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RESUMO

MINAS, RAMON SANTOS; DS; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Janeiro, 2012. Caracterizacdo biolégica de uma linhagem de
nematoide entomopatogénico visando o controle do gorgulho da goiaba
(Conotrachelus psidii) em dois sistemas de cultivo. Orientadora:

Professora PhD. Claudia de Melo Dolinski.

Conhecer biologicamente um organismo com potencial para o controle
bioldgico de pragas permite utiliza-lo com maior eficiéncia. Utilizando fragmentos
do gene 18s do nematoide entomopatogénico LPP30 e 16s de sua bactéria
entomopatogénica, contrastados com fragmento de espécies ja identificadas no
Gene Bank indicando que o nematoide isolado LPP30 est4 agrupado ao género
Heterorhabditis e sua bactéria foi identificada como Photorhabdus luminescens
akhurstii. Medidas morfoldgicas foram realizadas e os valores comparados com
linhagens de Heterorhabditis indica ja identificadas, demonstrando proximidades e
discrepancias de medidas morfométricas dentro dos limites aceitaveis. Foram
feitas multiplicagGes e contagem dos juvenis infectantes produzidos por lagartas
individuais de Galleria mellonella, os resultados mostraram picos de producao de
690.320 mil JIs no segundo dia de coleta e 653 JIs no 5° dia. Concentracdes de
juvenis infectantes (JIs) foram testadas contra larvas de C. psidii 10, 100, 200,
350, 650, 850 e 1000 e uma testemunha. Foi observada mortalidade minima e

méaxima variando entre 9% e 100%, nas concentracbes de 0 e 1000 Jls,
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respectivamente. Quando foi testado o efeito das temperaturas 16°C, 20°C, 24°C,
28°C e 32°C, tal fator mostrou ser importante, pois em 28°C e 32°C foram obtidos
0s maiores indices de mortalidade (83% e 100%) e na menor temperatura 16°C
apenas (10%). Ao se estudar tempo de exposi¢cao das larvas de C. psidii aos JIs
de LPP30 1, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, esse fator influenciou no percentual de
mortalidade com pico ocorrendo as 72 horas de contato e mortalidade variando
entre 98% e 100%. Quando o objetivo foi avaliar a mobilidade vertical e horizontal
do nematoide no campo, foram encontrados indices de mortalidade proximos a
90% nos primeiros 10 cm no sentido longitudinal com progressiva queda até
proximo 60 cm com mortalidades variando entre 40% e 50% nos sistemas em
conversao para organico e convencional de cultivo na distancia 60 cm. Quando o
objetivo foi avaliar o espaco percorrido no sentido vertical as maiores
mortalidades ocorreram nos primeiros 5 cm chegando a 100% nos dois sistemas
de cultivo com progressiva queda até a profundidade de 20cm. Quando foi
avaliado o melhor método de aplicacdo dos juvenis no campo, a aplicacéo feita
com meio liquido se destacou nos dois sistemas de cultivo com mortalidade
variando entre 79% e 85%, seguido pelo método da esponja embebida com 69%
e 75%. Ao se avaliar a persisténcia dos juvenis infectantes no campo na presenca
de hospedeiro, foi observado que no intervalo de um ano a reciclagem dos
nematoides proporcionou mortalidade minima e maxima entre 80% e 85% no
sistema convencional, e mortalidades entre 86% e 89% no sistema em converséo
para organico. Por outro lado quando o objetivo foi avaliar a persisténcia na
auséncia de hospedeiros, foram encontradas mortalidades entre 67% e 79% aos
60 dias de observacdo e 10% e 12% aos 360 dias de observacdo no sistema
convencional, e no sistema em conversao para organico. Assim, conclui-se que o
estudo morfoldgico e molecular proporcionou a identificacdo da linhagem LPP30 e
sua bactéria simbionte, e o estudo dos fatores relacionados a biologia do
entomopatdégeno, € extremamente importante para se estabelecer metodologia
adequada de sua utilizagédo, sendo necesséarios mais estudos para que 0s critérios

de uso destes agentes sejam mais eficientes.

PALAVRAS-CHAVE: Controle, nematoides entomopatogénicos, Gorgulho da

goiaba.
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ABSTRACT

MINAS, RAMON SANTOS; DS; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. January, 2012. Biological characterization of a lineage of
entomopathogenic nematoide aiming at the control of gorgulho of guava
(Conotrachelus psidii) in two systems of PRODUCTION. adviser : PhD

teacher. Claudia de Melo Dolinski.

The knowledge biologically an organism with potential for the biological
control of plagues allows to use it with bigger efficiency. Using fragment’s of the
gene 18s of entomopathogenic nematodes LPP30 and 16s of its
entomopathogenic bacterium, contrasted with the fragment species present
already in the Bank Gene indicating that the isolated nematoide LPP30 is grouped
to the Heterorhabditis sort and its bacterium was identified as Photorhabdus
luminescens akhurstii. Morphological measurements were performed and values
compared with strains Heterorhabditis indicates already identified, showing
discrepancies of morphometrics measurements within acceptable limits.
Multiplication and counting were made of infective juveniles produced by larvae of
Galleria mellonella, the results showed a peak of 690.32 million 1Js in the second
day of harvest and 653 IJs the 5 day. Concentrations of infective juveniles (1Js)
were tested against larvae of C. psidii 10, 100, 200, 350, 650, 850 and 1000 and a
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control. With the mortality observed ranging between 9% and 100% at
concentrations of 1Js 10 and 1000, respectively. When was tested the effect of
temperature 16 ° C, 20 ° C, 24 ° C, 28 ° C and 32 ° C, this factor was important
because at 28 °© C and 32 ° C showed the highest mortality rates (83% and 100%)
the lowest temperature 16 ° C only (10 %). When studying the exposure time of
the larvae of C. psidii LPP30 of IJs to 1, 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours, this factor
influenced the percentage of mortality with a peak occurring at 72 hours of contact
and mortality rates ranging between 98% and 100%. When the objective was to
evaluate the vertical and horizontal mobility of the nematodes in the field, found
mortality rates near 90% in the first 10 cm in the longitudinal direction with gradual
decline to near 60 cm with mortality rates ranging between 40% and 50% in
systems to organic and conventional culture in 60 cm distance. When the objective
was evaluate the space traversed in the vertical direction the highest mortality
occurred within the first 5 cm reaching 100% in two cropping systems with a
progressive decline to a depth of 20cm. When was rated the best method of
application of juveniles in the field, the application made with liquid stood out in
both cropping systems with mortality rates ranging between 79% and 85%,
followed by the method of sponge soaked with 69% and 75%. When evaluating
the persistence of infective juveniles in the field in the presence of host, it was
observed the recycling of nematodes  provided between 80% and 85% in the
conventional system, and mortalities between 86% and 89% in organic system.
On the other hand when the objective was to evaluate the persistence in the
absence of hosts the moralities were found between 67% and 79% at 60 days of
observation and 10% and 12% after 360 days of observation in the conventional
system, and system organic. Thus, we conclude that the morphological and
molecular identification of the lineage LPP30 and its symbiotic bacteria, and the
study of factors related to the biology of the pathogen, it is extremely important to
establish appropriate methodology for their use. More research is needed to

establish criteria for the manipulation of these agents more way effective.

KEYWORDS: Control, entomopathogenic nematodes, guava weevil.



14

1. INTRODUCAO

A cultura da goiabeira (Psidium guajava L.) vem se destacando no
contexto da fruticultura mundial, e no Brasil encontra-se em crescente expansao
(IBGE, 2009). A goiaba € consumida em varias partes do mundo, com destaque
para os grandes poélos culinarios da Europa como Francga, Reino Unido e Paises
Baixos, que séo os grandes importadores da goiaba brasileira. Juntos, consomem
quase 166 mil quilos da fruta, gerando uma renda de aproximadamente 310 mil
doélares, segundo dados de FREITAS (2010).

O Brasil € o maior produtor de goiabas vermelhas do mundo. Em 2008, a
goiaba ocupou o0 24° |lugar no ranking em valor comercializado, atingindo o
patamar de US$418 mil dolares. Os grandes polos de producdo concentram-se,
principalmente, nas regides Sudeste e Nordeste, sendo os Estados de S&o Paulo
e Pernambuco os maiores produtores com producdo estimada em 310 mil
toneladas em 19.8 t/ha (IBGE, 2008).

De encontro ao cultivo convencional de frutas, esta o cultivo organico, que
se encontra incipiente, o que resulta em uma oferta irregular de produtos nas
prateleiras dos supermercados e nas feiras. Em nivel mundial esta ocorrendo um
grande incremento e interesse pela agricultura organica e seus produtos, cujos

sistemas de producdo levam em consideracdo a sustentabilidade ambiental. A
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agricultura organica, tem mercado em franca expansao, crescendo ao ano a taxas
entre 5% a 50% dependendo do produto e dos paises produtores e consumidores
BELTRAO (2011)

Na pré-colheita e colheita injurias mecanicas e as causadas por pragas e
doencas na pré-colheita, que sdo os grandes responsaveis pela reducdo da
qualidade dos frutos para a comercializagdo (CHITARRA & CHITARRA, 2005).
Dentre as varias pragas que atacam a goiabeira o gorgulho da goiaba,
Conotrachelus psidii Marshall tem especial importancia pelos danos causados em
lavouras de goiaba. A medida de controle convencional do gorgulho € o controle
quimico com aplicacdo de inseticidas como fention a 0,10%, Enxofreiniciadas no
estadio de frutos ainda verdes, com média de trés cm de didmetro (SOUZA et al.,
2003).

A utilizacdo indiscriminada de agrotoxicos no controle de pragas ocasiona
um desequilibrio na cadeia alimentar devido a eliminacdo de inimigos naturais e
ainda problemas de seguranca alimentar e quarentenaria. Estes problemas tém
levado a busca alternativa ecologicamente apropriada como a utilizacdo de
agentes bioldgicos visando ao controle de pragas.

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Steinernema
Travassos, 1927 e Heterorhabditis Poinar, 1976 (Rhabditida: Steinematidae,
Heterorhaditidae) tém sido utilizados como agentes do controle biolégico em
sistemas agricolas para controle de insetos-praga. Entre as principais vantagens
apresentadas por estes organismos estdo a sua resisténcia aos produtos
fitossanitarios, a possibilidade de ser aplicado com outros agentes
entomopatogénicos, apresentar boa capacidade de adaptacdo a novos
ambientes, a busca por seu hospedeiro e nele se reproduzir. Além destas
vantagens, até o momento tém sido in6écuos as plantas e a outros animais,
inclusive ao homem (BATISTA, 2011).

Muitas espécies tém sido isoladas e descritas em diferentes lugares do
mundo relacionados com dados relacionados a biologia, comportamento e
identificacdo. Dessa forma a presente tese teve como objetivos identificar
morfologicamente e molecularmente uma linhagem de nematoide
entomopatogénico, bem como avaliar o seu potencial como agente de controle
bioldégico do gorgulho da goiaba em um sistema convencional e em conversao

para organico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O centro de origem da goiabeira encontra-se na América Latina entre
México e Peru e estende-se até o Brasil. Essa espécie é cultivada em regides
tropicais e subtropicais, sendo também cultivada no Norte e Sul da Africa, no
Sudeste Asiatico, Nova Zelandia e Austrélia. (AGRIANUAL, 2008). Dentre as
frutas tropicais brasileiras, a goiaba ocupa lugar de destaque, colocando o Brasil
na posicdo de maior produtor de goiabas vermelhas. Quanto a exportacdo em
2008 ocupou o 24° lugar no ranking em valor, atingindo o patamar de US$ 418 mil
(MDIC/SECEX, 2009).

A producéo de goiaba em escala industrial no Brasil iniciou-se na década
de 70 (AMARO, 1979). E foi direcionada para o mercado interno e externo na
forma de fruta in natura, industrializada e desidratada (CHOUDHURY, 2001). Na
década de 90, o Pais alcancgou o terceiro lugar como produtor mundial de goiabas
(CARRARO e CUNHA, 1997).

O mercado interno absorve quase a totalidade da producdo nacional, e
vem aumentando nos ultimos anos. O Brasil apresenta imensas areas de clima e
solo favoraveis a producdo comercial de goiaba, e esse é um aspecto importante
para a perspectiva de incremento na producdo agricola, na ampliacdo, atividade

industrial e aumento da exportacao (FREITAS, 2010).
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Embora a goiabeira seja uma cultura rustica, no entanto oferece
respostas positivas em produtividade. Quando se adota manejo adequado,
principalmente a poda de frutificacdo, que pode induzir a planta a produzir durante
todo o ano, e 0 manejo agronémico do pomar, considerando as exigéncias da
cultura (ROZANE et al., 2009).

A falta de agua disponivel no solo, na época de elevada necessidade
hidrica da goiabeira que € durante o periodo de intenso florescimento, fixacéo e
desenvolvimento dos frutos, pode resultar em frutos pequenos e menor producéo
por planta (MANICA et al., 2000). Pesquisas e recomendacdes sobre a irrigacao
na cultura da goiabeira sdo escassas, mas indicam aumentos de produtividade
com o aumento da lamina de irrigacdo aplicada (CHIRINOS-TORRES et al.,
2006). A planta se desenvolve melhor em solos arenosos. Pode até prosperar em
solos argilosos pesados, porém ndo se desenvolve em terras pantanosas ou
encharcadas (MANICA et al., 2000).

O cultivo orgéanico

A agricultura organica € um sistema que visa estabelecer ideologias de
producdo com base em um conjunto de procedimentos que envolva a planta, solo,
condi¢cBes climéticas e o agricultor, produzindo um alimento sadio e com suas
caracteristicas e sabor originais, que atenda as expectativas do consumidor
(PENTEADO, 2000).

O cultivo organico de frutas e hortalicas no mundo tem expressado um
aumento em area e na produtividade, devido principalmente a demanda por
produtos ecoldgicos. O consumo mundial de produtos organicos movimenta mais
de US$ 30 milhdes em exportacbes, US$ 200 milhbes em vendas no Brasil, US$
13 bilh6es em vendas nos Estados Unidos e US$ 25 bilhdes no mundo (WILLER
et al, 2008). A agricultura organica é praticada com fins comerciais em 120
paises, nos quais ocupa cerca de 31 milhdes de hectares, e em 2010 movimentou
um mercado de US$ 40 bilhdes, (FAO, 2011).

