simbidntica altamente
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especifica com bactérias capazes de causar a morte rapida do inseto hospedeiro.

Ambos 0s géneros de nematoides atacam exclusivamente insetos e tém ciclos
de vida semelhantes, comecando com um juvenil infectivo (JI) que transporta a bactéria
entomopatogénica dentro do seu intestino e a libera na hemocele de um hospedeiro
adequado. Os nematoides e as bactérias simbiontes agem em conjunto para vencer o sistema
imunolodgico do inseto, causando a sua morte dentro de 24 a 48 horas (DOWDS; PETERS,
2002). Posteriormente, as bactérias se multiplicam no interior do inseto e o nematoide se
propaga alimentando-se de ambos. Quando o alimento se esgota, 0 nematoide é induzido
para a forma de JI e deixa o cadaver do inseto a procura de um novo hospedeiro (BROWN;
GAUGLER, 1997).

O nematoide Steinernema brazilense mostrou excelentes resultados no
controle de S. levis em casa de vegetacdo e campo, causando 80% de mortalidade de larvas
do inseto dentro dos rizomas das plantas e 60% de controle dos adultos no campo
(TAVARES et al., 2007; GIOMETTI et al., 2011; LEITE, 2011). Os ganhos de producao
gerados pela aplicacdo do nematoide tem sido semelhantes aos ganhos gerados pela
aplicacdo do inseticida fipronil, com a vantagem do nematoide ser um produto de menor
custo, ndo poluir o meio ambiente, ndo deixar residuos no produto, ser seletivo para inimigos
naturais e ser totalmente seguro ao trabalhador.

Esses nematoides podem atuar também no controle de outras pragas de solo
gue atacam a cana-de-agUcar, como as ninfas da cigarrinha da raiz, Mahanarva fimbriolata,
larvas de coros Leucothyreus sp (Coleoptera: Scarabaeidae) e a lagarta Hyponeuma taltula
(Lepidoptera: Noctuidae) (LEITE et al., 2006). A espécie Heterorhabditis indica, por
exemplo, proporcionou 60% de controle da cigarrinha da raiz, enquanto que Steinernema
brazilense causou 50% de controle do cord (LEITE et al., 2012).

Apesar dos estudos indicando a viabilidade de uso dos NEPs para o controle
de pragas de solo que atacam a cana-de-acUcar e outras culturas, até 0 momento ndo ha um
produto comercial disponivel no mercado. Além disso, agricultores tem mostrado demanda
pelo desenvolvimento de métodos alternativos e eficazes de controle das pragas de solo da
cana-de-agucar, jA que os inseticidas quimicos ndo tém gerado resultados esperados,
encarecendo a producéo e poluindo o ambiente. Neste contexto, a presente proposta visa a
estudar e aperfeicoar os métodos de utilizacdo dos NEPs, a fim de desenvolver um produto

comercial eficiente e sustentavel para o controle do bicudo-da-cana-de-agucar em campo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Encontrar a melhor opgdo para o controle do Sphenophorus levis em cana-

de-acucar, relacionado aos nematoides entomopatogénicos.

2.2. Objetivo especifico
1. Selecionar o isolado de NEP gue apresente maior eficiéncia no controle

do bicudo, aferido através da mortalidade de larvas em laboratério

2. Selecionar a melhor dose de NEP para o0 uso em campo, que seja viavel e
apresente bom resultado.

3. Avaliar a influéncia da vinhaca sobre a mortalidade de nematoides, com

finalidade de utilizacdo desse substrato pra aplicacdo de NEPs em campo.

4. Avaliar o controle das pragas de solo com NEP aplicado no solo da cana-

de-acucar.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O cultivo de cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) pertencente a familia Poaceae,
género Saccharum, sendo uma planta semi-perene, necessita de um intervalo para o plantio
menor que as plantas perenes. Nesse caso, um ciclo médio de quatro anos desde o plantio
até a renovacao das areas cultivadas (TOLEDO et al., 2011).

Na parte aérea da planta, notam-se os seguintes componentes: folhas,
inflorescéncias e colmos, que sdo cilindricos e formados por sucessivos entrenos, ligados
entre si por nés (Fig 1). Cada entrend possui uma gema axilar, utilizada no cultivo extensivo,
e por isso a cana-de-agUcar é tida como uma cultura de propagacdo vegetativa, ja a parte

subterranea é composta de rizomas e raizes (CAMPOS, 2013).

Figura 1. Colmos da Cana-de-agucar
Fonte: Mateus S. O. Silva - Instituto Bioldgico, 2020.

Segundo Alcarde (2017), a fibra da cana contém principalmente celulose,
hemicelulose e lignina, sendo que seu teor depende majoritariamente da variedade e da idade
da planta, alternando de 10% a 16%. O caldo representa 84% a 90% do colmo, sendo
constituido de agua (75% a 82%) e de sélidos sollveis (18% a 25%), agrupados em agucares
(18%) e ndo agUlcares organicos (1%) e inorgéanicos (1%).

Ainda de acordo com Alcarde (2017), os agUcares sdo constituidos
principalmente pela sacarose, glicose e frutose. A sacarose é o principal componente (17%),
ja 0s ndo acucares organicos sao constituidos por substancias nitrogenadas (proteinas e

aminoacidos), gorduras, ceras, &cidos e pigmentos (clorofila e antocianina). Os ndo agucares
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inorgénicos constituem-se de silica, potassio, fosforo, célcio, sédio, magnésio, ferro, cloro,
aluminio e enxofre.

Conforme Silva et al. (2007), a cana-de-aclcar tem potencial de
perfilhamento, ou seja, brotacdo a partir de seu rizoma (Fig 2), originando-se na base da
planta ou na regido axilar da folha basal. Cada perfilho é uma ramificagdo do colmo e a
intensidade do perfilhamento é variavel, podendo ocorrer até quatro meses apds o plantio,
originando de 10 a 20 perfilhos (SILVA et al., 2007).

Figura 2. Sistema radicular da Cana-de-agUcar
Fonte: Mateus S. O. Silva - Instituto Biologico, 2020.

Ap0s o primeiro corte, chamado de cana-planta, a cana-de-agucar passa a ter
um ciclo de colheita anual, sendo que ao crescer para 0 segundo corte é chamada de cana-
soca e é denominada ressoca nos cortes seguintes. Pode render de trés a seis colheitas
consecutivas (dependendo da variedade de cana-de-acUcar plantada), ou seja, é possivel que
se tenha até 5 socas. No entanto, o que deve determinar a quantidade possivel de cortes, além
do potencial genético advindo de cada variedade, sdo fatores como o manejo do solo e de
agua, clima, entre outros (CAVERSAN, 2017).

Dentre os fatores que determinam a producdo da cana, a agua pode ser
considerada como elemento decisivo para o sucesso da lavoura. Sua falta ou excesso afetam
de maneira significativa o desenvolvimento das plantas, pois influencia diretamente outros
fatores, como absor¢do de nutrientes e desenvolvimento vegetal. A cana-de-agucar
apresenta elevado consumo de agua, necessitando de aproximadamente 250 partes de agua
para formar uma parte de matéria seca na planta (MAULE, 2001).

Além disso, 0 bom desempenho da cultura depende de uma série de outros

fatores, como fertilidade do solo, manejo hidrico (1.500 a 2.500 mm), cultivar, idade de
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corte, tipo de solo e do clima (DA SILVA; BORGES; DE ALBUQUERQUE, 2014). Nesse
contexto, o solo destaca-se por fornecer as plantas suporte fisico, agua e nutrientes. Os solos
profundos, pesados, bem estruturados, férteis e com boa capacidade de retencdo séo ideais
para a cana-de-acucar que, tendo em vista a sua rusticidade, desenvolve-se bem, mesmo em
solos como os de cerrado (MAULE, 2001; CAMPOS, 2013).

As necessidades hidricas dessas plantas estdo relacionadas diretamente com
o clima onde se encontram (com temperaturas ideais de 18°C a 35°C), principalmente por
serem oriundas de regifes de clima tropical, onde existe alternancia de estaces secas e
umidas (DA SILVA; BORGES; DE ALBUQUERQUE, 2014; ALCARDE, 2017). O centro
de origem desta cultura pode ser situado entre a China e Nova Guiné, tendo em vista registros
com mais de 8000 anos da presenca desta planta nesse territorio (MARIN; NASSIF, 2013).

A primeira cultura de cana-de-acucar foi estabelecida no Brasil em 1502 por
europeus, utilizando-se mudas trazidas da Ilha da Madeira, expandindo rapidamente seu
territdrio, principalmente na regido Nordeste (Bahia, Piaui, Alagoas e Paraiba), devido as
caracteristicas edafoclimaticas favoraveis e aos solos férteis. 1sso garantiu em pouco tempo
0 monopolio de producéo de aglcar a Portugal, gerando alta lucratividade e desenvolvimento
(DE CARVALHO; FURTADO, 2013).

De acordo com Marin e Nassif (2013), no século XIX houve uma expansao
dos pélos produtores de acucar pelo mundo, o que reduziu a importancia do Brasil no
mercado mundial, comprometendo assim a viabilidade econébmica da atividade interna.
Neste periodo, os Estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro se firmaram como pdlos
fornecedores de acucar para as regides Sul e Sudeste.

Em 1933 houve a criagdo do Instituto do Aclcar e do Alcool (IAA), a fim de
regular a producdo interna e desenvolver pesquisas sobre a cultura. Em 1973 ocorreu a
primeira crise do petréleo, dando espaco no Brasil ao Programa Nacional do Alcool -
ProAlcool, com o objetivo de inserir o etanol na matriz energética brasileira, sendo que em
1979 deu-se inicio a producdo de veiculos movidos a etanol. A producdo nacional desse tipo
de veiculo atraiu a classe média, devido ao custo mais barato em relagdo aos veiculos
movidos a gasolina, gerando uma area de desenvolvimento muito rentavel (MARIN;
NASSIF, 2013).