No Brasil, producédo organica apresentou um crescimento significativo nos
altimos anos passando de 100.000 mil ha no ano de 2000 para 887.637 ha em
2006. Os quatro principais Estados em numero de estabelecimentos que fazem

uso da agricultura organica no Brasil sdo respectivamente: Bahia (15.194), Minas
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Gerais (12.910), Rio Grande do Sul (8.532) e Parana (7.527). (MDIC / SECEX,
2010). Fator que coloca o Brasil no 2° posto, em nivel mundial existindo
atualmente cerca de 90.497 estabelecimentos que praticam a agricultura organica
(WILLER e KILCHER, 2011).

Apesar do constante crescimento na producdo organica, ha necessidade
de pesquisas em todo método produtivo, desde melhoramento genético, nutricao,
fitossanidade, manejo de irrigacdo e do solo, até comercializacdo dos produtos.
(WILLER et al, 2008).

CertificagcOes da fruticultura orgénica

A certificacdo da fruticultura organica tem base na Instrucdo Normativa
N°007 e nas diretrizes para o Padrdao de Qualidade Orgéanico do Instituto
Biodinamico (IBD, 2003). Segue 0os mesmos procedimentos para a certificacdo da
producdo vegetal, estabelecidos em diretrizes e normas de certificadoras
credenciadas para essa finalidade.

A conversao de uma lavoura de convencional para organica necessita de
uma certificagcdo que visa reconstruir ligacdo de confianca entre o produtor e o
consumidor. Assim, foi estabelecido o selo de qualidade com responsabilidade
social e ambiental. Dessa forma, para uma empresa ou propriedade ser
considerada organica, ela deve ter como objetivo ndo apenas o lucro ou retorno
econdbmico, mas atender as necessidades da sociedade, tanto na oferta de
produtos sadios como nha sustentabilidade ambiental, além de promover o

desenvolvimento humano.

O gorgulho da goiaba

O gorgulho da goiaba, Conotrachelus psidii Marshall (Coleoptera:
Curculionidae), € juntamente com as moscas-da-fruta Anastrepha spp. e Ceratitis
capitata wied uma das principais pragas que atacam a cultura da goiaba no Brasil,
afetando a producdo e a qualidade dos frutos, causando perdas econdmicas
expressivas de até 100%. O gorgulho em seu estagio larval é de dificil controle
através de métodos quimicos convencionais devido a sua localizacdo dentro dos

frutos e no solo.
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Esse inseto em sua forma adulta é um pequeno coledptero de
aproximadamente 6 mm de comprimento por 4 mm de largura, de coloracao
pardo-escura, com pecas bucais em forma de rostro e forma alongada. A larva é
branca amarelada, com cabeca marrom, corpo enrugado transversalmente,
medindo, quando totalmente desenvolvida, 12 mm de comprimento por 4 mm de
largura.

As fémeas, ao iniciarem a postura, procuram os frutos pequenos (3-4 cm)
e verdes, cavando com o rostro canais onde depositam, em geral, um ovo por
cavidade. Esse local ndo se desenvolve como o restante do fruto, ficando com
uma cicatriz circular, deprimida de coloracdo negra. Apds a eclosdo, a larva
penetra no fruto e se alimenta da polpa e sementes, deixando o fruto parcialmente
destruido, de coloracdo escura, tipica de deterioracdo (MANICA et al., 2000).
Durante esse as larvas se desenvolvem dentro do fruto passando por quatro
instares. Os frutos amadurecem, caem e as larvas de quarto instar migram para o
solo, onde se transformam em pupa, permanecendo nesse estagio por cerca de
trés a quatro meses. ApoOs esse periodo surgem os adultos, que abandonam o
solo iniciando um novo ciclo (BAILEZ et al., 2003).

Os métodos de controle mais utilizados sdo o quimico e o cultural, nesse
caso o quimico tem sido realizado com a aplicacéo de solucfes inseticidas a base
de fention a 0,10%, paration metilico a 0,10% ou triclorfon a 0,30%, quando os
frutos ainda se encontram verdes (PEREIRA e MARTINEZ JR., 1986). J4 o
controle cultural, consiste no ensacamento dos frutos quando esses ainda estao
pequenos com 3 cm em média . Existe uma pratica menos difundida que é a
coleta e destruicdo dos frutos brocados caidos, visando a diminui¢cdo do indculo
para o ciclo seguinte.

Os métodos biologicos ainda sao pouco utilizados, no entanto indicam
uma possibilidade de se ter sucesso no controle dessa praga. As larvas e as pré-
pupas séo fortes candidatas a serem controladas por nematoides
entomopatogénicos (NEPSs), ja que se encontram no solo. Com referéncia a
espécie Conotrachelus psidii, SHAPIRO-ILAN et al. (2002) utilizaram Steinernema
feltiae e Steinernema riobrave para o controle de Conotrachelus nenuphar Harris,
o “gorgulho da ameixa”, onde demonstraram potencial de controle do estadio
larval. DOLINSKI et al. (2006) testaram diferentes espécies de nematoides

entomopatogénicos para o controle de C. psidii. DEL VALLE et al (2008)
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estudaram a capacidade dispersiva de juvenis infectantes de nematdides
Heterorhabditis baujardi LPP7, aplicados em cadaveres de larvas de Galleria
mellonella para o controle de larvas de C. psidii, assim como o efeito de
substratos com diferentes classes texturais na mobilidade de Heterorhabditis
baujardi LPP7. DOLINSKI et al (2010)

Nematoides Entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a Ordem
Rhabditida (Nematoda: Secernentea), na qual estdo inseridas as familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae. A familia Steinernematidae possui dois
géneros: Steinernema e Neosteirnenema, enquanto a familia Heterorhabditidae
possui 0 género Heterorhabditis. Esses nematoides que sdo capazes de colonizar
e matar insetos em 24 a 48 horas possuem adaptacfes caracteristicas: sao letais
a insetos; possuem associacao simbionte com bactérias entomopatogénicas e em
terceiro estadio (J3) € livre e infectante no solo (DOWS e PETERS, 2002).

Biologia e comportamento

Espécies de nematoides dos géneros Steinernema e Heterorhabditis, se
associam com bactérias dos géneros Xenorhabdus Boemare e Photorhabdus
Thomas respectivamente. Essas bactérias sdo as principais responsaveis pela
morte rapida do hospedeiro por septicemia. Os NEPs vém sendo isolados de
solos em diferentes partes do mundo, desde o artico até os trépicos,
apresentando um vasto leque de hospedeiros (POINAR, 1990). Como exemplo,
S. carpocapsae Weiser, coloniza mais de 250 espécies de insetos pertencentes a
aproximadamente 75 familias de 11 ordens em condi¢cdes de laboratorio,
(PETERS, 1996).

Por serem organismos cujo habitat natural é o solo, sofrem influéncia de
caracteristicas desse habitat, como tamanho dos poros, umidade, presenca de
oxigénio, temperatura e pH (BARBERCHECK, 1992). As interagfes desses
fatores podem alterar desde a sobrevivéncia até a capacidade de infecgcdo do
nematoide. Algumas espécies de NEPs podem tolerar temperaturas extremas,

mas € possivel que a baixa umidade do solo altere sua capacidade de disperséo
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e persisténcia (KAYA, 1990). O ciclo de vida das espécies do género Steinernema
comega com 0s juvenis infectantes JIs penetrando no corpo do hospedeiro
através de aberturas naturais, como boca, anus e espiraculos (FORST e
CLARKE, 2002.

ApGs penetrar no inseto, passam a hemocele, onde liberam as bactérias.
Essas se multiplicam rapidamente, e ap0s curto periodo, causam septicemia e
morte do hospedeiro. O cadaver fica entdo preenchido por uma “sopa bacteriana”,
composta por bactérias e por tecidos do inseto ja desorganizados e decompostos.
Os nematoides entdo, se alimentam dessa “sopa bacteriana” e se desenvolvem,
passando para o Ultimo estadio (J4) e depois se tornam adultos anfimiticos de
primeira geracdo. Em geral, os juvenis originarios desses adultos ainda tém ao
seu dispor apreciavel quantidade de alimento, conseguindo completar o ciclo e
formar os adultos anfimiticos de segunda geracdo dentro do corpo do hospedeiro
(FORST e CLARKE, 2002).

Geralmente, ap0s o surgimento e acasalamento dos adultos da segunda
geracdo, tem-se a formacdo de uma populacdo de juvenis que se alimenta do
resto do cadaver e depois o abandona, indo para o solo em busca de novos
hospedeiros. Antes dos nematoides deixarem o cadaver as bactérias simbiontes
sdo novamente apreendidas na vesicula do intestino dos juvenis no terceiro
estadio (ADAMS e NGUYEN, 2002).

O ciclo de vida das espécies do género Heterorhabditis € semelhante as
espécies do género Steinernema com a diferenca que no primeiro ciclo dentro do
hospedeiro a primeira geracdo € hermafrodita, e os machos e fémeas sbé
aparecem na segunda geracao (ADAMS e NGUYEN, 2002).

Uma caracteristica adicional que destaca os NEPs dentre os agentes do
controle bioldgico é a sua capacidade de dispersédo e busca do hospedeiro. Os
NEPs sédo atraidos pelas atividades fisiologicas do hospedeiro, como a
respiragdo, que ocasiona diferengcas de CO, (ZUCKERMAN e JANSSON, 1984,
GAUGLER et al., 1989).

De acordo com a movimentacdo e comportamento, os NEPs podem ser
classificados em trés tipos: “ambusher”, “cruiser’ e intermediario. Steinernema
carpocapsae (Weiser) é um tipico “ambusher”, que fica a maior parte do tempo
parado sobre a cauda na superficie do solo até a aproximagdo do hospedeiro.

Esse movimento € conhecido como nictagdo, o qual permite ao nematoide
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alcancgar outros substratos ou hospedeiros mediante movimentos sincronizados e
ondulatorios de seu corpo (ISHIBASHI e KONDO, 1990). Heterorhabditis
bacteriophora Poinar e Steinernema glaseri sao tipicos “cruiser’, pois sdo méveis
e respondem notoriamente aos quimio-atraentes do hospedeiro (KAYA e
GAUGLER, 1993). Os nematoides que procuram o hospedeiro e ainda fazem
nictacdo sao considerados intermediarios como Steinernema feltiae Filipiev.

Os juvenis infectantes dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sao
morfologica e fisiologicamente adaptados a vida livre no solo. Durante esse
estadio, os nematoides ndo se alimentam, possuem a boca e o anus fechados e
dependem de reservas nutritivas internas até encontrar um hospedeiro. Essas
reservas se encontram no intestino, principalmente, na forma de glicogénio
(LEWIS, 1992). No terceiro estadio sdo mais resistentes as condicdes ambientais
adversas, devido a presenca da cuticula do segundo estadio sobre a do terceiro
estadio. Essa protecdo evita a dessecacdo e acdo de antagonistas existentes no
solo, como bactérias e fungos (CAMPBELL e GAUGLER, 1991).

Ao se avaliar a eficiéncia com a qual o complexo nematobacteriano é
capaz de matar o seu hospedeiro, observa-se que tal situacdo varia com a
espécie de inseto considerada, com o seu estado imunolégico e fisioldgico e com
a bactéria presente na simbiose (AKHURST e DUNPHY, 1993). Para que possam
efetuar a sua multiplicacdo na hemolinfa as bactérias devem ser capazes de
tolerar a resposta defensiva do hospedeiro, evadir-se ao reconhecimento como
corpo estranho e/ou suprimir as defesas humorais e celulares. Nos insetos a
reacdo de defesa celular inicial a uma infeccdo bacteriana é a fagocitose e
guando o numero de bactérias € muito elevado, é coadjuvada pelo mecanismo de
formacéo de nddulos (DUNPHY e THURSTON, 1990).

Atualmente um grande numero de espécies bacterianas produz fatores de
viruléncia com a funcdo explicita de causar alteracdes na parte fisiolégica do
hospedeiro ou nos seus mecanismos de defesa, de maneira que possibilitem a
proliferacéo e/ou difusédo bacteriana. Esses fatores sdo, na maior parte, moléculas
de natureza protéica e sdo denominadas toxinas bacterianas (FFRENCH-
CONSTANT et al., 2000). De fato, a maioria sdo citotoxinas, citolisinas ou
hemolisinas e enzimas, tais como, lipases, fosfolipases e proteases (TURLIN et
al., 2006).
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ldentificacdo morfolégica de nematoides

Existem descritas 151 espécies de nematoides entomopatogénicos do
género Steinernema, uma do género Neosteirnenema e 71 do género
Heterorhabditis (NCBI, 2011). No entanto, a escassez de pesquisadores
especializados na identificacdo de nematoides pelo método classico (morfolégico /
morfométrico) é um fator que representa dificuldades adicionais ao
desenvolvimento de estudos sobre diversidade.

Estudar os caracteres morfoldégicos e morfométricos envolve observacdes
e medicdes que possibilitam distinguir os individuos. No caso especifico dos
NEPs, isso pode ser conseguido pela dissecacdo dos insetos, extracdo de
hermafroditas entre o terceiro e quarto dias para fémeas anfimiticas e machos, os
JIs de terceiro estadio que sdo obtidos durante os dois primeiros dias ap6s a
emergéncia desses cadaveres dos insetos. Para essa metodologia sao
comumente usadas larvas de insetos da espécie Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) conhecida como traca-pequena-dos-favos ou Tenebrio
molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) (NIELSON, 2005). Em vista de tal
perspectiva, existe ndo sO necessidade como também a conveniéncia da
utilizacao de técnicas moleculares para a identificacdo taxonémica, uma vez que

a consisténcia da identificacdo se torna mais consistente.
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Tabela 1 Caracteristicas morfoldgicas observadas para identificar espécies de

nematoides entomopatogénicos.

Juvenis

Fémeas de 1° e 2° geracdo

Machos

L= comprimento total do corpo;
W = maior largura do corpo;

NR = distancia da extremidade anterior ao anel nervoso;

EP = distdncia da extremidade anterior ao poro excretor;

ES = comprimento do eséfago;

ABW = largura do corpo na altura do dnus;

T = comprimento da cauda;

Hyaline = porcdo entre a cuticula interna e a externa.

Usam-se também os seguintes indices:
D (%) = (EF/ES);

L.

W.