Atualmente, a cana-de-acucar é uma das culturas de metabolismo C4 mais
importantes do mundo para a producédo de alimentos, fornecendo cerca de 75% da colheita

mundial de agucar para o consumo humano (MARIN; NASSIF, 2013). E cultivada numa
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extensa area territorial, compreendida entre os paralelos 35° de latitude Norte e Sul do
Equador, apresentando melhor comportamento nas regides quentes.

O Brasil encontra-se ainda como maior produtor mundial, detendo cerca de
Y4 da producdo global, seguido de India e China (RODRIGUES, 2010; CAMPOS, 2013). O
clima ideal € aquele que apresenta duas esta¢des distintas: uma quente e Umida, pois isso
proporciona a germinacéo, perfilhamento e desenvolvimento vegetativo; seguido de outra
fria e seca, para favorecer a maturacao e acimulo de sacarose nos colmos, com valores mais
elevados na direcao do centro do caule (CAMPOS, 2013; ALEXANDER, 1973).

No Brasil ocorrem duas épocas de colheitas anuais, uma em meados de
setembro a abril, nas regides norte e nordeste e outra em meados de maio a dezembro nas
regides centro oeste, sudeste e sul, sendo o periodo de janeiro e marco a melhor época para
o plantio (TOLEDO et al., 2011). Segundo dados da UNICA (2018), a producao de cana-de-
acucar se concentra principalmente nas regides Centro-Sul e Nordeste do Brasil. Somente
na safra de 2016-2017, foram utilizadas respectivamente 9.182.699 e 1.062.403 hectares de
plantio para essas regides, com total nacional de 10.245.102 hectares de cana-de-acucar.

Conforme dados da Conab (2018), os numeros finais da safra 2017-2018
apontam para uma area colhida de 8.729,5 mil hectares de cana-de-agucar destinada a
atividade sucroalcooleira com uma producdo finalizada efetiva de 633,3 milhGes de
toneladas de cana.

De acordo com Rodrigues (2010), 52% da producdo brasileira destina-se a
producdo de alcool e 48% para acucar. O Brasil € o maior exportador mundial de acgucar,
responsavel por 45% do total comercializado mundialmente. Atualmente, o etanol ja é
reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais, sociais e econdmicas, atraindo
um crescente interesse na producdo brasileira, o que vem refletindo em um consideravel
investimento nas lavouras de cana-de-agucar nacionais nos Gltimos anos (RODRIGUES,
2010).

De acordo com a Conab (2019), Séo Paulo, sendo o0 maior produtor nacional,
devera ter uma reducdo na area de 181,5 mil hectares, assim como para os Estados do Parana
e Minas Gerais, que devem apresentar um decreéscimo na &rea em producéo de 5,4% e 1,2%
respectivamente, quando comparada a safra anterior. No entanto, para o Estado de Goiés ha
perspectiva de incremento na area de producdo, com 949,2 mil hectares de area de cana-de-
acucar nessa temporada (3,5% maior que 2018/19), da mesma maneira em que no Mato

Grosso do Sul a estimativa é de um incremento na area, prevendo cerca de 653,2 mil hectares.
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Apesar da importancia da cultura da cana-de-agucar para o Brasil, 0
rendimento nacional é baixo, com média de 75 toneladas/ha, principalmente o pais tem
passado por uma fase de estagnacdo na sua produtividade agricola, muito influenciada pelo
clima, que tem se mostrado cada vez mais erratico. Outros diversos tipos de estresses tém
ainda afetado sua industria de maneira geral, podendo mudar o grau de sua importancia,
contudo as pragas e doengas sempre estdo entre aqueles que causam as maiores perdas
(RODRIGUES, 2010; UNICA, 2018).

A gueima da cana em pré-colheita foi uma pratica muito comum no cultivo
de cana-de-acgucar, realizada com o objetivo de facilitar a operacdo de corte e de reduzir o
volume de materiais alheios transportados a usina (MENDONCA, 2005). Atualmente, a
colheita mecanizada da cana-de-agucar € utilizada nos sistemas de produc¢éo no Brasil, sem
a queima. As folhas, bainhas, ponteiro, além de quantidade variavel de pedagos de colmo
sdo cortados, triturados e langados sobre a superficie do solo, formando uma cobertura de
residuo vegetal denominada palha ou palhada, contribuindo com a conservagéo do solo e da
lavoura. Outras vantagens incluem a reducdo da erosdo e o aumento do teor de matéria
organica (SOUZA et al., 2005).

As mudangas do sistema de producéo, preservando a palha no canavial pela
colheita de cana crua (antigamente queimada), mesmo contribuindo com a sua conservacao,
propiciaram uma reorganizacdo de todo o ecossistema e aumentaram as populacfes de
pragas que se abrigam e multiplicam-se sob a palhada. Apesar de também aumentar o
numero de inimigos naturais, ainda assim as desvantagens advindas desse novo sistema
consistem em um fator limitante para a producdo de cana-de-aclcar em todo territorio
brasileiro (SOUZA et al., 2005).

3.2. Pragas da cana-de-acucar

Neste contexto, muitos elementos sdo responsaveis pela reducdo dos
rendimentos agroindustriais da cultura da cana-de-agucar, dentre os quais incluem-se 0s
insetos considerados pragas, que causam significativas perdas por unidade de area,
acarretando prejuizo econémico para os produtores (PEREIRA; FERNANDES; VELOSO,
2010).

Dentre as pragas para essa cultura, algumas das que podem acarretar danos
mais graves sdo aquelas de habito subterraneo, ja que o controle desse tipo de organismo

pode ser considerado como o mais dificultoso, tendo em vista que foram pouco estudados.
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As informacGes sobre pragas subterraneas no Brasil séo restritas, podendo-se afirmar que é
uma das areas de maior necessidade de pesquisa e de grande preocupagao para agricultura.
Além disso, o controle de pragas de solo € muito ineficiente, pois os inseticidas atualmente
utilizados possuem curto periodo residual, diminuindo assim sua eficiéncia (GASSEN,
1989; VIANA et al., 2001).

De acordo com Viana et al. (2001), pragas de solo atacam e danificam o
sistema radicular, acarretando falhas nas lavouras e as plantas sobreviventes tornam-se
improdutivas ou aumentam suas perdas na colheita, devido ao tombamento ou pelos danos
causados as raizes. Entre algumas das principais pragas subterraneas para essa cultura
encontram-se 0s corés, cigarrinhas das raizes, o besouro Migdolus fryanus, cupins e as
brocas encontradas nos rizomas (Metamasius hemipterus e Sphenophorus levis) (ZUCCHI,
1992).

A mariposa Hyponeuma taltula, conhecida popularmente como broca-peluda
da cana-de-agUcar teve sua ocorréncia relatada pela primeira vez em canaviais no ano de
1973, nos Estados de Sao Paulo e Pernambuco, espalhando-se para todas as regides do pais
desde entdo (FERNANDEZ TRIANA, 2015).

As fémeas desta espécie depositam 0s ovos na base da cana-de-agucar, de
onde as larvas penetram no rizoma e dele se alimentam, juntamente com os nos inferiores da
planta, levando a destruicdo do caule e de alguns tecidos de crescimento (TRIANA et al.,
2020). Ao se alimentarem de plantas novas, H. taltula causa a morte da gema apical,
ocasionando sintoma conhecido como cora¢do morto, enquanto que o ataque na cana adulta
pode causar perda de peso e enfraquecimento da planta, além de possibilitar a entrada de
patégenos, diminuindo drasticamente o rendimento do canavial (ZENKER et al., 2007).

No Brasil, alguns insetos escarabeideos sdo considerados pragas de raizes de
plantas, dentre estes algumas espécies pertencem ao género Leucothyreus (RODRIGUES;
PUKER; TIAGO, 2010), consideradas pragas de importancia pois suas larvas alimentam-se
de raizes de varios tipos de gramineas, incluindo a cana-de-acucar (COUTINHO et al.,
2011). Existem poucas informacGes sobre este grupo de inseto praga. No entanto sabe-se
gue algumas espécies possuem ciclo de vida em menos de um ano, aproximadamente 275
dias, proporcionando a emergéncia de adultos no inicio da estacdo chuvosa (RODRIGUES;
FERREIRA; GOMES, 2016).

19



3.3. O bicudo-da-cana-de-acucar

O género Sphenophorus (Coleoptera: Curculionidae) compreende um
complexo de espécies que danificam gramineas em diversas regides do globo,
compreendendo uma gama de insetos que podem acarretar prejuizos a diversas culturas de
importancia agricola. Nos EUA ocorrem mais de 64 espécies desse género, onde 20 foram
registradas apenas na Florida (TAVARES et al., 2009; CANASSA, 2014). De acordo com
Canassa (2014), existem ao todo 75 espécies descritas na América do Norte e na Asia; 26
em certas regides da Africa e América do Sul, sendo que dessas, 14 podem ser encontradas
no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai.

No Brasil, o bicudo-da-cana-de-agucar, Sphenophorus levis, € uma das pragas
agricolas economicamente mais importantes da familia Curculionidae. As larvas deste
besouro se alimentam do rizoma da cana e da base do colmo, construindo galerias que
eventualmente causam a morte da planta. Isso acarreta uma reducdo na produtividade de uma
das mais importantes culturas agricolas do pais (EVANGELISTA et al., 2015).

Os primeiros relatos de incidéncia de S. levis como praga da cana-de-agucar
aconteceram em Santa Barbara d'Oeste — Sdo Paulo, no ano de 1978. Na regido de Piracicaba
— S&o Paulo, a praga causou danos em perfilhos da cana com cinco a sete meses de
crescimento. Desde entdo assumiram grande importancia, principalmente por estar se
disseminando em &reas onde sua incidéncia ainda nao havia sido registrada, tendo em vista
gue na ultima década foram descritos em 124 municipios do estado de Sao Paulo, além de
Minas Gerais, Parand, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias (TAVARES et al., 2009;
GIOMETTI et al., 2011; CANASSA, 2014).

3.4. Danos causados

As lesdes causadas pelo bicudo-da-cana-de-agucar (S. levis) se ddo abaixo do
nivel do solo, no estagio larval do inseto que busca abrigo e alimento justamente no rizoma
da planta. Seu ataque da origem a galerias na base da brotacdo, bloqueando o fluxo de
nutrientes e ocasionando sintomas caracteristicos (normalmente nas épocas secas do ano)
como amarelecimento e secamento das folhas, morte dos perfilhos e por fim prejudicando a
rebrota da cultura para os anos seguintes (DEGASPARI et al., 1987; GIOMETTI et al., 2011,
RINKE et al., 2011).

Pode-se complementar ainda expondo as caracteristicas comuns das galerias

deixadas pelas larvas do bicudo, que normalmente séo circulares ou longitudinais, com altura
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média de 7,5 cm de comprimento no interior dos colmos. A altura méxima em que podem
ser encontradas acima do nivel do solo é de 21 cm de comprimento (PAVLU, 2013;
CANASSA, 2014).

Os prejuizos causados por essa praga sao graves. Giron-Pérez et al. (2009),
citaram alguns locais do estado de S&o Paulo onde 50% a 60% de perfilhos foram atacados
ainda no estégio de cana-planta, estimando perdas de 20 a 30 t de cana-de-agucar ha/ano.

Devido ao habito criptico das larvas, diversas das técnicas ou estratégias
convencionalmente aplicadas no controle de pragas tém obtido pouco ou nenhum sucesso
(RINKE et al., 2011), incluindo o uso de inseticidas sintéticos que falham por ndo atingirem
a praga em seu momento de maior susceptibilidade (ZARBIN et al., 2003).

Outro fator que contribui para a continuidade desse inseto no campo € a
constante deposicao de restos culturais proporcionada pela colheita da cana crua, tendo em
vista que as larvas sdo capazes de aproveitar os tecidos vegetais e os adultos, quando
emergidos, podem encontrar abrigo e alimentacdo suficiente para sobreviver até o
surgimento de novos brotos (WADT, 2016).

3.5. Bioecologia de S. levis

As fémeas do bicudo sdo capazes de colocar de 60 a 70 ovos ao longo de toda
sua vida, depositando-o0s na base das touceiras de cana (TAVARES et al., 2009). Para isso,
a fémea faz uma abertura na planta e coloca cada ovo separadamente, isolando-os uns dos
outros. Os ovos possuem formato eliptico, com aproximadamente 0,27 mm x 0,004 mm de
comprimento e 0,10 mm % 0,012 mm de largura (Fig 3). Quando o ovo é posto,
imediatamente possui uma coloracdo mais clara, branco-leitosa, que passa a escurecer
conforme 0 momento da eclosdo se aproxima (DEGASPARI et al., 1987). O periodo de
incubacdo é de aproximadamente 7 a 12 dias (CICERO, 2007).
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Figura 3. Ovos de Sphenophorus levis. A — Ovo proximo da ecloséo da larva; B —Ovo recém
colocado no colmo.
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Bioldgico, 2018.

Apds a eclosdo dos ovos, as larvas se mantém no interior do colmo por
aproximadamente 50 dias, principalmente nos periodos mais secos do ano, apresentando um
pico populacional em junho e julho. No interior da planta, a larva alimenta-se e obtém
protecdo contra predadores ou doencas. Sao apodas e possuem a cabeca avermelhada, com
corpo de coloracdo branca, passando gradualmente para amarelo a medida que se
desenvolvem até atingirem aproximadamente 15 mm (Fig 4), quando devem seguir ao
estagio de pupa (ALENCAR, 2016; SOARES-COSTA et al., 2011).

Figura 4. Larva de Sphenophorus levis em galeria no interior do colmo.
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Biol6gico, 2018.

No momento em que a larva deve iniciar o estagio de pupa, prepara uma
galeria para acomodar 0 que serd a camara pupal, aumentando-a e suspendendo qualquer
atividade ap0s isso, interrompendo até mesmo a alimentacdo. Imediatamente ap6s passar
para estado de pupa, sua coloracdo é branco-leitosa (Fig 5), mas passa a escurecer ao longo

do tempo, até o momento da emergéncia do adulto. E do tipo exarada e pode ser encontrada
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envolta em serragem, podendo permanecer nesse estagio de desenvolvimento por
aproximadamente 10 dias (PAVLU, 2013).

Figura 5. Pupa de Sphenophorus levis em camara pupal no interior do colmo.
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Bioldgico, 2018.

Os adultos de S. levis encontram abrigo no subsolo junto ao rizoma e algumas
vezes podem ser vistos caminhando sobre o solo, mas muito raramente voando, pois tem
comportamento pouco agil, podendo até mesmo simular morte ao serem manuseados. A
fémea possui tamanho aproximado de 15 mm de comprimento, enquanto o0 macho apresenta
aproximadamente 10 mm, além disso 0 macho diferencia-se por dispor na regido ventral uma
area mais pilosa. Possuem coloragdo marrom escura, com manchas pretas no dorso e torax

e ainda listras longitudinais sobre os élitros (Fig 6) (IZEPPI, 2015).

Figura 6. Adultos fémea e macho de Sphenophorus levis.
Fonte: Valmir Antonio Costa — Instituto Biologico, 2018.



Existem duas épocas do ano em que ocorrem picos populacionais de adultos
do bicudo-da-cana, sendo um de maior incidéncia de fevereiro a marco e outro menos
expressivo entre outubro e dezembro. Devido a sua baixa mobilidade, possuem quase
nenhum indice de migracéo, limitando-se normalmente a uma média de 6 a 11 m ao redor
da touceira atacada, vivendo majoritariamente de maneira agregada. O ciclo bioldgico
completo tem em média 173,2 dias, mas o periodo reprodutivo ocorre relativamente cedo,
de 21 a 35 dias ap6s a emergéncia dos adultos (GRANSO, 2017).

3.6. Monitoramento de S. levis

Durante muito tempo, a aplicacdo de produtos quimicos de maneira
irresponsavel era feita para as grandes culturas de maneira geral. As aplicacbes eram
conduzidas com base em calendarios, que levavam em conta apenas 0s momentos em que
ocorrem o0s picos populacionais das pragas, mas ndo se considerava se essas populagdes eram
de fato causadoras de danos que realmente trouxessem prejuizos a cultura, ou seja, se o nivel
populacional acarretaria um nivel de dano que exigisse controle (ZUCCHI, 1992).

As consequéncias advindas desse tipo de pratica podem ser desastrosas, como
por exemplo o surgimento de resisténcia de pragas a diversos tipos de inseticidas (ARAUJO
et al., 2000); efeitos danosos sobre outros insetos que agem como inimigos naturais
(CZEPAK et al., 2005) e polinizadores (PINHEIRO; FREITAS, 2010), da mesma maneira
para outros animais silvestres; efeitos tdxicos ao homem no momento da aplicacao ou através
de residuos, além é claro dos impactos ambientais nas areas ao redor da cultura (CASSAL
etal., 2014).

Atualmente é sabido que antes de se realizar o controle de pragas
propriamente dito, é necessario primeiramente aferir o nivel de controle (NC) e o nivel de
dano econémico (NDE), onde o NC define 0 momento em que a populagdo de uma praga
deve ser controlada e NDE define o momento em que esta praga é realmente prejudicial do
ponto de vista econémico e 0 momento em que é viavel fazer o controle (GARCIA, 2006).

Visando a preservar a cultura por meio da manutencao do nivel populacional
das pragas para um patamar abaixo do nivel de dano econdmico, Zucchi (1992) cita 0 manejo

de pragas como alternativa para o uso incorreto de produtos quimicos, sendo que 0 passo
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inicial deve ser a avaliacdo populacional dos insetos, para se conhecer o nivel de infestacéo
das pragas e orientar o seu controle. No entanto, isso exige um levantamento populacional
realizado através de amostragens.

As medidas de controle de S. levis também devem ser realizadas mediante o
monitoramento prévio, principalmente antes da implantacdo ou reforma da lavoura,
realizando o levantamento apds o Ultimo corte do canavial e antes da destruicao das antigas
soqueiras (IZEPPI, 2015).

O monitoramento do bicudo-da-cana é realizado com base no nimero de
adultos encontrados em campo, utilizando-se iscas fabricadas com toletes de cana de
aproximadamente 30 cm, cortados ao meio verticalmente e imersos por 24 horas em solugéo
inseticida e distribuidos em namero de 100 iscas por hectare. Em seguida deve-se posicionar
as iscas 0 mais préximo possivel da base das touceiras, cobrindo com palha para preservar o
ambiente favoravel ao inseto e renovar as armadilhas a cada 20 dias (ALENCAR, 2016).

Outro método de amostragem frequentemente utilizado é realizado para
levantamento da populacéo de larvas e pupas, com base na abertura de trincheiras no solo,
em dois pontos por hectare, com dimensées de 50 cm de largura por 50 cm de comprimento
e 30cm de profundidade, sendo que o solo e a touceira coletados devem ser verificados,
contando as formas bioldgicas e ocorréncia de danos em cada ponto de amostragem (IZEPPI,
2015).

Para o bicudo-da-cana, ainda ndo existe um nivel de dano econémico bem
definido, em razdo do alto dano causado. Por isso, entre os produtores ha consenso em que
o controle deve ser realizado em quase todas as areas que apresentam algum historico do
ataque desta praga (DINARDO-MIRANDA, 2014).

Apesar de ndo haver até o momento nenhum método totalmente efetivo, tendo
em vista que a populacdo do bicudo continua crescendo, Canassa (2014) descreve 0s
seguintes métodos que, quando utilizados de maneira integrada, podem contribuir para a
diminuicdo dos danos: controle cultural, controle quimico, plantas resistentes, feromonios

de agregacédo e controle bioldgico.