NR,

EP.

ES.

ABW.

T

STW = largura do estoma.

STL = comprimento do estoma.
V = distdncia da vulva & extremidade
anterior.

L

W.

NR.

EP.

ES.

ABW.

T

SP = tamanho do espiculo.

SW = maior largura do espiculo.

GU = comprimento do
gubernaculo.

E (%) = (EPIT); V (%) = distdncia da porcdo anterior a TR = testiculo reflexo.

vulvatamanho do corpo x 100.

HIT (%) = (Hyaline/T): L: D%
2= (Lw); w; SW (%) = SPIABW;
b= (L/ES); GS (%) = GU/SP.
c=(LT). L:

Identificagcdo molecular

O sequenciamento de DNA no caso especifico dos nematoides
entomopatogénicos, é de extrema importancia para a definicdo de espécies. Com
a evolucao das pesquisas e a utilizacdo de marcadores em genética molecular foi
possivel discriminar posicées taxondémicas particulares entre varias alternativas
possiveis. Os marcadores que tém a maior representacdo em bases de dados
genéticos sao os pontos de partida para investigar o status taxondmico de um
nematoide entomopatogénico nao identificados (LIU et al., 2000). Com base na
representacdo em dados genéticos, o marcador mais popular para identificacéo
de nematoides desconhecidos é a sequencia de DNA do 18S ou subunidade
ribossémica pequena (SSU) RNA gene (DORRIS et al., 2002).

Quando o objetivo é o estudo de grupos de espécies de Heterorhabditis e
Steinernema o marcador molecular de escolha é a sequencia de DNA da regiao
do espacador interno transcrito do gene ribossomal (ITS rDNA). Esse marcador
apresenta variacdes substanciais entre as espécies de Heterorhabditis e
Steinernema (NGUYEN et al., 2007).

Outro loci que prova ser util para a discriminagcdo em nivel da espécie é o
citocromo-oxidase (COII)-16S (SZALANSKI et al., 2000) e ND4 (LIU et al., 2001)

genes mitocondriais, e as regides da subunidade 28S ribossomal. Outras
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pesquisas tém apresentado como alternativas a utilizacdo de sondas de DNA
satélite que sdo utilizadas como instrumento de diagndstico para identificar
Heterorhabditis e Steinernema. Esses testes podem rapidamente determinar em
gue taxon o nematoide em questdo pertence. As sondas investigadas até agora
parecem ser do tipo espécie especifica, porém menos sensiveis do que rDNA ITS
ou IGS (espacadoras intergénicas). Tais sondas de DNA satélite ndo produzem
dados que podem ser usados para recuperar as relacdes filogenéticas. (ABADON
et al., 1998)

Os fragmentos de DNA polimérfico (RAPD) que sdo amplificados também
sdo usados para explorar a diversidade genética entre as espécies de nematoides
entomopatogénicos (HASHMI e GAUGLER, 1998). Semelhante ao contetdo de
informacdo de RAPD, fragmentos polimorficos amplificados (AFLP) também
podem ser uma poderosa ferramenta molecular, Fragmentos polimérficos
amplificados tém condicdes de amplificacdo mais severas, que melhoram a
replicabilidade dos resultados (STACK et al., 2000).

Fragmentos de DNA obtidos por enzimas de restricdo (PCR-RFLP) é uma
alternativa rapida de sequenciamento de DNA. Perfis de fragmentos de restricdo
da regido ITS (espagador transcrito interno) ocorrem para Vvarias espécies de
Heterorhabditis e Steinernema, e também podem ser facilmente gerados a partir
das sequéncias ITS depositadas em bancos de dados publicos, como GenBank.
Os nematoides tém seus padrdoes de bandas resultantes da comparagcdo com
aqueles previstos a partir de espécies previamente analisadas. Padrbes de
bandas idénticos sugerem que eles pertencem a mesma espécie, até que uma

andlise mais aprofundada indique o contrario (HOMINICK et al. 1997).

Producédo de Nematoides Entomopatogénicos

Nos ultimos anos foram conseguidos avangos na producdo em escala
comercial de nematoides entomopatogénicos. Por outro lado o aumento da sua
utilizagdo em sistemas agricolas sustentados ou nos sistemas de controle
integrado dependente de avancos tecnologicos para produzi-los em escala
industrial e a baixo custo de producéo.

Sao trés os sistemas que correntemente se usam na produ¢cdo em massa

de nematoides entomopatogénicos: producdo in vivo, producdo in vitro em
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substrato solido ou liquido (MOLINARI, 2006). Esses sistemas de producdo sao
capazes de gerar NEPs em pequena, média e larga escala, mas os altos custos
do processo ainda constituem um fator limitante para o seu uso em programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP). A associacdo do nematoides com as bactérias
simbiontes favorece esse tipo de producdo, mas deve-se ressaltar que a bactéria
deve estar em condi¢cdes Otimas para que o nematoide se desenvolva e se
multiplique (MOLINARI, 2006).

Produgéo in vivo

A producdo in vivo é o método mais simples e o mais usado para
multiplicar NEPs, e consiste na utilizacdo de insetos hospedeiros. A técnica foi
desenvolvida pela primeira vez por GLAZER, (1931), mas foi DUTKY, (1964) que
obteve pela primeira vez uma grande producéo de Jis em larvas de G. mellonella.
E uma técnica simples, mas o custo de producéo pode ser elevado e ndo permite
uma economia de escala. O numero de juvenis obtidos depende da
suscetibilidade do hospedeiro, e da espécie de nematoide multiplicada (MOLINA
et al., 2001). Obtendo-se de 100.000 a 300.000 Jis por larva infectada (POINAR,
1990).

As larvas de insetos sdo infectadas adicionando-se juvenis infectantes em
meio aquoso a um papel absorvente ou submergindo as larvas no mesmo meio.
Em geral sdo utilizados cerca de 100 Jls por larva no primeiro método e 4.000
Jis/mL no segundo, podendo ser submersas nessa solucdo mais de 400 larvas
(SHAPIRO-ILAN et al., 2002).

As larvas adquirem a coloracao caracteristica do complexo nematoide-
bactéria apds 24 a 48 horas de infeccdo. Depois de ter completado dois a trés
ciclos do nematoide no hospedeiro (cerca de 5 a 10 dias), jA ndo h& alimento
disponivel e os juvenis infectantes comecam a deixar os cadaveres em busca de
novos hospedeiros. Essa etapa, chamada de colheita, pode ser feita em
diferentes escalas, desde placas de Petri (WHITE, 1927), até em sistemas de
colheita para grande volume de nematoides, como o método LOTEK proposto por
GAUGLER e HAN, (2002). Depois de coletados, os Jls podem ser armazenados
em agua, esponja, gel, ou em outros substratos inertes a temperaturas de 4°C a

16°C, por um a trés meses.
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Cada espécie de nematoide possui tempo e temperatura Otimos de
armazenamento (GREWAL, 2002). Podendo haver queda na infectividade dos
JiIs. O maior custo nesse sistema tem sido a dieta usada na criacdo das larvas de
G. mellonella. Essa dieta vem sendo modificada para que se torne mais barata
viabilizando a multiplicacdo dos nematoides. Nos E.U.A, uma larva de G.
mellonella pode ser comprada por US$ 0,01; levando em consideracdo que cada
larva produz cerca de 1 a 3,5x10° Jis (DUTKY, 1964), 25.000 larvas s&o
necessarias para tratar 1 ha, com base em 2,5x10° Jis/ha. Para baixar ainda mais
o0 custo de producdo h& necessidade de continuar melhorando outros aspectos da
criagdo das larvas, bem como armazenamento e conservagdo dos nematoides
(FLANDERS, 1996).

Producgéo in vitro

A producdo em meios artificiais comecou 30 anos antes de DUTKY (1964)
ter proposto a multiplicagéao in vivo. GLASER (1931) cultivava NEPs em bandejas
cobertas com quatro milimetros de um meio composto por visceras de animais e
dextrose-agar. Nesse sistema eram produzidos cerca de 9.000 a 12.000
nematoides/cm?® de meio de cultura, atingindo 140 milhdes de juvenis ao dia.
Outros meios foram testados, mas com a descoberta das bactérias simbiontes
deixou-se de usar visceras animais, de contaminacdo facil e de manuseio
desagradavel. Apesar de ndo conhecer a existéncia da bactéria simbionte,
GLASER (1931) observou que nematoides mantidos in vitro por muito tempo
perdiam sua infectividade e que, de tempos em tempos, deveria infectar larvas de
insetos para recupera-los. Hoje a producdo in vitro pode ser feita em meios
artificiais solidos ou liquidos.

O meio solido de producédo utilizado é feito, com o uso de esponja de
poliuretano, embebida em meio nutritivo constituido de tecidos animais e 6leo
como substrato, para permitir a reproducado e o desenvolvimento do complexo
nematoide-bactéria. De todas as tentativas de produc¢éo in vitro, a metodologia de
BEDDING (1981) mostrou ser a melhor, proporcionando altas producdes de Jis e
viabilizando a exploragcdo comercial dos NEPs. Ao invés de bandejas, foram

utilizadas garrafas de Erlenmeyers com esponja e substrato, obtendo producdes



28

da ordem de 1,3 milhdes de juvenis por 3 kg de meio utilizado. (HUSSAINI et al.,
2002).

Essa mudanca nos componentes de substrato vem tornando 0 processo
de producédo de NEPs mais acessivel. A vantagem desse método em relacdo ao
meétodo in vivo € a maior producdo de Jls em um mesmo espaco de tempo. O
método de multiplicagdo de nematoides utilizando meio sélido, apesar de pratico,
€ considerado laborioso, pois precisam ser autoclavados antes das inoculagdes.
Além do mais, as esponjas ndo sao biodegradaveis e descartar toneladas desse
material pode ser dispendioso e danoso ao ambiente. Ainda s8o necessarios
ajustes e melhorias nos processos de mistura do meio com o0 suporte, na
inoculacdo da bactéria simbionte e na colheita dos Jls (FRIEDMAN, 1990).
Visando o aumento na producdo e 0 ndo uso de suporte, surgiu a producao de
NEPs in vitro em meio liquido, utilizando fermentadores do tipo tanque de 3 a
10.000 L, dessa forma producdes da ordem de 90 x10°® Jis/mL tornaram-se

possiveis.
Formulacao dos Neps

Diferentes tipos de formulacbes tém sido testados para diferentes
espécies de nematoides entomopatogénicos com 0 objetivo de amenizar 0s
fatores abidticos que afetam os Jls. Formulacbes variam desde esponjas a
granulos soluveis em agua. O tipo de formulacdo depende da forma como os
nematoides sédo produzidos, da disponibilidade do material (GEORGIS, 1990).

Existem varios tipos de formulacdes que preservam os NEPs no campo
tais como: agua, esponja, gel (Agar), insetos cadaveres, vermiculita, alginato de
calcio, pé molhavel, granulos sollveis em agua, dentre outros. Alguns nematoides
perdem agua paulatinamente sem perder a integridade fisiolégica e morfoldgica,
fenbmeno chamado de anidrobiose. Os NEPs sdo capazes de entrar em
anidrobiose parcial, ou seja, anidrobiose quiescente (WOMERSELY, 1990).

Essa caracteristica foi explorada para gerar formulacbes com maior
tempo de prateleira, como € o caso dos granulos soluveis em agua (GREWAL,
2002). As formulagdes podem entéo ser subdivididas em formulagbes nas quais

0S nematoides permanecam ativos, com mobilidade reduzida, ou em anidrobiose
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parcial. Existem também as formulagcdes nas quais os nematoides séo levados ao

campo em insetos cadaveres (DOLINSKI, et al 2006).

Metodologias de aplicacdo de NEPs

O desenvolvimento de métodos de aplicacdo é um dos desafios para
ampliar a utilizacdo desses microrganismos no controle de pragas. De uma
maneira geral, NEPs podem ser aplicados por pulverizagcéo, por irrigacdo e por
cadaveres de insetos (GREWAL, 2002). A eficacia da aplicacdo de um inseticida
demanda o desenvolvimento de sistemas que integrem o tipo de formulacédo, o
equipamento e o0 método de aspersdo. Ilgualmente uma dosagem correta e um
tamanho de gota adequado sdo necessarios para se realizar uma aplicacéo
correta e em momento oportuno.

O controle fitossanitario da praga alvo depende da qualidade do produto
utilizado e da precisdo de sua aplicacdo, tendo sempre em conta a menor
contaminacdo ambiental possivel (VILLALBA, 2003). E importante levar em conta
que temperaturas do solo entre 12 e 28°C sao favoraveis na aplicacdo de NEPs,
(ROHDE, 2007). A microaspersdo do nematoide Heterorhabditis sp. na superficie
do solo foi mais efetiva do que quando adicionada na irrigacdo por gotejamento.
Estudos em campo tém mostrado a necessidade de se aplicar os NEPs com uma
maior quantidade de &gua, para que 0s mesmos nao sofram dessecacao
(CURRAN, 1992).

A adicdo de adjuvantes pode melhorar o desempenho de NEPs.
SCHROER et al. (2005) testaram adjuvantes contra Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae), e observaram a eficacia de controle cujo tempo letal
médio passou de 40 horas a um periodo menor que 25 horas, mas em
contraposicao, essa formulagéo diminuiu a mobilidade dos Jls.

Atualmente JIs sé@o aplicados em sistemas de irrigagdo adaptados a
aplicacdo de produtos quimicos. Estudos avaliando o controle de pragas foliares
mediante aplicagdo foliar de NEPs sdo escassos, no entanto em trabalho
utilizando os adjuvantes Joint oil® e Gotafix* aliado a nematoides
entomopatogénicos, Heterorhabditis baujardi LPP7 e S. carpocapsae NCAII, foi
observada a mortalidade de larvas da broca-da-cana, Diatraea saccharalis
Fabricius Lepidoptera Pyralidae (BELLINI, 2011).
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As telas e os filtros dos equipamentos de aspersdo devem permitir que os
nematoides passem atraves deles. S. carpocapsae pode passar através de telas
tdo finas como 100 micrometros de diametro, mas telas com aberturas maiores
s80 necessarias para espécies maiores como Steinernema glaseri Steiner e
Heterorhabditis megidis Poinar. Portanto, retirar os filtros e as telas as vezes é
recomendado, mas isto requer recalibragdo do equipamento (GREWAL, 1998). A
maioria dos sistemas de aspersdo ndo promove pressdo suficiente para causar
dano aos nematoides. Em geral, os nematoides ndo devem ser submetidos a
pressdes superiores a 300 psi nos tanques dos equipamentos e a temperaturas
superiores a 30°C (GREWAL, 1998).