3.7. Controle de S. levis
O controle cultural consiste na destruicdo das soqueiras com uso de

equipamento mecanizado, principalmente nas areas devastadas a serem reformadas,

mantendo-se ainda um controle sobre plantas que possam ser hospedeiras do bicudo,
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sobretudo as gramineas (BARRETO-TRIANA, 2009). Este é o método mais utilizado de
controle, pois proporciona a exposigdo das larvas a fatores externos, como temperatura
desfavoravel e predadores, além do secamento dos rizomas (CANASSA, 2014). No entanto,
essa costuma ser uma técnica satisfatoria somente no primeiro corte, pois as larvas podem
alimentar-se da matéria organica advinda do plantio, mantendo sua viabilidade e
potencialidade de causar danos no préximo cultivo (RINKE, 2009).

O controle quimico realizado para S. levis, além das iscas toxicas ja citadas,
inclui a aplicacdo de produtos registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), tais como: Fipronil (Albatross®), clorantraniliprole (Altacor®),
bifentrina (Capture 400 EC®), lambda-cialotrina + tiametoxam (Engeo Pleno S®),
imidacloprido (Imidacloprid Nortox®), alfa-cipermetrina + fipronil + piraclostrobina
(Muneo®), alfa-cipermetrina + fipronil (Regent Duo®), bifentrina + carbossulfano
(Talisman®) e imidacloprido (Warrant 700 WG®) (AGROFIT, 2019). O controle quimico
é uma boa alternativa apenas para diminuir a incidéncia de S. levis, tendo em vista que apesar
de todas estas medidas, ainda tem ocorrido aumento nas populacfes da praga devido a sua
resisténcia e dificuldade de alcance (LEITE et al., 2012).

A classe Insecta de maneira geral, € o grupo de seres vivos conhecidos por
utilizar odores na execucdo de suas func@es vitais, tais como: localizagcdo, comunicacéo,
defesa e etc. Para isso, 0s insetos emitem certas substancias que quando usadas na
comunicacdo entre espécies diferentes sdo chamadas de cairomdnios, alomdnios ou
sinomdnios. Ja a comunicacao efetuada entre individuos da mesma espécie é realizada por
substancias chamadas de feromonios, que estdo envolvidos em determinadas atividades
fisioldgicas (CERUTI, 2007).

Os chamados feroménios de agregacdo foram encontrados em diversas
espécies de curculionideos, sendo produzidos por machos com finalidade sexual. Este tipo
de substancia tem potencial no controle de adultos de S. levis, como demonstra o estudo
realizado por Zarbin et al. (2003) que identificaram um composto produzido pelo bicudo-
da-cana, possibilitando a fabricacdo de um atrativo com base no feroménio de agregagédo
dessa espécie. Ao mistura-lo a inseticidas, existe possibilidade de aumento na eficiéncia no

controle dessa praga.
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3.8. O controle biologico

O controle biologico pode ser definido como a regulacdo de determinado
organismo, através de um inimigo natural, sendo este um fenbmeno que ocorre de maneira
espontanea na natureza, podendo ser influenciado por diversos fatores, como clima,
densidade populacional do organismo ou de seu inimigo natural e competicdo entre espécies
(PARRA et al., 2002).

Mediado pelo homem, este tipo de controle foi usado em primeiro lugar para
combater invertebrados, como insetos e acaros. Este recurso é empregado desde muito
antigamente, quando chineses utilizavam uma espécie de formigas para combater pragas de
citros no século 111 a.C. Com o progresso da agricultura, foi possivel o desenvolvimento de
métodos de controle bioldgico para outros tipos de invertebrados, patdgenos de plantas e até
mesmo para alguns vertebrados (PARRA et al., 2002).

Apesar do controle bioldgico ocorrer de maneira natural e ser favorecido pela
atividade humana através do incremento de condi¢fes para tal, como conservacgédo do solo e
da mata ao redor da lavoura, esta atividade pode ser inteiramente proporcionada pela
interferéncia humana, podendo ser denominado como controle bioldgico cléssico ou
aplicado. O controle bioldgico classico fundamenta-se na importagdo de um agente de
controle de uma regido para outra, para o combate de determinada praga, sendo que
usualmente este agente é trazido da area de origem do inseto alvo (SIMONATO, 2014).

Simonato (2014) sugere ainda um bom exemplo de controle bioldgico
cléassico, quando no ano de 1888, foi importada e introduzida na California (EUA) a joaninha
da espécie Rodolia cardinalis para predar e controlar o pulgdo-branco-do-citros (Icerya
purchasi). Dois anos depois, a praga podia ser encontrada em niveis populacionais
totalmente aceitéveis.

O controle bioldgico aplicado consiste na producdo de inimigos naturais,
criados em escala massal e sua liberagdo no local em que se deseja controlar uma
determinada praga. Este € um método muito eficiente para o controle de muitos
invertebrados e normalmente é a melhor opcdo quando se deseja um efeito rapido
(BARBOSA et al., 2017).

Barbosa et al. (2017) citam também os agentes de controle bioldgico
disponiveis para insetos, sendo predadores, parasitoides e entomopatégenos. Os predadores

sdo aqueles agentes que desempenham controle por possuirem habitos alimentares
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predatérios em qualquer fase de desenvolvimento, podendo alimentar-se de mais de um
inseto, conferindo maior eficiéncia na destrui¢do das pragas.

Os parasitoides sdo aqueles agentes de controle em que as fases imaturas
necessitam de algum outro organismo para completar seu ciclo de vida, terminando por
matar seu hospedeiro no final do processo, logo somente as fases imaturas podem
desempenhar o controle para este tipo de agente, tendo em vista que os adultos sdo de vida
livre (PARRA et al., 2002).

Outros tipos de agentes de controle bioldgico sdo 0s microrganismos
entomopatogénicos ou entomopatogenos, que podem causar a morte de insetos através de
infeccdo, como bactérias e fungos por exemplo. O uso desses microrganismos por parte do
homem para controlar pragas data do século XIX, quando se observou o potencial de fungos
da espécie Beauveria bassiana causando patogenicidade em bichos-da-seda (FINKLER,
2013).

Como alguns destaques para microrganismos importantes no controle de
pragas, podemos citar B. bassiana, Metarhizium anisopliae e Verticillium lecanii, fungos
que ocorrem naturalmente e sdo importantes no combate a pragas de diversos tipos de
culturas (ALMEIDA et al., 2003). Esses organismos possuem uma caracteristica eficiente
no combate de insetos, pois podem efetuar a infecgdo através do contato com o tegumento,
sendo assim funcionam basicamente como inseticidas de contato (XIAO et al., 2012).

Os fungos sdo particularmente adequados para o desenvolvimento como
biopesticidas porque infectam os insetos pela penetracdo direta da cuticula, funcionando
como inseticidas de contato. Outro destaque se da para Bacillus thuringiensis, uma bactéria
de solo, que durante sua esporulacdo, € capaz de fabricar certos cristais que tem acéo nociva
ao organismo de insetos. Por isso tem um grande potencial de controle de pragas ndo somente
através da acdo direta da bactéria, mas também no melhoramento genético de plantas
(HOFTE; WHITELEY, 1989).

3.9. Uso de nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos sdo também agentes de controle bioldgico
muito promissores, ja que, apesar da relativa escassez de estudos, nematoides dos géneros
Heterorhabdits e Steinernema tém demonstrado 6timos resultados contra pragas de solo,
como exemplo a cigarrinha das raizes (Mahanarva fimbriolata), o besouro Migdolus frianus
e 0 proprio Sphenophorus levis (CONCEICAOQ; DA SILVA, 2011).
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Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) possuem particular eficiéncia,
tendo em conta que a fase juvenil J3 (Juvenil infectivo ou JI) séo capazes de movimentar-se
no solo em busca de hospedeiros, guiados por sensores quimicos, infectando insetos através
de qualquer orificio (boca, anus e espiraculos) e em seguida translocando-se até o intestino
e |4 liberando bactérias nocivas ao organismo (DOLINSKI; MOINO, 2006).

As bactérias encontradas desempenhando essa simbiose com NEPs sdo bem
especificas, sendo bactérias dos géneros Photorhabdus e Xenorhabdus para Heterorhabditis
e Steinernema respectivamente. Quando dispensados no intestino do hospedeiro, liberam
toxinas que acabam por mata-lo (em 24-48 horas), possibilitando a colonizagdo e a0 mesmo
tempo o impedimento da entrada de novos microrganismos competidores. Ao final deste
processo, 0s nematoides voltam a alimentar-se dessas bactérias e dos tecidos do inseto,
podendo entdo prosseguir com seu desenvolvimento até o estagio adulto, quando irdo se
reproduzir. Os novos individuos que devem entdo sair em busca de um novo hospedeiro e
reiniciar o ciclo (ALMENARA et al., 2012; DOLINSKI; MOINO, 2006).

Batista et al. (2011) demonstram a eficiéncia de NEPs para o controle de
pragas de solo através do teste realizado no controle de cigarrinha-da-cana-de-agucar (M.
fimbriolata). Para isso foram aplicadas diferentes concentracdes de diversas linhagens de
nematoides, dos géneros Steinernema e Heterorhabditis, em ninfas da cigarrinha (estagio de
vida em que o inseto causa danos as raizes da cana), chegando a conclusdo de que o controle
foi efetivo tanto para ninfas em laboratorio quanto para ninfas em estufa, independente da
dose aplicada, mesmo quando realizado em estufa, evidenciando assim a potencialidade
deste método para o controle bioldgico e para 0 manejo integrado de pragas.

O combate de S. levis com uso de NEPs ja vem sendo estudado e apresenta
resultados favoraveis ao desenvolvimento de um controle eficaz para esta praga, como
demonstra Giometti et al. (2011). No estudo, avaliou-se a viruléncia de isolados de
Steinernema e Heterorhabditis contra adultos do inseto em diferentes dosagens, para
encontrar aquela que fosse mais viavel. Constatou-se que todos os isolados avaliados
causaram patogenicidade. No entanto, houve um destaque positivo para aqueles do género
Heterorhabditis, sendo que a infec¢do pdde ser observada mesmo em adultos (que possuem
um tegumento mais rigido), pois os NEPs desse grupo possuem tamanho menor, 0 que
facilita sua entrada no corpo do inseto, aléem disso apresentam apéndices na regido cefalica

especializados na abertura de entradas no tegumento.
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Leite et al. (2012) demonstraram ainda a eficacia deste agente de controle
com um trabalho em campo, realizado em trés diferentes areas de cultivo de cana-de-agUcar
com ataque de S. levis, utilizando nematoides das espécies Heterorhabditis indica e
Steinernema brazilense. Para este experimento, foram aplicados NEPs juntamente com um
controle quimico, com os inseticidas tiametoxam (Actara 250WG®) e o fipronil (Regente
800 WG®).

Este ultimo trabalho apresentou resultados interessantes, salientando que a
aplicacdo quimica ndo afetou negativamente a atividade dos NEPs. Para esse caso, 0
nematoide S. brazilense foi 0 mais eficiente no controle do bicudo, proporcionando aumento
na producédo de 4 a 17 t/ha nas areas testadas. Isso evidencia que o controle bioldgico com
uso de nematoides entomopatogénicos pode contribuir no combate desta praga e pode ainda

ser utilizado em conjunto com outros métodos, num programa de manejo integrado.

3.10. A vinhaga

Segundo Da Silva, Griebeler e Borges (2007), a vinhaca, restilo ou vinhoto,
é um subproduto da fabricacdo de alcool, obtido a partir da calda na destilacdo do licor de
fermentacdo de cana-de-agUcar. Esta substancia apresenta elevada concentracdo de
nutrientes, sendo composta principalmente por matéria organica, contendo acidos organicos
e nutrientes como Ca, Mg e principalmente K (DA SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007;
BARROS et al., 2010).

Os estudos relacionados ao potencial poluidor da vinhaga comegaram a partir
da década de 1950, quando ALMEIDA (1955) destacou a vinhaca como agente causador de
decomposicdo anaerdbia e consequentemente ocasionando danos a macro e micro flora e
fauna, mau cheiro a agua assim como mau gosto e turbidez, trazendo riscos também a satde
humana (LUDOVICE et al., 1997).

No entanto, o descarte deste residuo em corpos d’agua foi realizada de
maneira indiscriminada até meados da decada de 1970, até que no ano de 1978, a disposi¢do
desse tipo de material em rios e lagos foi definitivamente proibida de maneira direta ou
indireta, exigindo assim outros tipos de descarte ou utilizacdo (SANTA CRUZ et al., 2013).

A vinhaga destaca-se dos demais residuos da industria sucroalcooleira, pois a
producdo de um litro de alcool produz também cerca de 13 litros de vinhaca (BARROS et
al., 2010). A fabricacéo deste tipo de residuo torna-se um problema, pois a vinhaga possui
um certo fator de corrosividade, pH acido e quando produzida em altas quantidades, deixa a
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destilaria com uma temperatura de 80°C, dificultando o descarte ou armazenamento
(LUDOVICE et al., 1997), além disso a deposicdo desse tipo de material em corpos d’agua,
pode acarretar a destruicdo do plancton local e poluicdo geral das aguas, causando enorme
impacto ambiental e sanitario (NUNES; VELLOSO; LEAL, 1981).

No entanto, devido a sua composicao, a vinhaca pode ser reutilizada no meio
agricola como adubo mineral da cana-de-agUcar e também em alguns casos, como agente de
elevacdo de pH do solo (LUDOVICE et al., 1997; JUNQUEIRA et al., 2009). Como agente
influenciador de pH do solo, a vinhaca € conhecida desde a década de 1950, quando se
observou seu efeito no aumento da populacgdo e agdo microbiana, devido ao enriquecimento
da matéria organica do solo, levando assim ao aumento do pH (ANDRIOLI, 1986). A
aplicacdo de vinhaca no solo através da fertirrigacdo é muito conveniente, tendo em vista
que essa técnica pode suprir grande parte dos nutrientes provenientes de uma adubacéo

mineral, contribuindo para a produtividade de maneira geral (JUNQUEIRA et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecéo de isolado de nematoides entomopatogénicos

No presente estudo, o0 NEP Steinernema carpocapse. IL 1 isolado de populacdo de
larvas e pupas do bicudo naturalmente em campo (CASTELIANI et al., 2020) foi comparado
com os nematoides S. rarum (Pam 25) e H. bacteriophora (Hb) quanto as suas habilidades
de busca do inseto hospedeiro dentro do colmo de cana. O nematoide S. rarum foi isolado
do pampa gautcho, enquanto que o H. bacteriophora foi introduzido no Brasil pelas empresas

Bio Controle e e-nema, e vem sendo registrado para o controle do bicudo da cana.

Tabela 1. Nomes dos isolados, espécies e origens

Nome do isolado Espécie Origem
HBENO1 Heterorhabditis bacteriophora  Alemanha
PAM25 Steinernema rarum Pampa Galcho
IL1 Steinernema carpocapse S3do Jodo da Boa Vista - SP

Para esse estudo foram usadas larvas de Galleria mellonella simulando o mesmo
comportamento das larvas do bicudo dentro do colmo da cana. Foram estabelecidos 8
tratamentos representados pelos trés nematoides testados sobre as larvas do inseto
aprisionadas individualmente em gaiolas de metal e inseridas dentro do colmo (10 cm) de
cana parcialmente enterrado no solo (15% de umidade); sobre as larvas do inseto
aprisionadas individualmente nas gaiolas e enterradas no solo; e pelas respectivas
testemunhas (larvas na cana e larvas no solo). Para cada tratamento foram estabelecidas 4
repeticGes sendo cada repeticdo representada por um pote plastico (1 Litro) contendo 500

mL de areia fina (15% de umidade) mais 4 larvas do inseto (Fig 7).
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Figura 7. Recipiente com areia inoculada com nematoides entomopatogénicos contendo colmos
que devem conter as larvas de Galleria mellonella. A — Viséo do interior do recipiente; B —
Recipiente tampado para evitar a entrada de impurezas ou insetos oportunistas (LEITE, L. G.).

Para os tratamentos com colmo de cana, as larvas de Galleria mellonella foram
aprisionadas em pequenas gaiolas de metal e introduzidas individualmente dentro de colmos
de cana (10 cm) através de um orificio de 7 cm de profundidade por 1,5 cm de diametro,
feito em uma das sec¢bes do colmo. Apoés a insercdo das larvas, os furos foram tampados
com bagacilho (simulando a serragem deixada pelas larvas de S. levis) e parciamente
enterrados na areia (Fig 8). Essa metodologia foi idealizada apds ser constatado que S. levis
deixa orificios no rizoma da cana, os quais permitem a entrada de NEPs nas galerias causadas
pelas larvas do inseto, e alcance do hospedeiro (CASTELIANI et al., 2020).

Para os tratamentos sem colmo (larvas enterradas), as larvas do inseto foram
aprisionadas individualmente nas gaiolas e enterradas no solo. Os nematoides foram testados
na dose de 100 Jls/inseto, sendo aplicados com o auxilio de uma pipeta no volume de 5 mL.
A avaliacdo foi feita uma semana apos a aplicagdo, com base na mortalidade das larvas do

inseto. O experimento foi conduzido duas vezes no tempo.

Figura 8. Esgquema de acomodacdo das larvas de Galleria mellonella no interior dos colmos
para aplicacdo de nematoides entomopatogénicos (LEITE, L. G.).
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4.2. Selecéo de dose ideal de NEPs

Este estudo objetivou avaliar o nematoide S. rarum PAM 25 em 5 doses diferentes,
procurando estimar as melhores doses para uso no controle do bicudo da cana localizado
dentro do rizoma da planta. Para esse estudo, como para o anterior, foram usadas larvas de
Galleria mellonella simulando 0 mesmo comportamento das larvas do bicudo dentro do
colmo da cana. Foram estabelecidos 12 tratamentos representados pelas cinco doses do
nematoide (125,6; 502,4; 2009,6; 8038,4 e 32153,6 JIs/40 cm de linha) testadas sobre as
larvas do inseto aprisionadas individualmente em gaiolas de metal e inseridas dentro do
colmo (10 cm) de cana parcialmente enterrado no solo (15% de umidade); sobre as larvas
do inseto aprisionadas individualmente nas gaiolas e enterradas no solo; e pelas respectivas
testemunhas (larvas na cana e larvas no solo). Para cada tratamento foram estabelecidas 4
repeticGes sendo cada repeticdo representada por uma bacia de plastico (40 cm de didmetro
x 20 cm de profundidade) contendo 8 Kg de areia fina (14% de umidade) mais 5 larvas do
inseto.

O restante da metodologia foi a mesma usada no estudo anterior, exceto que 0s rizomas
foram dispostos enfileirados no centro da bacia, distantes em 5 cm um do outro, 0 nematoide
foi aplicado no volume de 10 mL e o solo foi coberto com palha da cana (10 cm de espessura)
procurando simular as mesmas condigdes da cultura da cana. O experimento foi conduzido

duas vezes no tempo.

Figura 9. Bacias contendo areia e palhada, inoculada com nematoides entomopatogénicos da espécie
Steinernema rarum, contendo colmos que devem encerrar as larvas de Galleria mellonella. A — Visdo do
interior da bacia; B — Esquema de delineamento do teste, mostrando tratamentos + repeti¢bes (LEITE, L.
G.).
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4.3. Viabilidade de NEPs em vinhaca

Este estudo objetivou avaliar a compatibilidade de vinhaca para o nematoide
S. rarum. Foram estabelecidos quatro tratamentos: vinhaca, palha de cana umedecida com
vinhaca, palha de cana umedecida com &gua e agua (Fig 10). A vinhaca foi obtida na Usina
Abengoa, S&o Jodo da Boa Vista, SP.