O gorgulho da goiaba tem causado enormes prejuizos em lavouras de
goiaba. Medidas de controle baseadas no uso de intensivo de agroquimicos, além
de caras, sdo arriscadas, provocam contaminacdo ambiental e inducédo de
resisténcia, selecionando popula¢cdes menos sensiveis. Diante da dificuldade de
controle de C. psidii métodos eficazes e aceitaveis ecologicamente precisam ser
desenvolvidos. A possibilidade do uso de nematoides entomopatogénicos mostra-
se como alternativa adequada. Neste contexto o seu uso sera economicamente
viavel e ecologicamente correto, reduzindo a contaminagdo pelo uso excessivo de

agroquimicos.
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3. TRABALHOS

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, MOLECULAR E ESTUDO DA
PROGENIE DO NEMATOIDE ENTOMOPATOGENICO LINHAGEM LPP30

RESUMO

Espécies de nematdides entomopatogénicos sdo muitas vezes utilizados
para o controle biolégico de insetos. Ha muitas espécies que ainda ndo foram
identificados e é, portanto, extremamente importante trabalhos envolvendo o
estudo da morfologia e caracteres moleculares. Para o estudo morfolégico da
linhagem originada no LPP30 Campos dos Goytacazes, medidas morfologicas
foram realizadas, que sdo adotados como padrdo para este tipo de corpo,
notando a semelhanca entre a tensdo LPP30 em comparagcdo com 11 outras
estirpes pertencentes a shows do grupo. A analise molecular das regifes de 16S
e 28S bacterianas, e sequéncias de rDNA 18S do ITS1 completa, e rDNA ITS2 do
nematodo mostraram que a estirpe do género Heterorhabditis e suas bactérias
simbidticas dos Photorhabdus género. Quando avaliamos o potencial produtivo de
juvenis infectantes em lagarta Galleria mellonella demonstraram elevado potencial

de producéo foi observado apos 5 dias de avaliacdo, resultando em um total que
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varia entre 1243,30 e 1296,660 de larvas de nematdédeos em duas etapas do
experimento.

Palavras-chave: Photorhabdus, Galleria mellonella, bactéria.

PROGENY, MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES FROM STRAIN LPP30

ABSTRACT

Entomopathogenic nematode species are often used for biological control
of insects. There are many species that have not been identified and are
extremely important, involving the study of morphology and molecular characters.
for the morphological study of the lineage LPP30 originally from Campos dos
Goytacazes, morphological measurements were made that are adopted as
standard such body, noting the similarity between the strain LPP30 compared with
11 other strains belonging to group shows. A molecular analysis based on regions
of bacteria and 16S rDNA sequences of the 28S and 18S complete ITS1, ITS2
rDNA and showed that the nematode lineage LPP30 belong to the genus
Heterorhabditis and their symbiotic bacteria belong to the genus Photorhabdus.
When we evaluate the productive potential of infective juveniles in Galleria
mellonella caterpillar that showed high production potential was observed after 5
days of evaluation, resulting in a total ranging between 1243.30 and 1296.660 of

nematode larvae in two stages of the experiment.

Keywords: Photorhabdus, Galleria mellonella, bactéria.
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INTRODUGCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis sdo parasitas obrigatorios de insetos e sédo frequentemente
usados como agentes de controle biolégico de pragas de importancia econémica.
(ADAMS et al. 2006). Ocupam atualmente o segundo maior segmento do
mercado de bioinseticidas nos paises industrializados, sendo utilizados contra
uma ampla gama de insetos que incluem além das pragas de solo, insetos praga
da parte aérea que apresentam parte do seu ciclo de vida no solo, e insetos que
habitam ambientes cripticos TAVARES (2010)

Pesquisas tém sido realizadas sobre identificacdo de nematoides
entomopatogénicos no mundo, e no Brasil, a primeira descricdo taxondmica de
(PEREIRA, 1927) que identificou Rhabditis e recentemente ANDALO et al. (2006)
que fizeram isolamento e identificacdo de Heterorhabditis amazonensis Andal6 e
DOLINSKI et al. (2008) que isolaram e identificaram Heterorhabditis baujardi .

Avancos na area de biologia molecular permitiram o desenvolvimento de
técnicas que hoje facilitam os processos de identificacdo dos nematodides
entomopatogénicos (ADAMS et al, 1998; EMELIANOFF et al.,, 2008). Tais
técnicas vem sendo utilizadas com frequéncia para analises de diferentes tipos
diversidade genética de (FABRE et al., 1995; FALEIRO et al., 1998).
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A forma repetitiva da organizacdo, desenvolvimento e disposi¢cdo dos
genes na molecula de DNA tornam tais regibes, alvos adequados para a
amplificacdo do DNA por PCR, técnica que permite a amplificacdo dos fragmentos
visando a identificacdo dos organismos. A proximidade entre regides conservadas
(18S, 16S e 28S em metazoéarios) as torna uteis, pois sdo regides de rDNA
usadas como marcadores para afericdo da evolucdo intra-especificas e regides
mais variaveis (GRAUR et al, 2001).

A descoberta de novas espécies de nematoides entomopatogénicos pode
melhorar o processo de utilizacdo destes organismos em programas de controle
biolégico e as descricbes de espécies que integram dados morfoldgicos e
moleculares podem ser usados para identificar, diagnosticar e delimitar
parametros para o aperfeicoamento de identificacdo das espécies auxiliando as
técnicas para resultados mais precisos (POWERS et al, 1997).

Os objetivos do trabalho foram caracterizar morfologica e molecularmente
a linhagem do nematoide entomopatogénico LPP30, e sua bactéria simbionte
isolados na cidade de Campos dos Goytacazes, bem como avaliar e quantificar

sua progénie.
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MATERIAL E METODOS

Obtencéo dalinhagem

A linhagem LPP30 foi isolada de uma propriedade na cidade de Campos
dos Goytacazes-RJ, por meio do método do inseto armadilha (KAYA e STOK,
1997). Foram separadas 200 lagartas vivas de 6° instar de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae), que em sequéncia foram acondicionadas aos pares em
Eppendorf de 2 ml, previamente perfurados com o auxilio de um garfo aquecido
por 5 vezes para proporcionar a entrada de ar. Posteriormente dois Eppendorfs
foram enterrados no solo em 100 orificios com 10 X 10 cm. Apds 10 dias os
Eppendorfs foram coletados e 0s que apresentaram lagartas com sintomas de
infeccdo foram levados para o laboratério para isolamento e purificacdo da

populacdo em sucessivas infeccdes em lagartas de G. mellonella.

Anélise morfologica

Para o desenvolvimento dos estudos morfoldgicos, dois protocolos para a

fixacdo dos nematoides foram estabelecidos, um para microscopia de luz KAYA e
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STOCK (1997) que teve o objetivo de fixar os nematbides para aferir medidas
morfométricas e outro para microscopia de varredura SEINHORST, (1959)

Na primeira etapa os nematoides foram colocados em um bloco cdéncavo
com 1 mL de soluto de (Ringer) adicionando-se, 4 mL de fixador (TAF) composto
de: 2 mL de Trietalomina, 91 mL de agua destilada e 7 mL de formalina, 40%
foram pré-aquecidos a 60°C e adicionados ao bloco, os nematoides
permaneceram nesta solucéo por 12 horas. Posteriormente, com o auxilio de uma
pipeta retirou-se o maximo de TAF e adicionou-se logo em seguida 0,5 mL de
Solucdo 1 (20 partes de alcool a 95%, 1 parte de glicerol, 79 partes de dH,0). O
bloco foi entdo distribuido em um dissecador e foi preenchido até metade do
fundo deste com 95% de alcool.

Posteriormente o dissecador foi mantido em estufa a 37°C durante 12
horas apds o intervalo de 12 horas, o bloco foi retirado do dissecador, e
preenchido com solucao dois (cinco partes de glicerol, 95 partes de &lcool 95%)
nessa etapa, o bloco foi colocado em uma placa de Petri e distribuido
parcialmente aberto em estufa a 40°C durante trés horas e entdo os nematoides

foram colocados em glicerina pura para medicdes posteriores.

Caracterizacdo molecular da linhagem LPP30

Para a caracterizacdo molecular dos nematoides, o DNA usado na
amplificacdo foi extraido de um grupo de 50 juvenis no estado infectante (JIs) a
partir de culturas puras do isolado LPP30. Os JiIs depois de lavados trés vezes em
H,O miliQ foram transferidos para o Nitrogénio liquido e homogeneizados.

O homogeneizado foi entao recolhido em 500 pl de tampéo de lise (200
mM NaCl, 100mM Tris-HCI pH=8, 50mM EDTA, 0.5% SDS, e 0,2 mg/mL
proteinase (K) em um tubo Eppendorff de microcentrifuga de 1,5mL e foi aquecido
a 65°C durante duas horas, em seguida mantido a temperatura ambiente. A esse
homogeneizado adicionou-se 500 pl de fenol e misturou-se lentamente durante
cinco minutos até obter uma emulsdo que foi centrifugada a 13. 201 xg, durante
oito minutos a 8°C. Recuperou-se a fase aquosa adicionando-se igual volume de
uma mistura de cloroférmio/isoamilico alcool (1:1). Mais uma vez a emulséo foi

centrifugada nas mesmas condi¢cOes para recuperar novamente a fase aquosa.
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A mistura resultante adicionou-se lentamente 1,1 mL de alcool absoluto e
incubando-se a -20°C por cerca de uma hora e meia. Passado este tempo
centrifugou-se a 20. 625 xg, por sete minutos a 4°C. O decantado foi entdo lavado
cuidadosamente com 1 mL de alcool 60% deixando-o secar a 50°C por cinco
minutos. Findo este tempo ressuspendeu-se o extrato em 200 pl de TE e incubou-
se com 2 yl de RNAase durante 30 minutos a 37°C. Juntou-se 202 ul de fenol e
centrifugou-se a 9 168 xg, durante oito minutos a 24°C. Recuperou-se 0
sobrenadante ao qual se juntou 8,4 ul de NaCl 5M e precipitou-se em 750 pl de
alcol absoluto que foi misturado lentamente. Depois de misturado incubou-se a -
20°C por mais uma hora. Posteriormente centrifugou-se a 20. 625 xg, durante
sete minutos a 4°C e decantou-se lentamente aproveitando o precipitado que foi
lavado com 750 ul de alcool 70% e novamente centrifugado. Depois de seco a
50°C durante cinco minutos dissolveu-se em 50 pl de H,O miliQ.

Observou-se a qualidade do DNA em um gel de agarose a 0,8% (wt/vol) e
guantificou-o com espectrofotometro UV. A amplificacdo do fragmento e analise
molecular do nematoide realizada com base na sequéncia rDNA constituida por
sequéncias parciais da zona 28S e 18S e pelas sequéncias completas de ITS1,
5,8S e ITS2. Este fragmento foi amplificado por PCR usando os primers LSU-NC2
(5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’) e R-94 (5'- TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3’)
usando o DNA total dos Jls como molde (STOCK et al. 2001).

Cada reacao de amplificacéo foi realizada de acordo com as condi¢cbes
descritas acima utilizando o termociclador Bio-Rad Termociclador C1000 Touch.
Houve desnaturacdo de cinco minutos a 94° C, seguidos de 30 ciclos de 30
segundos a 94° C, 30 segundos a temperatura de “annealing” de 48,9°C e 40
segundos a 72°C, e um passo final de extensdo a sete minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit Purelink™
(Invitrogen™) e sequenciados com os mesmos primers usados na amplificago.
Todas as sequéncias obtidas foram submetidas a uma procura no Genbank
(BENSON, 2008) com o algoritmo BLAST (ALTSCHUL 1990) .

Reconstrucéo da arvore filogenética do nematoide

Uma arvore Bayesian foi reconstruida com um alinhamento de 853 pb do

fragmento rDNA sequenciado. As sequéncias de rDNA de Heterorhbditis usadas
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nos alinhamentos foram retiradas do Genbank (BENSON 2008). O alinhamento
foi realizado com ClustalW (THOMPSON et. al. 1994) nas condi¢cbes padrdo do
programa e editado com o programa BioEdit v.7.0.9.0,. O modelo de substituicdo
nucleotidica HKY+G foi escolhido pelo método estatistico de informacéo tedrica
AIC por meio do programa jModelTest v.0.1 (POSADA 1998). A reconstrugéo
Bayesiana da arvore filogenética foi realizada no programa MrBayes v3. 1.2
(RONQUIST et al. 2003). Efetuaram-se simultaneamente duas corridas
independentes com 5000000 geracdes, a cada 100 ciclos de onde foram retiradas
a arvore filogenética produzida e eliminaram-se os primeiros 25% das geracdes
para se obter a arvore consenso. A robustez dos resultados foi atingida através
das probabilidades posteriores. As arvores construidas e analisadas foram
estabelecidas sem raiz. A representacdo grafica da arvore resultante foi
desenvolvida no programa MEGA v.4.1 (TAMURA et al. 2007).

Caracterizacdo molecular da bactéria simbionte

Para a manipulagdo genética do isolado da bactéria simbionte, col6nias
individuais foram isoladas do nematoide no estado juvenil infectante (JIs) segundo
o método de BEDDING & AKHURST (1975). As culturas foram mantidas em
NBTA (agar nutritivo com 25 mg bromotimol azul e 40mg cloreto trifeniltetrazdlio)
a 10°C em uma camara escura e transferidas semanalmente para um meio novo.
Tornou-se tendo havido o cuidado de s6 transferir as colénias que tinham
absorvido o azul de bromotimol, o que é indicativo da fase | ou exponencial da
bactéria.

Para o procedimento de extracdo do DNA, duas col6nias individuais em
fase I. Inoculou-se as col6nias em 10 mL de meio TSYB (30 g caldo de triptona de
soja com 5 g de extrato de levedura por litro) e incubou-se num agitador orbital,
200 r.p.m a 28°C durante 24 horas e o DNA foi extraido. Depois de centrifugado, o
pellet de células foi lavado duas vezes em 500 pl TE8 (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8). Ressuspendeu-se em 360 ul de STE (TE + 0.1 M NacCl), 60 pl de
SDS a 10% (wt/vol) e 420upl de fenol, homogeneizou-se suavemente e
centrifugou-se.