Para cada tratamento foram feitas trés repeticdes, sendo cada repeticdo
representada por um recipiente plastico cilindrico (500 ml) contendo o nematoide mais o
substrato. Para os tratamentos com palha, 20 g de palha foi mergulhada em 500 ml de &gua
ou vinhaga e mantido até ocorrer absor¢do do liquido. Posteriormente o liquido excedente
foi descartado e a palha umedecida foi transferida para o interior do recipiente (Fig 11). Para

os tratamentos sem palha, 50 ml de agua ou vinhaca foi adicionado no interior do recipiente.

Figgra 10. Substratos preparados para teste de sobrevivéncia de nematoides: A - Vinhaga;
B -Agua; C - Palha mais vinhaga; D — Palha mais &gua.

Em seguida o nematoide S. rarum (PAM 25) foi aplicado em cada substrato,
adicionando-se 10 ml de suspencdo contendo 10.000 JIs. Os potes foram tampados e
acondicionados em cémara com temperatura controlada (25°C). As avaliagbes foram
realizadas apds 3h; 6h; 12h; 24h; 48h; 4 dias; 8 dias; 15 dias e 30 dias com base em amostras
retiradas de cada substrato mediante contagem de individuos vivos e mortos, sendo retiradas
para cada repeticéo trés amostras (30 ml cada) e feita média entre essas. Para avaliacdo nos
recipientes com palha, o substrato foi mergulhado em 800 ml de agua, agitado e peneirado,

procurando extrair os nematoides da palha juntamente com a agua.
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Figura 11. Método de molhamento da palha e peneiramento para retirada do excesso de
liquido: Figura A (Vista de perfil) e Figura B (Vista de cima).

4.4. Teste de campo | - Combinagéo de nematoides

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de combinacbes dos
nematoides S. brazilense e S. rarum no controle do bicudo-da-cana, S. levis, e da largarta H.
taltula na cultura da cana-de-agtcar. O experimento foi realizado em campo de cana-de-
acucar (CTC 20) para descarte de vinhaca, da Usina Abengoa, Séo Jodo da Boa Vista, SP,
sendo instalado no dia 1 de setembro de 2017, trés dias ap0s a irrigacdo com vinhaca e
guando a cana se apresentava com 0,5 m de altura, ap6s o segundo corte.

Foram estabelecidos 4 tratamentos: S. brazilense, S. rarum, mistura dos dois
nematoides e testemunha. Para cada tratamento foram estabelecidas 6 repeti¢des, sendo cada
repeticdo representada por uma parcela de 100 m com trés linhas de cana espagadas em 1,5
m entre si.

Os nematoides foram aplicados com o auxilio de um cortador de soqueira
para trés linhas, acoplado a um trator, cobrindo toda a parcela em cada passada do trator. Os
nematoides foram aplicados na dose de 2 x 108 Jls/ha, sendo que para a mistura das duas
espécies, cada espécie foi usada na metade da dose para totalizar 2 x 108 JIs/ha. A avaliagio
foi feita 12 dias ap0s a instalacdo do experimento, mediante a contagem de insetos vivos e
mortos de S. levis e H. taltula. Foi também avaliado o nimero de larvas de H. taltula

encontradas dentro dos rizomas ou no solo ao redor das raizes das plantas.

4.5. Teste de campo 11 - Eficacia de doses

Esse estudo teve o objetivo de avaliar o efeito de duas doses do nematoide S.
rarum no controle do bicudo-da-cana (S. levis) e do escarabeideo Leucothyreus sp. (familia
Scarabaeidae, tribo Geniatini, subfamilia Rutelinae) em campo de cana-de-agucar. Este teste
foi realizado em duas diferentes areas de campo de cana-de-agucar (CTC 20) localizadas na
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Usina Abengoa em S&o Jodo da Boa Vista, SP, sendo a primeira area instalada no dia 25 de
setembro e a segunda no dia 16 de outubro de 2019, quando a cana se apresentava com 0,3
m de altura apds o terceiro corte, trés meses apds a ultima colheita.

Foram estabelecidos 4 tratamentos: duas doses de nematoides da espécie S.
rarum (1 x 108 juvenis/ha e 3 x 108 juvenis/ha); tratamento quimico com Fipronil (Regente
800WG) na dose de 1,2 L/ha e testemunha. Para cada tratamento foram estabelecidas 4
repeticdes, sendo que cada repeticdo consistiu em uma parcela de 100 m por trés linhas de cana
espacadas entre si por outras trés linhas de plantio.

Os nematoides foram aplicados com o auxilio de um cortador de soqueira
para trés linhas, acoplado a um trator, cobrindo toda a parcela em cada passada do trator. As
avaliacdes foram feitas retirando-se quatro rizomas de cana por parcela 21 dias apds a
instalagdo do experimento, com base na contagem de insetos vivos encontrados dentro dos

rizomas ou no solo ao redor das raizes das plantas.

4.6. Andlise estatistica

As médias para cada experimento foram comparadas através de teste de
Tukey (p < 0,05) pelo software SPSS 16.0 e foi ainda regressao linear para os testes de
selecdo de dose. Exclusivamente para os dados de teste de campo |l foi utilizado teste de
Duncan (p < 0,05) com o mesmo software. Todas as médias foram corrigidas através da
transformacédo ArcCos (v x/100), com excecao dos dados obtidos em teste de campo |1, que
foram corrigidos pelas transformacfes v x+0,5 e log (x+1) para dados de Leucothyreus e
S.levis respectivamente. Para avaliar se houve interacdo entre as duas espécies de
nematoides testadas em teste de campo I, foi realizado teste de qui-quadrado (X?) através
das formulas Me=Mr+Mg (1-MRr) e X2=((Mo-ME)?)/MEe, onde MEe € a mortalidade esperada,
Mr e Ms sdo mortalidades por S. rarum e S. brazilense respectivamente, Mo é a

mortalidade real observada causada pela combinacdo de espécies (FINNEY, 1964).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo de nematoides entomopatogénico

Apds uma semana da aplicacédo, todos os nematoides proporcionaram mais de 90% de
mortalidade das larvas enterradas no solo, fora dos colmos, ndo diferindo significativamente
entre si (Fig. 12), o que ja era esperado ja que a G. mellonella é um inseto bastante susceptivel
a esses agentes. Para os tratamentos com o inseto dentro do colmo, o nematoide S. rarum
apresentou o melhor desempenho, proporcionando 75% de mortalidade do inseto, nédo
diferindo significativamente dos nematoides testados sobre os insetos enterrados, mas
diferindo dos outros nematoides testados sobre os insetos inseridos no colmo, e das
testemunhas. Interessantemente, S. rarum é um nematoide originado de solos do bioma
pampa, mas mesmo assim apresentou melhor desempenho que S. carpocapsae encontrado
causando infeccdo natural na populacdo do bicudo dentro do rizoma da cana (CASTELIANI
et al., 2020). Isso ressalta a importancia da busca constante por novas espécies e isolados

com potencial cada vez maior para uso no controle bioldgico.
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Figura 12. Mortalidade de larvas de Galleria mellonella por nematoides entomopatogénicos
sete dias ap0s a aplicagdo. No colmo = larvas aprisionadas dentro do colmo da cana. No solo
= larvas enterradas no solo, fora do colmo da cana. Medias seguidas por letras distintas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <0,005).

O nematoide S. rarum ja foi estudado por Koppenhofer e Kaya (1999) quanto
ao seu tipo de comportamento, apresentando um comportamento intermediario entre o de
emboscada e cruzador. Assim, esta espécie pode buscar um inseto tanto na superficie do solo

como também enterrado, incluindo aqueles dentro da raiz como no caso do presente estudo.
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Segundo Koppenhofer e Kaya (1999), S. rarum tem atuacdo preferencial na profundidade de
0-2 cm abaixo da superficie do solo. Essa caracteristica é de grande importancia para o
controle do bicudo-da-cana, ja que a maioria dos orificios deixados pelo bicudo no rizoma
da cana, que servem para entrada do nematoide, estdo localizados abaixo da superficie do
solo (90%), principalmente na profundidade de 0-2cm (35,23%) como observado por
Casteliani et al. (2020).

Outro aspecto que pode explicar o melhor desempenho de S. rarum é seu menor
tamanho (410-490um) quando comparado as outras duas espécies testadas no presente
ensaio (530-700 um), permitindo que o nematoide entre em aberturas mais estreitas no caule
para alcancar o inseto (NGUYEN; SMART JR, 1995; CAGNOLO; DONARI; DI RIENZO,
2004; NGUYEN et al., 2006; THERESE; BASHEY, 2012; SOMWONG; PETCHARAT,
2012).

S. rarum vem sendo estudado a mais de 3 décadas, sendo bem conhecido seu
potencial para controlar insetos de diferentes ordens, de lepiddpteros até coledpteros,
incluindo curculionideos (NGUYEN et al., 2006). Doucet et al. (1999) comparam a
virulencia 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 1Js/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.

Del Valle et al. (2016) compararam a viruléncia de H. bacteriophora e S.
rarum sobre larvas e adultos de Alphitobius diaperinus (COLEOPTERA:
TENEBRIONIDAE) acondicionados em placas contendo papel filtro e cascas de arroz
umido, na dose de 100 Jls/inseto. S. rarum foi mais virulento para as larvas em ambos 0s
substratos, causando até 72% e 64% de mortalidade no papel filtro e na casca de arroz Umida,
respectivamente. S. rarum também demonstrou maior potencial reprodutivo, gerando 1200

JIs por larva comparado aos 500 JIs por larva gerados pelo H. bacteriophora.
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5.2. Avaliacgéo de doses

As doses testadas de 125,6 a 32153,6 JIs/40 cm de linha geraram niveis de
mortalidade das larvas variaveis de 30 a 95% para 0s insetos enterrados e expostos ao solo,
e de 12 a 72% para aqueles enterrados mas inseridos dentro do colmo, apresentando uma
tendéncia logaritimica em ambas as situa¢fes (R=0,9796 e 0,9473, respectivamente). Com
base nas equac0es lineares (Fig 13 e 14) a dose para matar 50% dos insetos enterrados no
solo foi de 979 JIs/40 cm linear, enquanto que para matar 50% dos insetos inseridos no
rizoma foi de 3082 JIs/40 cm de linha.

Esses resultados evidenciam a habilidade do nematoide S. rarum para
localizar e alcancar o inseto dentro da raiz, podendo serem extrapolados para as condi¢des
de campo onde S. levis deixa as mesmas aberturas no rizoma da cana (CASTELIANI et al.,
2020), sendo bastante susceptivel a esses agentes nas suas fazes presentes dentro da raiz da
cana (SMITH 1994; TAVARES et al.,, 2007; CASTELIANI et al., 2020). No presente
estudo, a dose para matar 50% dos insetos dentro do colmo (3082 JIs/40 cm), embora seja
trés vezes maior que aquela para matar o inseto enterrado (979 Jis/40 cm), pode ser
considerada ainda baixa se extrapolada por hectare (1,6 x 107 JIs/ha) e comparada com as
doses de 1 x 10%/ha que vem sendo testada em campo de cana para o controle de S. levis,
gerando ganhos de producdo de até 17 ton/ha (LEITE et al., 2012). Pela equacéo linear, essa
dose de 1 x 108 Jls/ha (6000 JIs/40 cm) resultaria em 57 % de controle, enquanto que a dose
de 2 x 108 JIs/ha (12000 JIs/40 cm) resultaria em 65%, resultados bastante satisfatorios para
o controle biol6gico. Testando S. brazilense contra larvas do bicudo dentro da raiz da cana
em casa de vegetacdo, Tavares et al. (2007) obtiveram resultados ainda melhores com mais

de 65% de mortalidade do inseto em dose ainda menor, de 1583 JIs/40 cm de linha.
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Figura 13. Mortalidade de larvas de Galleria mellonella enterradas, por nematoides
entomopatogenicos da espécie Steinernema rarum, nas diferentes concentragoes de 125,6;
502,4; 2009,6; 8038,4 e 32153,6 JIs/40 cm de linha apds duas semanas da aplicagao.
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Figura 14. Mortalidade de larvas de Galleria mellonella dentro dos colmos, por nematoides
entomopatogenicos da espécie Steinernema rarum, nas diferentes concentracdes de 125,6;
502,4; 2009,6; 8038,4 e 32153,6 JIs/40 cm de linha ap6s duas semanas da aplicacao.
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5.3. Efeito da vinhacga

Apos trinta dias exposto nas diferentes condi¢cdes, 0 nematoide apresentou
viabilidade acima de 75%, exceto quando suspenso na vinhaca pura, onde a viabilidade caiu
para menos de 80% apds 6 horas de exposicao, e menos de 5% apos 4 dias. Dessa forma, a
vinhaca apresentou-se toxica ao nematoide quando mergulhado no composto e mantido por

mais de 6 horas, mas ndo quando em contato com a palha umedecida com a vinhaga.
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Figura 15. Viabilidade de nematoides da espécie Steinernema rarum (PAM 25) na fase de
Juvenil Infectivo nos diferentes tratamentos composto por: dgua (Controle), vinhaca, palha

mais agua e palha mais vinhagca; durante os intervalos de tempo no periodo de exposicdo de
30 dias.

Tabela 2. Valores de média geral, erro padrdo, teste de Tukey (P <0,005) e viabilidade final para
cada tratamento.

Médias tratamentos Erro Viabilidade ap6s 1 més
Tratamento (%) Padrio Teste Tukey (%)
Agua 84 4,58 b 79
Vinhaga 34 12,35 a 0
P + H20 91 2,05 b 79
P+Vin 84 2,88 b 75

A vinhaca ja € conhecida por afetar o ciclo de vida e reproducdo de
nematoides fitoparastos, sendo que esses efeitos adversos podem ser observados em varios
estudos. Em Pedrosa et al. (2005) duas espécies de nematoides fitopatogénicos, Meloidogyne

incognita e Meloidogyne javanica, foram expostas a solos contendo diferentes concentragdes
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de vinhaga durante noventa dias, sendo 0, 50, 100, 500, 1000 e 2000 m3/ha para M. javanica
e 0, 250, 500, 1000 e 1500 m3ha para M. incognita. Ap6s esse periodo houve dréstica
diminuicdo na atividade reprodutiva e no numero de ovos para ambos em fungdo do aumento
da dosagem, especialmente para M. incognita, que foi quase inibido completamente.

Leite (2017) avaliou a resposta de trés espécies de nematoides
fitopatogénicos, Pratylenchus brachyurus, Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica,
expostos a vinhaca durante 60 dias em solos contendo plantas de soja onde foi aplicada a
vinhaca em diferentes dilui¢des (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%) de maneira Gnica
na dose de 100 ml e parcelada duas vezes, em doses de 50 ml com intervalos de 15 dias entre
as duas aplicacgdes. Este estudo apresenta resultados interessantes que demonstram que as
diluicdes a partir 20% de vinhaca ja séo suficientes para reduzir o nimero desses nematoides
a 50% na raiz e no solo, sem interferir negativamente no crescimento da planta, além disso
a aplicacdo em doses parceladas de vinhaca proporcionou reducdo dréastica no nimero de
ovos da espécie P. brachyurus (87% de reducdo) mesmo com baixas dilui¢des (20%).

A acdo nematicida provocada pela vinhaca é causada pelo aumento da matéria
organica que este subproduto proporciona no solo. Isso ocasiona a liberacdo de compostos
que favorecem o surgimento de diversas espécies de organismos antagdnicos aos nematoides
(PEDROSA et al., 2005). Além disso, a decomposi¢cdo da matéria organica promove a
liberacdo de acidos orgéanicos que influenciam negativamente a acdo dos nematoides
(KATASE et al., 2009).

Apesar da referida acdo nematicida causada pela vinhaca, sua aplicacdo na
palhada ndo afetou o nematoide S. rarum. Na fase de juvenil infectivo, os nematoides
entomopatogénicos que estdo no solo ficam expostos a diversos tipos de fatores e inimigos
naturais, o que requer suas adaptactes a condicBes adversas (GLAZER, 1996).

Segundo Séenz e Luque (2000), os nematoides do género Steinernema
possuem uma adaptacdo que lhes permitem sobreviver em ambientes adversos. Ao se
desenvolverem da fase J2 para J3 (Juvenil infectivo), o tegumento da fase anterior permanece
conservada sobre o J3, protegendo os JlIs das condi¢Bes adversas no solo. Além disso, as
bactérias simbidticas encontradas no intestino dos nematoides entomopatogénicos produzem
antibioticos que inibem o crescimento e desenvolvimento de outros microrganismos,
tornando o ambiente no interior do inseto mais adequado para sua alimentacéo e reproducéo
(MOLYNEUX, 1985).
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Ainda que o tratamento de vinhaca sem palha tenha causado elevada
mortalidade para S. rarum em curto periodo de tempo, houve boa viabilidade no intervalo
de até 6 horas ap0s a exposicdo, demonstrando que essa espécie de nematoides é capaz de
suportar um determinado intervalo de tempo. O periodo de tempo suportado por S. rarum
exposto a vinhaca no presente estudo é adequado para aplicagdo em campo, sendo

necessarias poucas horas para aplicagdo da vinhaga em campo.

5.4. Teste de campo | - Combinacao de nematoides
O nematoide S. brazilense proporcionou 55,6% de controle dos insetos S.

levis e H. taltula, enquanto que S. rarum proporcionou 74,1% e 50,6%, respectivamente,
tendo todos os tratamentos diferenciados significativamente das respectivas testemunhas
(Figura 16 e 17). J& a mistura de ambos nematoides, ndo apresentou efeito sinérgico com
48,1% e 54,3% de controle dos insetos S. levis e H. taltula, respectivamente, diferenciando-
se apenas das respectivas testemunhas. O teste X2 (FINNEY, 1964) indica que ndo houve

sinergismo.

6
Sphenophorus levis

Larvas/10 touceiras
w

2 a
1 I .
0
S. brazilense S. rarum Mistura Control
Tratamentos

Figura 16. Populacdo de Sphenophorus levis (larvas + pupas) em cana-de-aclcar doze
dias ap6s a aplicacdo de nematoides. Medias seguidas por letras distintas nas colunas
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <0,005).
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Figura 17. Populagdo de Hyponeuma taltula em cana-de-agucar doze dias apds a
aplicacdo de nematoides. Medias seguidas por letras distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P <0,005).

De acordo com Choo et al. (1996), os tratamentos combinados de nematoides
S. carpocapsae e H. bacteriophora foram sempre menos eficazes contra Diabrotica speciosa
do que os tratamentos com essas espécies utilizadas separadamente, nas doses de 1 x 108 e
2,5 x 108 Jis/ha. Eles concluem que nenhuma vantagem foi obtida pela combinagéo de duas
espécies de nematoides entomopatogénicos contra larvas de D. speciosa.

Larvas e adultos de S. levis apresentaram-se susceptiveis aos nematoides H.
indica IBCB-n5 e S. brazilense IBCB n6 em testes de laboratorio e casa de vegetacao
(TAVARES etal., 2007; TAVARES et al., 2009; GIOMETTI et al., 2011). Esses nematoides
demonstraram habilidade para a localizacdo e busca do inseto dentro do rizoma,
locomovendo-se inicialmente pelo solo e, em seguida, pela galeria construida no rizoma, em
distancias de até 4 cm a partir do orificio de entrada da larva ou saida do adulto.