Ao sobrenadante adicionou-se 420 pl de cloroformio + Isoamil alcool

(24:1), misturou-se suavemente e centrifugou-se. Precipitou-se com alcool o DNA
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dos 400 pl de sobrenadante e ressuspendeu-se em 200ul de TE. O DNA foi
tratado com RNAse A (GibcoBRL), re-extraido com fenol: cloroformio: Isoamil
alcool (25:24:1), precipitado em alcool e ressuspendido em 50 pl de agua (Milli-Q)
esterilizada. Observou-se a qualidade do DNA em um gel de agarose a 0,8%
(wt/vol) e quantificou-se o DNA com espectrofotometria UV. Obteve-se entdo dois
extratos independentes de DNA cromossomal.

Amplificacdo e sequenciamento do 16S rDNA

Um fragmento interno do 16S rDNA foi amplificado por PCR com dois
primers, 16S-For (5'-GAAGAGTTTGATCATGGCTC-3) e 16S-Rev (5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') descritos por FISCHER-LE SAUX et al (1999).
Cada reaccdo de amplificacdo, com um volume de 25 pl, conteve 10 mM de
dNTPs (Invitrogen™), 50 mM de MgCI2, 160 mM de (NH4) 2S04, 25 uM de cada
primer, 5U Tag DNA polimerase (Biotag™ DNA Polymerase, Bioline Ltd, U.K) e
50 ng de DNA cromossomal. A reacao foi coberta com 25 ul de 6leo mineral (Bio-
Rad, Hercules, California, USA).

Um controle negativo foi realizado para todas as etapas envolvidas. As
reacdes realizaram-se em um termociclador Veriti™ (Applied Biosystems). As
condicbes de PCR consistiam em um passo inicial de desnaturacdo de trés
minutos a 94°C, seguidos de 25 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 segundos a
temperatura de annealing de 60°C e 30 seg a 72° C, e um passo final de extenséo
a sete minutos a 72° C. Os produtos de PCR foram purificados com o Kit
Purelink™ (Invitrogen™) e sequenciados com 0s mesmos primers usados na
amplificacdo. Todas as sequéncias obtidas foram submetidas a uma procura no
Genbank com o algoritmo BLAST para identificacdo das mesmas. O alinhamento
das sequéncias foi gerado com o Clustal W v.1.83 implementado no programa
BioEdit v.7.0.9.0. A sequéncia foi depositada no Genbank com o seguinte nimero
de acesso JN200818.

Reconstrucéo das arvores filogenéticas da bactéria simbionte.

A primeira arvore usada para a identificacdo da espécie e subespécie da

bactéria resulta de um alinhamento de 31 sequéncias de 16S rDNA. Apoés obter-
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se a identificacdo da bactéria, uma segunda arvore, resultante de um alinhamento
de 16 sequéncias de 16rDNA, foi reconstruida para se obter a informacéo de qual
das estirpes dentro da subespécie identificada o isolado obtido apartir da
linhagem LPP30 seria mais proximo.

Realizou-se analise filogenética com o método Bayesian. O modelo
implementado em cada analise foi escolhido pelo método estatistico de
informacéo tedrica Akaike Information Criterion (AIC) no programa jModelTest
v.0.1. Cada arvore Bayesian foi reconstruida com o programa MrBayes v3. 1.2.,
efetuaram-se simultaneamente duas corridas independentes para 0 ndmero de
geracdes descrito. A cada 100 ciclos foram retiradas as arvores produzidas e
eliminaram-se os primeiros 25% das geracdes para se obter a arvore consenso. A
robustez foi atingida através das probabilidades posteriores. Todas as arvores
analisadas foram reconstruidas sem raiz. A representacdo grafica das arvores

resultantes foi feita com o programa MEGA v.4.1.

Potencial reprodutivo da linhagem LPP30

O processo de multiplicagcdo dos nematoides foi estabelecido para se
determinar, qual a producédo de juvenis por lagarta de G. mellonella. Um grupo de
30 lagartas vivas de 6° instar foi selecionado com peso variando entre 0.356 a
0,396 gramas/lagartas. Seguindo metodologia de WHITE (1927), o grupo de
lagartas foi distribuido em uma placa de Petri forrada na parte inferior com papel
filtro. Juntamente com as lagartas foi distribuida uma suspensdo de 2 mL
contendo 1000 juvenis de nematoides LPP30. A placa foi mantida em camara
climatizada a 26°C e umidade relativa de 80% pelo periodo de 10 dias. No 11°
dia, foram observadas as lagartas que apresentavam sinais de infeccdo e do
grupo foram selecionandas 15 lagartas.

Paralelamente foi montada 15 armadilhas, confeccionadas com placas de
5 cm de diametro, contendo no seu interior um anel de PVC, e uma fita de papel
filtro de 5 x 1 cm dispostas no fundo. Em cada armadilha, foi colocada uma
lagarta sobre o papel e na parte inferior de cada um foram depositados 10 mL de
agua destilada. Para se obter os valores proliferos diarios da linhagem LPP30 e o

seu valor total, foram feitas cinco coletas com intervalos de 48 horas.



41

Utilizando uma pipeta para cada coleta, os 10 mL de suspensao contendo
os juvenis, foram armazenados em garrafas de cultura de células de 50 mL de
capacidade. A cada dia de coleta mais 10 ml de agua era adicionado, e apés a 5°
e ultima coleta, as suspensdes foram colocadas em um Becker com agito de uma
bailarina, e cinco micro-aliquotas de 0.01 mL foram obtidas e depositadas em
uma lamina de vidro e observada em uma lupa com aumento de 20 vezes.

O numero de nematoides obtidos, nessa aliquota foi entdo multiplicado
por 10, e posteriormente por 10 novamente. Desta forma obtinha-se o valor total
de cada dia de coleta. Apés a avaliacdo de todas as amostras foi estabelecido a
média de producao diaria e o valor de producao final.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise filogenética permite visualizar a relacdo filogenética entre o
nematoide LPP30 e 13 espécies do género Heterorhabditis. A sequéncia do
nematéide Steinernema carpocapsae Weiser foi usada como “outgroup” na
analise filogenética, possibilitando observar que o nematoide LPP30 se agrupa
com Heterorhabditis indica Poinar N-MD10 formando um ramo com um valor de
probabilidade posterior (PP) igual a 100 % e ao mesmo tempo é possivel observar
que o “outgroup” utilizado, margeia a analise filogenética, com tudo se distingue

significativamente do clado onde se encontra o género Heterorhabditis (Figura-1).
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Figura 1. Arvore filogenética resultante do alinhamento do fragmento
amplificado rDNA entre estirpes de varias espécies do nematoide do género
Heteorhabdtis, baseada em analise Bayesian. A barra indica a distancia de 0,05

substituicdes por sitio.

Assim como a caracterizagcdo molecular da linhagem LPP30 uma
pesquisa sobre nematdides entomopatogénicos no Vietna produziu um grupo com
varios isolados das quais trés novas espécies foram descritas por PHAN et al.
(2001). Em pesquisa realizada pelos mesmos autores, foi identificada uma nova
espécie de Heterorhabditis, que foi trabalhada como sendo H. baujardi sp. A nova
espécie foi separada das outras espécies de Heterorhabditis por diferencas na
morfologia, morfometria e sequéncias ITS1 PHAN et al. (2001). Ao se utilizar a
regido 18S para o estudo comparativo com especies ja descritas e catalogadas no
GeneBank, foi possivel observar semelhanca de 100% com quatro especies

pertencentes ao género Heterohabditis (Tabela - 1).
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Tabela - 1 Contraste entre o fragmento 18S da linhagem LPP30, e acessos de

linhagens ja identificadas como Heterorhabditis indica disponiveis no Genbank.

N® acesso Nome da linhagem e fragmento usado Maximo score  Probabilidade maxima
HQ225902. 1 Heterorhabditis indica -NMID-10 1498 100 %
GQ497737.1 Heterorhabditis indica - 95 1498 100 %
GQ497736. 1 Heterorhabditis indica -92 1498 100 %
GQ497735.1 Heterorhabditis indica -41.1 1498 100 %
HQ225903. 1 Heterorhabditis indica -N-GPS09 1493 99%
HQ225858. 1 Heterorhabditis indica -N-MP11 1493 99%
GQ497734.1 Heterorhabditis indica -181-3 1493 99%
GU130179.1 Heterorhabditis indica,-21-1 1493 99%
EU363041. 1, Heterorhabditis indica,-SPMMT 1493 99%
FJ152545 1 Heterorhabditis indica -SPS 2009 1493 99%
FJ935792. 1, Heterorhabditis indica,-H02 1485 99%
AY321483. 1 Heterorhabhditis indica -L Q2003 1485 99%
GQ477939.1 Heterorhabditis indica -N-MP17 1482 99%
AY321483. 1 Heterorhabditis indica -CHEN-21 1482 99%

Depois de estudar sequéncias ITS1 (ADAMS et al., 1998) concluiram que
a divergéncia entre espécies apresentou uma alta semelhanca, e que apenas o
estudo molecular ndo era suficiente para a diferenciagdo entre as mesmas,
sendo, pois necessario que a diferenciacdo fossem feitas com base em critérios
morfologicos e bioldgicos.

Com base no trabalho de STOCK (1997) que estudou o grau elevado de
ITS1 e falta de caracteres isomoérfico, ADAMS et al. (1998) sugeriram que H.
indica pode ser coespecifico com H. hawaiiensis Gardner e H. bacteriophora
Poinar Jr coespecifico com H. argentinensis Stok. Ambos os estudos néo
revelaram diferencas em fragmentos de DNA estudados, o que leva a crer que
apesar dos excelentes resultados obtidos por técnicas moleculares, ainda é
extremamente importante que se use dados morfologicos para que se faca uma
projecdo segura da identificagcdo do organismo em questdo, mostram isonomia
entre a linhagem LPP30 e outras linhagens estudadas da espécie Heterorhabditis
indica (Tabelas 2, 3, 4).



Tabela 2. Dados morfométricos dos juvenis infectantes da linhagem LPP30

comparadas a diferentes isolados de Heterorhabditis indica identificados por
POINAR (1992) e PHAN, (2003).
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Caracteres Linhagem  H. indica H. H. indica H.indica  H. indica H. indica H. indica H.indica  H. indica H.indica H.indica
LPP30 BB9 H.CP6 H.CP8 H.CP16 H.HS5 H. MP11 H. MP16 H. NT3 H.TN48  Poinar gt
al., 1992
n 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
L 573+10 58320 558428 575+21 566417 595+19 590+19 602+15 593+ 56355 528+26
(556-589) (547-643) (490-614) (538-619) (511-600) (557-626) 550-624() (578-636) (542-638) (348-622)  (479-573)
Maior didmetro 211064 21+0.9 19409 20107 2041 2040.7 2041 20408 21405 20108 2046
(20-22) (20-23) (18-22) (18-21) (17-22) (19-22) (17-21) (19-22) (20-22) (18-21) (19-22)
Comprimento 97+3.42 99+4.9 9645.6 9845.9 96£3.5 101437 98+3.9 100447 100+4.6 9946.9 10146
da cauda (91-102) (90-109) (86-103) (87-109) (90-102) (94-107) (91+106) (87-109) (90-108) (68-112) (93-109)
Diametro do 13£0.47 13104 1340.8 13£0.7 13£0.7 13£0.7 13£0.6 14+0.9 140.5 13£0.6 Nfa
corpo na altura (13-12) (12.5-14) (11-14) (11-14) (11-14) (12-15) (12-14) (11-16) 13-14() (11-14)
do anus
Dist. Entre 82+3.26 82+2.4 82434 87+6.1 81£3.7 85+4.1 85¢3.2 85+3.7 83+2.4 8345 8244
extremidade (87-78) (79-79) (75-91) (78-100) (74-95) (79-99) (80-91) (77-95) (79-87) (75-89) (72-85)
anterior ao anel
nervoso
Dist. entre. 98+2 67 9724 9543.5 100+4.8 9748 9945.0 99434 10244.3 95+2.8 964 6 ®|L7
extremidade (93-103) (92-104) (90-105) (92-110) (86-110) (92-118) (91-106) (92-111) (91-103) (88-103) (88-107)
anterior para
poro excretar
Dist. entre 116+2.21 117431 12424 115£2.2 1224 17445 118+2.8 19444 118432 117454 11743
extremidade (113-120) (111-125) (108-117) (111-119) (108-116) (99-123) (113-124) (122-128) (111-124) (108-124)  (109-123)

anterior para
base da faringe

Tabela 3. Dados morfométricos das fémeas hermafroditas e anfimiticas da
linhagem LPP30 comparadas a diferentes isolados de Heterorhabditis indica
identificados por PHAN, (2003) e POINAR (1992).

Caracteres Linhagem pp30 H. indica (Poinar gt al.1992 H. indica Bong, Cucphuong, Ninhbinh
PHAN 2003
N 25 Fémeas Fémeas anfimiticas Fémeas Fémeas anfimiticas Fémeas Fémeas anfimiticas
Hermafroditas Hermafroditas Hermafroditas
L 3160 1765,6 2,700 1600 3647 1988
(3500-2546) (1887-1600) (2.300-3.100) (1200-1800) (3105-4680) (1710-2385)
Maior diametro 127 105 132 95 225 141
(146-106) (119-79) (107-145) (76-113) (195-315) (120-165)
Distancia entre a 111 102 115 92 114 90
extremidade (128-99) (121-87) (104-123) (88-96) (92-131) (75-101)
anterior e o anel
nervoso
Distancia entre a 172 "7 173 127 163 121
extremidade (187-164) (141-99) (163-187) (118-138) (119-197) (105-136)
anterior e o poro
excretor
Distancia entre a 185 130 172 131 183 139
extremidade (198-169) (136-123) (163-179) (120-139) (153-210) (126-152)
anterior para a base
do eséfago
Comprimento da 106 T4 92 76 99 87
cauda (121-93) (B5-65) (72-110) (66-88) (90-114) (77-110)
Didmetro do corpo 46 K| 44 26 49 32
no anus (52-38) (36-24) (38-51) (22-32) (42-66) (27-36)

Por outro lado, HOMINICK et al, (1997) atribuiram também importancia
aos caracteres morfolégicos observados das fémeas, uma vez que as
hermafroditas e as anfimiticas apesar de apresentarem variagbes muito
significativas em tamanho e largura do corpo, apresentam particularidades como
tamanho e largura do ovo no corpo, posicdo da vulva, tamanho da cauda e as
distancias entre a cabeca e o poro excretor, e entre a cabeca e a base do

esOfago, sdo também importantes para avaliagdo taxondémica (Tabela 3).
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Tabela 4. Dados morfométricos de machos de LPP30 comparados a diferentes
isolados de Heterorhabditis indica identificados por PHAN, (2003) e POINAR

Caractéres Linhagem H. indica H. indica H. indica H. indica H. indica H.indica H.indica H.indica H. indica H.
LPP30 H. BBY H.CP6 H.CP8 H.CP16 H.HS5 H.MP11  H. MP16 H. NT3 H.TN48 indica
Poinar
N 25 15 15 15 15 15 15 15 15 15 12
Comprimento 766+59 623459 75338 786+44 733+48 85657 706+45 974451 815444 689+81 T21+64
L (638-841) {550-715) (708-847) (703-838) (638-823) (761-936) (631 {929- 727 (506-818) (573
818) 1046) 895) 768)
Diametro do corpo 4442 45+£3 462 46+3 3643 46+3 3343 473 5846 49+4 4247
(41-47) (38-48) (43-50) (38-50) (34-41) (38-50) (46+58) (38-53) (53-79) (49-4) (35-46)
Didmetro na altura 20+ 2442 2041 2642 20+2 2041 181 1741 2041 2441 2311
do.anus (21-23) (24-27) (18-22) (23-30) (18-22) (18-23) (16-21) (15-19) (18-22) (21-29) (19-24)
Distancia da cabeca 8544 8946 90+4 9216 665 7945 865 6945 9244 7145 12347
ao poro excretor (82-90) (80-103) (83-97) (60-100) (58-77) (70-88) (76-93) (64-72) (84-97) (63-78) [109-
138)
Distancia da cabeca 97427 1013 9843 109+4 9443 9546 9443 9943 102+3 9546 10144
e a base da faringe (93-102) (97-100) (93-101) (101-114) 91-101) (86-103) (89-99) (94-101) 97-107) (85-6) (93-
109)
Comprimento da 3041 3043 3143 3243 3142 2843 3143 3041 3242 3445 28+2
cauda (28-31) (25-34) (26-34) (25-42) (27-35) (25-33) (27-40) (29-32) (30-35) (27-1) (24-32)
Reflexo do testiculo 8547 T0+2 99411 72413 82410 8249 123114 9349 97413 91126
- (72-99) {60-80) 70-117) [45-89) {57-95) [70-99) {108 79-11) 77-117) (35-
144) 144)
Tamanho de 3643 3643 38+3 35+2 3842 37+3 4043 4342 3943 4343
espiculas - (30-40) (27-39) (3343) (32-38) (35-42) (32-44) (36-42) (38-43) (39-44) (35-48)
Largura de espiculas
Largura de
gubermnaculum - - - - - - - - - - -
Tamanho do 1942 1941 1942 1842 1842 162 1743 21+ 2042 2113
guberndculum - (16-22) (17-21) (19-23) (16-22) (16-21) (16-21) (13-19) (19-23) (17-24) (18-22)

ApOs andlise das variaveis morfométricas da linhagem LPP30, ficou evidenciado
gue as medidas obtidas apresentam similaridade com o trabalho de PHAN (2003),
gue avaliou nove linhagens e concluiu através de morfometria e analise molecular
como sendo do grupo indica. STOCK e KAYA (1996) sugeriram que tanto o
comprimento do corpo e comprimento da cauda dos juvenis é importante na
discriminacao de espécies.

Por outro lado STOCK e KAYA (1996) acenam para a importancia do
tamanho dos testiculos do macho, largura do corpo, comprimento do esb6fago e
comprimento total que servem como parametros para a avaliagdo morfolégica. No
presente trabalho as medidas mostraram ser semelhantes e com variacdes dentro
do esperado, no entanto assim como no trabalho de PHAN et al (2003), as
medidas apresentam variacbes em relacdo a outras espécies ja identificadas.
Esse fator pode estar relacionado ao ambiente e a posi¢cado geografica de origem
da linhagem LPP30.

O estudo da morfologia do gubernaculo nos machos é um carater que tem
demonstrado consistencia, devido a sua fidelidade morfolégica ao longo do
tempo, dando sustentacdo e embasamento as descricbes de algumas das
espécies que atualmente sdo estudadas tais como H. baujardi, H. amazonensis,

H. mexicana, Nguyen H. floridensis Nguyen e H. indica. (DOLINSKI, et al., 2008).
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No entanto, esse tipo de estudo ainda carece de investigagcao mais detalhada em
outras espécies descritas visando uniformizar as informacdes morfolégicas de
cada uma.

A identificacdo da bactéria foi realizada para confirmar sua inclusdo no
género Photorhabdus, uma vez que em testes preliminares foi comprovada
emissao de fluorecéncia de isolados da bactéria. Um Unico par de primers, 16S-
For/-Rev, foi suficiente para amplificar o 16S rDNA da bactéria do isolado LPP30,
produzindo um filamento de 1.5 Kbp. Com o sequenciamento e o alinhamento dos
fragmentos obteveram-se uma sequéncia de 1,499 pb. Apdés o alinhamento
representativo das estirpes de comparacao, pdde-se observar que a bactéria
simbonte da linhagem LPP30 e econtra-se entre as estirpes das espécies e
subespécies do género Photorhabdus (Figura 2).

A (Figura-1), mostra ainda a relagao entre o isolado originado da linhagem
LPP30 e 14 estirpes de bactéria de Photorhabdus luminescens Akhurstii. A estirpe
de bactéria de Photorhabdus lluminescens laumondi foi usada como “outgroup”.
Das 14 estripes o isolado LPP30 apresenta um valor de PP de 85 com a estirpe
EG2 (AY278644), sendo a segunda estirpe mais proxima a IND (AY278643) com
um valor de PP de 99. Desta forma o isolado de bactéria aqui estudado
corresponde provavelmente a espécie Photorhabdus luminescens akhurstii.

A relacao filogenética entre a bactéria simbionte do nemas da linhagem
LPP30 e trés espécies do género Photorhabdus estdo representadas por nove
subespécies. (Figura 3). A espécie Xenorhbadus nematophila Poinar, foi usada
como “outgroup” para a analise filogenética. O isolado de bactérias da llinhagem
LPP30 se encontra no cluster formado por estirpes de Photorhabdus luminescens
Akhurstii, tendo uma probabilidade posterior (PP) de 100 com a estirpe IND
(AY278643).
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P. luminescens laumondii HP88 AY 278648
1nn [ P. luminescens akhurstii IS5 AY278645
P. luminescens akhurstii Z76745

P. luminescens akhurstii W14 AY278642

5o [ P. luminescens akhurstii 0813 124 DQ223040
P. luminescens akhurstii 0813 124 EU523382

AR a2 a5 [— P. luminescens akhurstii EG2 AY278644

a7 a9 Lpp 30

P. luminescens akhurstii IND AY278643

3 agq
—— P. luminescens akhurstii Ln2 AB355866

ag P. luminescens akhurstii FRG04 NR028869

I— P. luminescens akhurstii 0805 P5G EU301784

—— P. luminescens akhurstii G AY822035

— P. luminescens akhurstii R AY822034

—— P. luminescens akhurstii 1007 2 EF408911

P. luminescens akhurstii W0820 11 EF408910

Figura 2. Arvore filogenética do alinhamento do 16S rDNA entre estirpes de varias
subespécies de bactérias do género Photorhabdus, baseada em analise
Bayesian. A bactéria do isolado LPP30 encontra-se no cluster compreendido

pelas estirpes EG2 e IND. A barra indica a distancia de 0,1 substituicdes por sitio.

X nematophila PL31 AY521242

P. asymbiotica asymbiotica ATCC43949 Z76752
100
4EP. asymbiotica asymbiotica ATCC43951 Z76754
P. asymbiotica asymbiotica ATCC43950 Z76755

P. luminescens luminescens HmM AY278641
P. luminescens luminescens ATCC29999 AY 870658

100
P. luminescens luminescens Hb AY278640

81 — P. temperata Megl AY 278655
100 ? P. temperata NC19 AY278657
P. temperata P7 AY278666

97 100 100 - P. temperata temperata XINach AJO07405
P. temperata temperata H4 AY 278654

89 L p. temperata temperata K122 AY278651

74

P. asymbiotica australis 9800946 AY 217761

L P. asymbiotica australis 9802892 AY 280572
100
P. asymbiotica australis MB AY 280573

100 — P. luminescens laumondii HP88 AY 278648
4‘“':': luminescens laumondii TTO1 AJO07404
P. luminescens laumondii Brecon AY278647
P. luminescens kayaii 1121 AJ560630
4E:. luminescens kayaii 3209 GUO8B0061
L b, uminescens kayaii FR33 EU930333

P. luminescens akhurstii IND AY278643

67

62

72

Lpp 30
P. luminescens akhurstii FRG04 AJ007359
P. luminescens akhurstii IS5 AY278645

P. temperata thracensis 39 8 NR029012
4{!’ temperata thracensis Az29 AY 278668
%L & temperata thracensis FR32 EU930335
87 [ P. temperata cinerea 3014 EU136625
L P. temperata cinerea 3107 EU136626
100 L b temperata cinerea JUN AY 278670

Figura 3. Arvore filogenética resultante do alinhamento do 16S rDNA, entre
estirpes de varias espécies e subespécies de bactérias do género Photorhabdus,
baseada em analise Bayesian. A bactéria do isolado LPP30 encontra-se no

“cluster” compreendido por Photorhabdus luminescens akhurstii.



49

Para o estudo de identificagcdo da linhagem LPP30, ficou evidente a
necessidade de se utilizar as técnicas moleculares e morfologicas, uma vez que a
regido do genoma estudada depende grandemente do género do nematoide em
questao, fator que pode direcionar a identificacdo para falsos resultados. LEE
(2004) relata a necessidade de integracdo entre a taxonomia classica envolvendo
medidas morfométricas, e técnicas avancadas de diagnose. Em conclusao, as
técnicas moleculares ndo devem ser consideradas de maneira isolada, como
propés TAUTZ et al. (2003), mas como ferramenta de auxilio para a segura e

correta identificacdo da espécie.

Progénie

Quando se estudou a capacidade produtiva da linhagem LPP30 foram
obtidos valores diarios e acumulados, demonstrando que a migracdo dos juvenis
da parte interna para a parte externa da lagarta de G. mellonella teve inicio no 11°
dia e se estende até o 21° dia. O primeiro, segundo e terceiro dia de coleta
apresentou maiores produtividades de juvenis. Pode-se concluir que devido ao
alto numero de individuos dentro do hospedeiro e a provavel escassez de
alimento induz ao Jls a migrarem para a parte externa do hospedeiro em busca

de alimento (Tabela 5).

Tabela 5 Produtividade de juvenis infectante (JIs) diaria e total de Heterorhabditis
indica linhagem LPP30 em lagarta de Galleria mellonella etapas um e dois.

Etapa 1 Etapa 2
Coleta Producao Coleta Producao
1 202.303 1 190.230
2 645.000 2 690.320
3 366.254 3 390.212
4 29.242 4 25.245
5 421 5 653

Total 1.243,30 Total 1.296.660
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Observando a capacidade produtiva de Heterorhabditis baujardi
DOLINSKI (2007) encontrou producdes variando entre 100 e 150 mil juvenis
infectantes por larva de G. mellonella, os quais sao inferiores ao apresentado, no
entanto ainda que o género de nematoides estudados sejam 0S mesmos, as
espécies sao distintas e as diferencas em termos produtivos podem estar
relacionadas a diferencas na metodologia.

Avaliando a producdo de juvenis infectantes de trés linhagens de
nematoides entomopatogénicos do género Steinernema em larvas de Galleria
mellonella, ACEVEDO et al (2005) encontraram producdes variando entre 27.000
e 37.000 mil juvenis durante um ciclo de 19 dias. J4 a linhagem LPP30,
apresentou um ciclo produtivo maior com 21 dias e a producédo de juvenis foi
superior quando se comparou com a producéo total.

A discrepancia em termos produtivos pode estar relacionada ao ciclo
biolégico de ambos os géneros, pois 0 género Steinernema ja na primeira
geracdo produz fémeas anfimiticas que dao origem aos juvenis, e por serem
pequenas produzem menores quantidades, ao passo que no género
Heterorhabditis a primeira geracdo da origem a fémeas hermafroditas que
chegam ao dobro de tamanho das fémeas anfimiticas e por iSSO possuem uma
capacidade produtiva superior, EHLERS, (2001).

MOLINA & LOPEZ (2002) testaram a capacidade produtiva de
Steinernema carpocapsae em Bombyx mori L., Galleria mellonella, Spodoptera
frungiperda Lepidoptera Pyralidae e Tenebrio molitor e, concluiram que uma
producdo maxima diaria esta relacionada com o tipo de hospedeiro obtendo uma
producdo maxima de 149.212 em trés dias de coleta usando lagartas de G.
mellonella.

De uma maneira geral G. mellonella tem sido adotada como modelo,
guando o assunto é multiplicacdo in vivo e esta informacdo pode ser explicada
pelo alto volume lipidico disposto na composi¢do desta lagarta, que serve para
alimentacdo e reserva dos juvenis infectantes provenientes das mesmas.
GLAZER (2002) em outra pesquisa, ADAMS & NGUYEN (2002) afirmam que a
producdo de Jis € dependente de forma direta apenas do tamanho do corpo do
hospedeiro, ja que insetos hospedeiros de tamanhos maiores permitem um maior

namero de geracdes tendo em vista a disponibilidade de alimento. Por outro lado
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MOLINA et al (2004) demonstraram que ndo s6é o tamanho mas também as

espécies de nematoides entomopatogénicos afetam a producao de Jls.