Em testes de campo, S. brazilense IBCB n6 (1 x 108 JI/ha) foi mais eficiente
que H. indica IBCB n5 no controle de S. levis, proporcionando ganhos na producéo de
colmos de até 17 t/ha (LEITE et al., 2012). Os testes de laboratério, casa de vegetacdo e
principalmente campo sugerem que S. brazilense é uma alternativa viavel para uso no
controle de S. levis, podendo ser recomendado na dose de 1 x 102 JI/ha, com resultados
satisfatorios no ganho de producéo de cana (17 t/ha) quando usados isoladamente ou em

mistura com sub-doses de inseticidas quimicos.
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Um bom controle da populacgao desses insetos pode ser obtido na estagdo seca
do ano, j& que o pico populacional de larvas e pupas de S. levis ocorre nesse periodo (julho-
setembro). Casteliani et al. (2020) observaram mortalidade natural de até 60% para pupas de
S. levis causada por S. carpocapse em campo na estacdo seca, sendo que 0s nematoides
foram favorecidos pela umidade decorrente de irrigagdo com vinhaga, mas principalmente
pela alta populacdo desses insetos no campo.

As aplicacbes com NEPs podem ser realizadas através de pulverizacdes em
barra para areas descobertas de palha, e usando implemento com discos cortantes para
aplicacdo em area coberta com palha. Em teste de campo (LEITE et al., 2015), S. brazilense
persistiu por dois meses em alta populacdo no campo, espalhando-se por toda a &rea
experimental, principalmente nas parcelas cobertas com palha, alcancando distancias de pelo
menos 5 m em 76 dias (1 m a cada 15 dias).

Ap0s 76 dias da aplicacdo, a populacdo do nematoide S. brazilense IBCB n6
foi reduzida para baixas densidades em quase todos os tratamentos devido a reducdo na
frequéncia de chuva, voltando a crescer apds 225 dias da aplicacdo com o retorno do periodo
chuvoso. A persisténcia do nematoide em campo é favorecida pela sua relativa tolerancia a
estiagem e a privagdo de alimento, além da sua capacidade de reciclagem (multiplica¢&o) no
hospedeiro, havendo também os beneficios da palhada que prolonga a umidade no solo
(LEITE et al., 2015).

O uso dos nematoides S. brazilense e S. rarum apresenta-se como uma
alternativa viavel para o controle do bicudo-da-cana-de-acUcar, podendo ser recomendados
isoladamente na concentracdo de 108 Jls/ha, com resultados satisfatorios no controle do
inseto e sem afetar o meio ambiente. Para as misturas dos dois nematoides (S. brazilense e
S. rarum), os acréscimos obtidos no controle foram pequenos e dificultam conclusdes,
guanto as vantagens econdmicas com o0 uso destas combinag6es no controle do bicudo.

Nematoides entomopatogénicos vém sendo utilizados nos EUA e Japao para
o controle de Sphenophorus spp. que sdo pragas de gramados e pastagens, conhecidas como
bicudos-das-gramineas (GEORGIS; POINAR, 1989; KLEIN, 1990,
WATSCHKE; DERNOEDEN; SHETLAR, 2013). As larvas dos primeiros instares destes
insetos cavam galerias no caule e rizoma das plantas, enquanto as dos ultimos instares
alimentam-se, externamente, dos 6rgaos subterraneos, tornando-se mais expostos aos NEPs
(SHAPIRO-ILAN et al., 2002). Casteliani et al. (2020) encontraram sinais do bicudo S. levis
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através de orificios deixados pelo inseto, localizados em maior parte abaixo da superficie do
solo (90%), a maioria na profundidade de 0-2cm (35,23%).

Este comportamento nas gramineas, provavelmente deixa o0s insetos mais
expostos a acdo dos nematoides entomopatogénicos, se comparados a S. levis, cujas larvas
penetram no rizoma da cana-de-aglcar, permanecendo no interior do colmo, em todos 0s
estadios larvais. Consequentemente, os bicudos-das-gramineas tém sido eficientemente
controlados pelo uso dos nematoides H. bacteriophora e S. carpocapsae. Este ultimo, na
concentracdo de 2,5x10° Jls/ha, proporcionou niveis de controle varidveis de 70,4-91,2%,
paraS. parvulus, em estudos realizados nos Estados Unidos, e de 77,3-96,2%, para S. venatus
vestitus, em testes no Japdo (KINOSHITA; YAMANAKA, 1998).

H. bacteriophora, na mesma concentracdo, foi menos eficiente para S.
parvulus, proporcionando niveis de controle variaveis de 67,0-84,1% (GEORGIS; POINAR,
1989, SMITH 1994). Todos os estadios imaturos destes insetos sdo susceptiveis aos dois
nematoides, 0 mesmo ocorrendo com os adultos de S. venatus vestitus, em relacdo a S.
carpocapsae. No Japéo, S. carpocapsae tem sido mais eficiente no controle de S. venatus
vestitus do que os inseticidas padrdes (media de 84% contra 69%, respectivamente) (SMITH,
1994; KINOSHITA; YAMANAKA, 1998). A concentracdo de 108 Jls/ha, utilizada para S.
brazilense e S. rarum, no presente estudo, é bastante inferior, se comparada as doses dos
nematoides S. carpocapsae e H. bacteriophora que estdo sendo recomendadas para o
controle dos bicudos-das-gramineas, na ordem de 2,5 x 10° JIs/ha. Em teste com o0 nematoide
S. brazilense, para o controle de larvas do bicudo-da-cana-de-agUcar, em casa-de-vegetacao,
a concentracdo de 2,4 JI cm-2, equivalente a mesma usada no presente estudo (102 Jis/ha),
proporcionou 69% de mortalidade do inseto, ndo diferindo, significativamente, das doses
maiores (12 JI cm-2 e 60 JI cm-2, ambas com 73% de mortalidade) (TAVARES et al., 2007).
Para adultos deste inseto, a menor concentracdo proporcionou 23% de mortalidade, em teste
de laboratdrio (TAVARES et al., 2009).

5.5. Teste de campo Il - Eficacia de doses

Vinte e um dias apés a aplicacdo, foram encontradas médias de 2 e 1 adulto
de S. levis para os tratamentos com dose menor e dose maior respectivamente nas avaliagoes
de campo. Esses numeros apresentaram diferenca significativa se comparados aos
tratamentos quimico e testemunha, com médias de 5 e 4 adultos respectivamente (Figura

18). Também foram encontradas médias de 7 larvas de escarabeideo para ambos 0s
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tratamentos com S. rarum, diferindo significativamente do tratamento quimico e da

testemunha, com médias de 22 e 17 larvas respectivamente (Figura 19).
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Figura 18. Numero de insetos adultos da espécie Sphenophorus levis encontrados nos
rizomas de amostras de cana-de-agucar por tratamento: Steinernem rarum (1x108JIs/ha e
3x108JIs/hd), Fipronil (1,2 L/ha) e Testemunha vinte e um dias apos aplicacéo do tratamento.
Medias seguidas por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan (P
<0,005).
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Figura 19. Numero de larvas de Leucothyreus sp. encontrados nos rizomas de amostras de
cana-de-agUcar por tratamento: Steinernem rarum (1x1028JIs/ha e 3x108JIs/ha), Fipronil (1,2
L/ha) e Testemunha vinte e um dias ap0s aplicacdo do tratamento. Medias seguidas por letras
distintas diferem significativamente pelo teste de Duncan (P <0,005).
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O Género Sphenophorus possui algumas espécies conhecidas por atacar
gramineas, sendo que em alguns paises como EUA e Japdo o uso de nematoides
entompatogénicos é recomendado para o controle destes insetos, incluindo espécies do
género Steinernema, segundo Leite et al. (2012).

Testes de laboratdrio e casa de vegetacdo realizados por Tavares et al. (2007),
demonstraram que 0 género Steinernema apresenta bom desempenho na mortalidade de
larvas do bicudo, mesmo no interior de rizomas de cana, por sua capacidade de encontrar o
inseto dentro da planta, destacando ainda sua acdo a longo prazo, mais notavel que outras
espécies de NEPs devido a sua capacidade reprodutiva, proporcionando maior persisténcia
de nematoides agindo no campo. Casteliani et al. (2020) encontraram mortalidade natural de
até 60% para pupas de S. levis dentro do rizoma da cana, causada por Steinernema
carpocapse em campo, devido a capacidade que nematoides desse género possuem para
rastrear ou localizar os hospedeiros.

Da mesma maneira Koppenhdfer, Grewal e Fuzy (2006) compararam a acéo
patogénica de trés diferentes espécies de nematoides entomopatogénicos: Steinernema
scarabaei, Heterorhabditis zealandica e Heterorhabditis bacteriophora contra trés
diferentes espécies de escarabeideos em condi¢bes de laboratério e casa de vegetacdo
utilizando diferentes doses: 156, 313, 625, 1250 e 2500 1Js/ recipiente. Para as trés ultimas
doses, S. scarabei atingiu 90-97% de mortalidade. Ambas as outras duas espécies atingiram
70-80%.
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6. CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado, pode-se concluir que:
S. rarum apresentou melhor desempenho e capacidade na busca do S. levis dentro
do rizoma comparado ao S. carpocapse e H. bacteriophora;

A metodologia utilizada no teste de selecdo de doses apresentou-se ideal para a
comparacdo da acdo de nematoides em laboratério, podendo ser utilizada para
testes de eficacia em campo de cana-de-acucar;

A vinhaca afeta 0 nematoide se mantido suspenso na solucdo por mais de 6 horas,
mas nao afeta o nematoide se mantido na palha tratada com vinhaca;

S. rarum e S. brazilense sédo eficazes no controle de S. levis e H. taltula, ndo
havendo efeito sinérgico quando testados em mistura;

S. rarum é eficaz contra pragas de solos na cultura da cana-de-acUcar, tendo em
vista seu bom desempenho no controle de S. levis, H. taltula e larvas de
Leucothyreus sp.;

Com base no teste de eficacia de doses, a dose de 1x10® pode ser indicada para
controle de S. levis e escarabeideos em campo de cana-de-agUcar.
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