CONCLUSOES

1- A linhagem de nematoides entomopatogénico LPP30 pertence a
Espécie Heterorhabditis

2- A Dbactéria simbionte desse nematoide pertence ao género
Photorhabdus com indicativo de ser subespécie Akhurstii

3- A producao de Jis foi expresiva, quando multiplicado em lagartas de

G. mellonella



52

REFERECIAS BIBLIOGRAFICAS

ACEVEDO, J. P. M., MOINO JR., A.,, CAVALCANTI, R. S., DOLINSKI, C.,
CARVALHO, F.A. (2005) Amostragem e avaliacao de técnicas para isolamento de
nematodides entomopatogénicos nativos obtidos em Lavras, Minas Gerais.
Nematologia Brasileira, 29: 17-23.

ADAMS, B. J.,, FODOR, A., KOPPENHOFER, H. S., STACKEBRANDT, E.,
STOCK, S.P., KLEIN, M.G. (2006) Biodiversity and systematics of nematode-
bacterium entomopathogens. Biological Control, 37:32-49.

ADAMS, B. J. BURNELL, A. M., POWERS, T.O. (1998) A phylogenetic analysis of
Heterorhabditis (Nemata: Rhabditidae) based on Internal Transcribed Spacer 1

DNA sequence data. Journal of Nematology, 30: 22-39.

ALTSCHUL, S. F, GISH, W., MILLER, W., MYERS, E. W., LIPMAN, D. J.
(1990) Basic local alignment search tool. Journal of Molecular Biology, 215: 403-
410.



53

ALVAREZ 1., WENDEL J. F. (2003) Ribosomal ITS sequences and plant
phylogenetic inference. Molecular Phylogenetic end Evolution, 29: 417-434.

ANDALO, V., NGUYEN, K. B., ALCIDES, M. (2006) Heterorhabditis amazonensis
n. sp. (Rhabditida: Heterorhabditidae) from Amazonas, Brazil. Nematology, 8: 853-
867.

BABIC, I., FISCHER, L. E., SAUX, M., GIRAUD, E., BOEMARE, N. E. (2000)
Occurrence of natural dixenic associations between the symbiont Photorhabdus
luminescens and bacteria related to Ochrobactrum spp. In: Tropical
entomopathogenic Heterorhabditis spp. (Nematoda, Rhabditida). Microbiology,
146: 709-718.

BEDDING, R. A., AKHURST, R. J. (1975) A simple technique for the determination
of insect parasitic Rhabditid nematodes in soil. Nematologica, 21: 109-110.

BENSON, D. A., KARSCH-MIZRACHI, I., LIPMAN, D. J., OSTELL, J., WHEELER,
D. L. (2008)"GenBank" Nucleic Acids search 36 (Database): D25-
D30. doi:10.1093/nar/gkm929. PMC 2238942. PMID 18073190.

CARDOSO D. O. (2011) Revisdo taxonbmica dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis (Rhabditida) a partir de 2005. Monografia de concluséo de curso.
Campos dos Goytacazes — RJ, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro - UENF, 63p.

DOLINSKI, C. M., DEL VALLE, E. E., BURLA, R. S., MACHADO, I. R. (2007)
Biological traits of two native brazilian entomopathogenic nematodes
(Heterorhabditidae: Rhabditida). Nematologia Brasileira, 31:180-185.

DOLINSKI, C., KAMITANI, F. L., MACHADO, I|. R.,, WINTER, C.E. (2008)
Molecular and morphological characterization of heterorhabditid
entomopathogenic nematodes from the tropical rainforest in Brazil. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, 103: 150-159.


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2238942
http://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
http://dx.doi.org/10.1093%2Fnar%2Fgkm929
http://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Central
http://www.pubmedcentral.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2238942
http://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18073190

54

EMELIANOFF, V. L. E., BRUN, N., PAGES, S., STOCK, S. P., TAILLIEZ, P. (2008)
Isolation and identification of entomopathogenic nematodes and their symbiotic
bacteria from Herault and Gard (Southern France). Journal of Invertebrate
Pathology, 98: 211-217.

FABRE, J. V., JULIEN, J., PARISOT, D., DRON, M. (1995) Analysis of diverse
isolates  of Colletotrichum lindemuthianum infecting common bean using

molecular markers. Mycological Research Cambridge, 99: 429-435.

FALEIRO, F. G., RAGAGNIN, V. A., MESQUITA, A. G. G., VINHADELLI, W. S.,
PAULA JUNIOR, T. J., MOREIRA, M. A., BARROS, E. G. (1998) Genetic diversity
of isolates of Uromyces appendiculatus with the aid of RAPD molecular markers.
Fitopatologia Brasileira, 23: 386-390.

FISCHER-LE SAUX, M., VIALLARD, V., BRUNEL, B., NORMAND, P., BOEMARE,
N. (1999) Polyphasic classification of the genus Photorhabdus and proposal of
new taxa: P. luminescns subsp. Luminescens subsp. nov., P. Luminescens subsp.
Akhurstii subsp. nov., P. luminescens subsp. laumondii subsp. nov., P. temperate
sp. nov., P. temperata subsp. temperata subsp. nov. and P. asymbiotica sp. nov. Int
J Syst Bacteriol, 49: 1645-1656.

GRAUR, D., LI, W. H. (2001) Fundamentals of molecular evolution. 2. ed.
Sunderland, MA, USA: Sinauer Associates Inc, 496 p.

GLAZER, I. (2002) Survival Biology. In: GAUGLER, R. (Ed.). Entomopathogenic
Nematology. New Jersey: Rutgers University, p. 169-187.

HOMINICK, W. M., BRISCOE, B. R., DEL-PINO, F. G., HENG, J., HUNT, D. J,,
KOZODOY, E., MRACt EK, Z., NGUYEN, K. B., REID, A. P., SPIRIDONOV, S.,
STOCK, P., STURHAN,D., WATURU, C., YOSHIDA, M. (1997) Biosystematics of
entomopathogenic nematodes: current status, protocols and definitions. Journal of
Helminthology, 71: 271-298.



55

KAYA, H. K., STOCK, S. P. (1997) Techniques in insect nematology. In: Lacey, L.
A. (Ed.) Manual of techniques in insect pathology. San Diego, London: Academic
Press, p. 281-324.

LEBUHN, M., ACHOUAK, W., SCHLOTER, M., BERGE, O., MEIER, H.,
BARAKAT, M., HARTMANN, A., HEULIN, T. (2000) Taxonomic characterization of
Ochrobactrum sp. isolates from soil samples and wheat roots, and description of
Ochrobactrum tritici sp. nov. and Ochrobactrum grignonense sp. nov. International

Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 50: 2207-2223.

LEE, M. S. Y. (2004) The molecularisation of taxonomy. Invertebrate Systematics,
18: 1-6.

TAUTZ, D., P. ARCTANDER, P., MINELLI, A., THOMAS, R. H., VOGLER, A. P.
(2003) A plea for DNA taxonomy. Trends in Ecology and Evolution, 18: 70-74.

MOINO JR, A., SOARES F. M., SILVA M. A. T., MERTZ, N. R. (2011)
Compatibilidade do nematéide entomopatogénico Heterorhabditis sp. JPM 4 com
produtos fitossanitarios visando controle de Quesada gigas (Hemiptera:
cicadidae). Anais do Simpdésio de Controle Bioldgico,126, Lavras-MG .

MOLINA, A. J. P., LOPEZ, N.J.C. (2002) Produccion in vivo de trés
entomonematodos con dos sistemas de infeccion en dos hospedantes . Revista
Colombiana Entomolégica, 27: 73-78.

MOLINA, J. P. A, A. MOINO Jr, R. S., CAVALCANTI. (2004) Produgéo in vivo de
nematodides entomopatogénicos em diferentes insetos hospedeiros. Arquivos do
Instituto Biologico, 71: 347-354.

OZER, N., UNLU, I. O. (2003) Evaluation of the reproductive potential and
competiti on between two entomopathogenic nematodes, Steinernema feltiae
Filipjev, 1934 (Rhabditida: Steinernematidae) and Heterorhabditis bacteriophora,
Poinar, 1976 (Rhabditida: Heterorhabditidae). Turkey Journal Biology, 27: 149-
155.



56

PEREIRA, C. (1927) Rhabditis hambletoni n.sp. nema aparentemente
semiparasito da broca do algodoeiro (Gasterocercodes brasiliensis). Arquivos do
Instituto Bioldgico, 8: 215- 230.

PHAN L. K., SUBBOTIN S.A., NGUYEN C. N., MOENS M. (2003) Heterorhabditis
baujardi sp. n. (Rhabditida: Heterorhabditidae) from Vietnam with morphometric

data for H. indica populations. Nematology, 5: 367-382. p. 13

PHAN, Q. S., HA, M. T.,, HOANG, T. T., T RAN, K. L., MINH, T.D., HONG, T., BAU,
L.N., CHAT, N.T., T UAT, N.V,, VIEN, N.V,, VAN, N.V. (2001). Survey and research
yellow symptom disease and control on coffee in Dak Lak. Viethamese Ministry of

Environment and T echnology.

POINAR, G.O., KARUNAKAR, G.K., DAVID, H. (1992) Heterorhabditis indicus n.
sp. (Rhabditida: Nematoda) from India: separation of Heterorhabditis spp. by
infective juveniles. Fundamental and Applied Nematology, 15: 467-472.

POSADA, D., CRANDALL, K.A. (1998) Modeltest: testing the model of DNA
substitution. Bioinformatics, 14: 817-818.

POWERS, T. O., TODD, T. C., BURNELL, A. M., MURRAY, P. C. B., FLEMING,
C.C., SZALANSKI, A.L. ADAMS, B.A., HARRIS, T.S. (1997) The rDNA internal
transcribed spacer region as a taxonomic marker for nematodes. Journal of
Nematology, 29: 441- 450.

RONQUIST, F. (2003). Parsimony analysis of coevolving species associations., In:
(RDM Page, ed.). Tangled trees: Phylogeny, cospeciation, and coevolution

University of Chicago Press, Chicago. p. 22-64.

SEINHORST, J. W. (1959) A rapid method for the transference of nematodes from
fixative to anhydrous glycerin. Nematologica, 4:117-128.



57

STOCK, S. P., KAYA, H. K. (1996) A multivariate analysis of morphometric
characters of Heterorhabditis species (Nemata: Heterorhabditidae) and the role of
morphometrics in the taxonomy of species of the genus. Journal of Parasitology,
82: 806-813.

STOCK, S. P. (1997) Heterorhabditis hepialius Stock, Strong & Gardner, 1996 a
junior synonym of H. marelatus Liu & Berry, 1996 (Rhabditida: Heterorhabditidae)
with a redescription of the species. Nematologica, 43: 455-463.

TAMURA, K. DUDLEY, J., NEI, M., KUMAR, S. (2007) MEGA 4: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology

and Evolution, 24:1596-1599.

TAVARES, F. M. (2010) Formulacdo de nematdides entomopatogénicos e

fomento ao uso desses agentes para o controle biolégico de pragas. Pesquisa

Inovativa na Pequena e Micro Empresa - PIPEhttp://www.bv.fapesp.br/pt/projetos-

pipe/5770/formulacao-nematoides-entomopatogenicos-fomento-uso/.

THOMPSON, J. D., HIGGINS, D. G., GIBSON T. J. (1994) CLUSTAL W:
improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through
sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice.
Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680.

WHITE, G. F. (1927) A method for obtaining infective nematode larvae from
cultures. Science, 66: 302-303.


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774534U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774534U4
http://www.bv.fapesp.br/pt/projetos-pipe/5770/formulacao-nematoides-entomopatogenicos-fomento-uso/
http://www.bv.fapesp.br/pt/projetos-pipe/5770/formulacao-nematoides-entomopatogenicos-fomento-uso/

58

INFLUENCIA DE CONCENTRACOES, TEMPERATURAS E TEMPOS DE
EXPOSICAO DE Heterorhabditis indica LPP30 NA MORTALIDADE DE
LARVAS DO GORGULHO DA GOIABA

RESUMO

O gorgulho da goiaba, Conotrachelus pisidii, € uma das principais pragas
da goiaba, e nematoides entomopatogénicos vém sendo utilizados com sucesso
em seu controle. Apesar de alcancar altos indices de controle, existe a
necessidade de se buscar linhagens mais adaptadas e mais patogénicas.
Heterorhabditis indica LPP30 foi isolado de um goiabal e nesse trabalho seu
potencial como controladora de larvas do gorgulho foi testado. No primeiro
experimento foi avaliada a eficiéncia de juvenis infectantes (JIs) sob diferentes
temperaturas (16°C, 20°C, 24°C, 28°C e 32°C) em unidades experimentais
formadas por tubos tipo Eppendorfs contendo trés larvas do gorgulho cada. Na
menor temperatura testada (16°C) a mortalidade das larvas foi de 10%. Por outro
lado nas temperaturas entre 20°C e 32°C foi possivel observar as maiores
mortalidades variando entre 50% e 100%. A eficiéncia dos juvenis infectantes em
diferentes doses (0, 10, 100, 200, 450, 650, 850 e 1000 Jis/mL) sendo observado
gue existe uma correlacdo positiva entre a mortalidade e a dose de juvenis, com a
mortalidade variando de 12% com 100 Jis a 100% usando 1000 Jls/unidade
experimental. Ao se estudar a influéncia de diferentes tempos de exposi¢ao (1,
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12, 24, 48, 60 e 72 horas) dos juvenis infectantes também em unidades
experimentais, observou-se uma mortalidade crescente entre 0 menor tempo e 0

maior tempo com pico de mortalidade de 100% em 72 horas de exposicao.

Palavras-chave: controle, Conotrachelus psidii, nematoides entomopatogénicos.

INFLUENCE OF DIFFERENT DOSES, TEMPERATURES, AND TIME
EXPOSURE OF Heterorhabditis indica LPP30 IN THE MORTALITY OF
GUAVA WEEVIL LARVAE

ABSTRACT

The Conotrachelus pisidii weevil is a pest of guava, and can cause losses
of 100% in a season. The entomopathogenic nematodes have been used
successfully in your control. While achieving high levels of control, there is a need
to seek ever more pathogenic strains. Indicates LPP30 Heterorhabditis was
isolated in this study and its potential as a driver of beetle larvae was tested. In the
first experiment was to evaluate the efficiency of infective juveniles (1Js) at
different temperatures (16 ° C, 20 ° C, 24 ° C, 28 ° C and 32 ° C) with
experimental units formed by three tubes containing eppendorfs weevil larvae
each. The lower temperatures tested (16 ° C) larvae mortality was 10%. Moreover,
at temperatures between 20 ° C and 32 ° C was observed the higher mortality
ranging from 50% to 100%. The efficiency of infective juveniles at different
concentrations (0, 10, 100, 200, 450, 650, 850 and 1000 IJs / ml) and also a
correlation between mortality and amount of juveniles, mortality ranging from 1Js
12% 100 to 100% using 1000 1Js / experimental unit. By studying the influence of
different exposure times (1, 12, 24, 48, 60 and 72 hours) with the maximum

mortality was 100% with time of 72 hours.

Keywords: control, Conotrachelus psidii, entomopathogenic nematodes.
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INTRODUGCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo. Em 2008 obteve
uma producao que superou 43 milhdes de toneladas, dados que representam 5%
da producdo mundial. Com esse saldo, o pais fica atrds apenas da China e da
india. Existe hoje um mercado externo potencialmente acessivel a fruticultura
brasileira de 28,3 milhdes de toneladas (IBRAF, 2010).

Dentre as frutas produzidas no Brasil tem-se a goiaba que é originaria das

7

Américas Central e do Sul e é caracteristicamente uma fruta tropical, porém
altamente adaptavel a varios tipos de clima. Além disso, € uma fruta que vem
conquistando o paladar das familias estrangeiras e brasileiras, por seu sabor
agradavel e suas propriedades nutritivas. E por esta razdo que se observa o
aumento no consumo interno e um crescimento das exportacdes nesta década
(FREITAS, 2010).

Uma das principais pragas da cultura da goiaba é o gorgulho-da-goiaba,
Conotrachelus psidii Marshall (Coleoptera: Curculionidae), e juntamente com as
mosca-das-frutas sédo capazes de devastar pomares de goiaba, afetando a
qualidade dos frutos e o rendimento da cultura. Em sua fase jovem C. psidii
danifica a polpa dos frutos, de onde migra para o solo se transformando em pupa

e posteriormente em adultos (BAILEZ et al., 2003).
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O controle dessa praga pode ser feito de maneira preventiva, ao primeiro
sinal de ataque, efetuando-se pulverizagcdes com inseticidas fosforados. Esse
controle € um dos métodos de controle do gorgulho. No entanto, apresenta sérios
efeitos sobre organismos néo alvos devido a contaminacgao da agua, aos residuos
encontrados em alimentos e ao desenvolvimento de resisténcia em insetos-praga
(BARBOSA e LIMA, 2010).

Os produtos biologicos tém sido desenvolvidos e empregados no Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Porém, a expansdo do uso dos bioinseticidas é
limitada por diversos fatores dentre eles: o desconhecimento da etiologia e
epizootiologia das pragas, a influéncia dos fatores ambientais na eficiéncia dos
entomopatdégenos, o maior conhecimento dos agentes de controle e em relacdo a
dificuldade de producdo, em escala comercial, a custos competitivos em
comparacao aos inseticidas quimicos em formulagbes comerciais (MOSCARDI,
2004).

Entre os varios métodos de controle existentes, o controle biolégico
utiizando nematoides entomopatogénicos (NEPs) tem apresentado bons
resultados no controle de varias pragas da agricultura. DUNCAN et al., 2003
testaram Steinernema riobrave no controle de Diaprepes abbreviatus; TOLEDO,
(2005) testou H. bacteriophora no controle de A. ludens; DOLINSKI et al., (2007)
testaram H. baujardi no controle de C. psidii; TAVARES (2010) testou Steinernema
carpocapsae no controle de Bradysia mabiusi. Esses hematoides sdo parasitas de
insetos associados a bactérias simbiontes que causam morte da praga
hospedeira por septicemia, no entanto, cada nematoide possui suas
particularidades que favorecem sua utilizacdo como controladores biolégicos
(KAYA & STOCK, 1997).

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de concentragdes, da
temperatura e tempo de exposicdo de juvenis infectantes de Heterorhabditis
indica LPP30 e a sua influéncia mortalidade de larvas do gorgulho-da-goiaba em

condicdes de laboratorio.
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MATERIAL E METODOS

Obtencgao e multiplicagéo de C. pisidii

Larvas de C. psidii no 4° instar foram retiradas de frutos provenientes de
pomares localizados em Cachoeiras de Macacu, RJ. Juvenis infectantes foram
multiplicados in vivo em lagarta de Galleria mellonella L. (Lepidéptera: Pyralidae),
criadas com a metodologia de LINDEGREN et al., (1993).

Teste com concentracdes de Jls

O experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com sete doses de Jls de H. indica LPP30: 10, 100, 200, 350,
650, 850 e 1000 e uma testemunha com dez repeti¢cdes cada. Tubos de ensaio de
3 cm de diametro por 8 cm de altura. Os tubos foram esterilizados e preenchidos
com 15 g de solo previamente autoclavado por 2 horas, seco em estufa a 100°C
por 24 horas posteriormente foram umedecidos a 40% com agua destilada. As
suspensdes com as concentracdes de JIs a serem testadas de JIs foram obtidas
utilizando-se o método volumétrico, onde eram depositadas 5 aliquotas com 10 pl

cada de uma suspensao contendo Jis em uma lamina de Peters. O numero de
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juvenis foi entdo contado e somado, utilizando lupa com aumento de 20 X. E na
suspensao inicial adicionou-se ou retirou-se agua, visando-se obter os volumes
nas concentracdes desejadas.

Os tubos foram distribuidos com a dose do respectivo tratamento em
bandejas de isopor com sustentacdo de aluminio. Trés larvas do gorgulho da
goiaba no 4° instar foram adicionadas a cada tubo. O controle seguiu 0s mesmos
parametros usados para 0os demais tratamentos, porém sem a adicao de Jis. Os
tubos foram entédo fechados com filme plastico e levados para camara climatizada
28°C com UR a 80%. (Figura 1). A avaliacdo da mortalidade das larvas do
gorgulho nos tratamentos foi realizada 16 dias apds o estabelecimento do
experimento, retirando-se os tubos e observando a mudanca de cor das larvas de
C. psidii, cuja coloracdo quando esta avermelhada, é indicativo de infeccdo por

nematoides do género heterorhabditis.
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Figura - 1. Esquema experimental para avaliacdo de diferentes concentracdes de
Jis de LPP30 na infectividade de larvas do gorgulho da goiaba Conotrachelus
psidii.
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Teste com temperatura

O experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com cinco temperaturas 16°C, 20°C, 24°C, 28°C e 32° com 10
repetices por tratamento. Cada unidade experimental foi constituida por 10 tubos
Eppendorf preenchidos com 1,5 g de solo proveniente do sitio Aeroporto no km 51
localizado no municipio de Campos dos Goytacazes-Rj. O solo foi previamente
autoclavado por 2 horas, seco em estufa por 24 horas e umedecido com agua
destilada a 40% na proporcéo 400 mL de agua para 1 kg de solo. Os Eppendorfs
foram distribuidos em fileiras de dez sobre folhas de isopor (2 cm de altura). Foi
adicionado em cada tubo duas larvas no 4° instar de C. psidii e 0,3 mL de uma
suspensao de agua destilada contendo 450 Jls de H. indica linhagem LPP30. Os
tubos foram mantidos em camaras previamente reguladas nas temperaturas dos
tratamentos e UR 80% com fotoperiodo de 12 horas.

Tr istribui
atamento distribuido Temperaturas testadas

32eC
28°CE o
L L]

— —

Q
ad ¥

—

Larvas Eppendorf com
solo umedecido

Larvas infectadas

Figura — 2. Esquema experimental para avaliagdo de diferentes temperaturas na
infectividade de larvas do gorgulho da goiaba Conotrachelus psidii por

Heterorhabditis indica.
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Teste com tempo de exposicéo

Esse experimento foi montado com sete tratamentos representados pelos
tempos de exposicdo das larvas de 4° instar de C. psidii a JIs de H. indica
linhagem LPP30 sendo eles: 1, 12, 24, 48, 60 e 72 horas. Cada tratamento foi
composto por 10 repeticdes, e cada unidade experimental foi constituida por trés
larvas de 4° instar de gorgulho as quais foram colocadas em tubos de ensaio de 3
cm de diametro por 8 cm de altura, previamente esterilizados e preenchidos com
15 g de solo coletado e preparado de forma idéntica ao descrito no item anterior.

O solo usado no experimento foi esterilizado em estufa a 100°C por 48
horas e posteriormente umedecido a 40% com agua destilada na proporcédo de
400 mL de agua destilada para um 1kg de solo. Aos tubos foram adicionados
suspensdes com 450 JiIs. Quando entdo foram fechados com filme plastico e
distribuidos em bandejas de aluminio forradas com isopor, quando
posteriormente, foram levados a camara climatizada regulada a 28°C e UR a
80%. ApoOs cada tempo de exposicdo, as larvas foram transferidas para tubos
estéreis e sem solo, porém identificados com o respectivo tratamento e
armazenada em BOD a 28°C. A mortalidade das larvas de C. psidii nos
tratamentos foi avaliada no 16° dia, retirando as larvas dos tubos e averiguando

se possuiam cor avermelhada homogénea e odor caracteristico.
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Figura - 3. Esquema experimental para avaliacdo de diferentes tempos de
exposicao na infectividade de larvas do gorgulho da goiaba Conotrachelus psidii

por Heterorhabditis indica.
Andlise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos no tempo um ano apls a
realizagdo do primeiro. Para cada variavel analisada, foram feitas analises de
variancia e desdobramento em regressao, utilizando o programa SISVAR (2008)

com probabilidade de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se fazer a andlise de variancia e de regresséo para avaliar a influéncia
de diferentes concentracdes de juvenis infectantes da linhagem LPP30, foi
possivel observar que esse fator teve efeito significativo e correlacdo positiva
entre as concentracdes de Jis e o percentual de mortalidade das larvas do
gorgulho apresentando F=124, 5290, gl=7 e p<0,01 (Figura 1). A dose 10 juvenis,
mostrou-se a menos efetiva para o controle, no entanto foi possivel observar que
nas concentracdes entre 100 e 1000 Jls a mortalidade variou entre 50% e 100%,.
(Figura4 e 5)
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Figura 4. Relacdo entre as concentracbes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis indica linhagem LPP30 e a mortalidade das larvas Conotrachelus

psidii.
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Figura 5. Relagdo entre as concentragbes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis indica linhagem LPP30 e a mortalidade das larvas Conotrachelus
psidii.

Em pesquisa visando quantificar a importancia da dose de juvenis, DEL
VALLE et al., (2005) encontraram mortalidade superior a de 80% das larvas de
gorgulho quando adicionados 500 JIs de H. baujardi linhagem LPP7 por larva. Tal
informacgé&o corrobora com as obtidas no presente trabalho, quando foi utilizada a
dose 650 juvenis. No entanto, pode-se dizer que a linhagem LPP30 se mostrou
superior, pois na dosagem de 650 Jls/ml conseguiu matar em média 83,33%, com
unidades experimentais contendo trés larvas.

Aplicando 1000 e 2000 Jis de H. baujardi linhagem LPP7 em suspensao
aguosa DOLINSKI et al., (2006) obtiveram 30 e 58% de mortalidade de larvas do
gorgulho da goiaba, numero inferior aos apresentados no presente trabalho, no
entanto, as diferencas de metodologia e de material bioldégico usado podem
justificar tal discrepancia embora, por se tratar de linhagens pertencentes ao
mesmo género de nematoide pode-se observar a superioridade da linhagem
LPP30, entretanto em estudos subsequentes, DEL VALLE et al., (2008) mediante
o enterro de larvas de G. mellonella infectadas encontraram 51% de mortalidade e

utilizando H. baujardi linhagem LPP7 contra larvas de C. psidii,.



69

Avaliando a viruléncia dos nematoides entomopatogénicos Steinernema
brazilense, Heterorhabditis indica e Heterorhabditis sp. IBCB n24 contra o
gorgulho da goiaba CANESIN et al., (2008) utilizando 50, 175 e 612 Jls/inseto
encontraram mortalidades variando entre 22,4 e 31,4%, ao passo que quando
testaram as concentracdes 2000, 4000 e 6000 Jls/inseto encontraram
mortalidades variando entre 76,7 a 83,3%. Comparando com o0s resultados
obtidos no presente trabalho, utilizando a linhagem LPP30 observa-se que 0s
resultados obtidos destoam nas pequenas concentracdes, e mesmo em grandes
concentracdes os resultados séo inferiores aos da presente pesquisa.

Avaliando a viruléncia de H. bacteriophora sobre larvas de Anastrepha
ludens (Loew), TOLEDO et al., (2005) encontraram mortalidade variando entre
47% e 76% utilizando 115 Jis/cm?. Em um estudo semelhante visando determinar
qual a dose ideal de uma linhagem de nematoide, RODHE e MOINO Jr. (2007),
testaram o controle de larvas de Ceratitis capitata wid (Diptera Tephritidae)
utilizando Steinernema carpocapsae e obtiveram 99,49% de mortalidade sob dose
de 274 Jls/larva e controle de 69,88% utilizando Heterorhabditis sp. RSC01 com a
dose de 293 Jls/larva. Por outro lado, MINAS, (2008) testando concentragcdes de
Heterorhabditis baujardi linhagem LPP7 no controle de larvas de mosca-das-
frutas do 3° estagio obteve mortalidade de 100% utilizando 100 Jls por larva de C.
capitata. LEITE et al., (2003), conseguiram taxas de controle em torno de 80% da
cigarrinha da raiz da cana-de-aclUcar (Mahanarva fimbriolata) mediante a
utilizacdo do nematoide Heterorhabditis sp., isolado CCA em condicbes de
laboratério.

Os com Heterorhabditis indica LPP30 foram feitos em laboratdrio, porém,
sabe-se que os NEPs possuem potencial para controle de pragas em campo, no
entanto, deve-se considerar a dose em que 0s mesmos sdo aplicados (DEL
VALLE et al., 2008). Desta forma é importante conhecer o possivel hospedeiro e
seus habitos, bem como a capacidade infectiva do nematoide entomopatogénico
a ser utilizado.

Ao se estudar a capacidade de infeccdo dos juvenis de H. indica em
funcdo da temperatura, observou-se que esse fator € significativo e que exerce
influéncia no percentual de mortalidade apresentando (F=40, 855 gl=4 e p<0,01).
(Figura 6). Na temperatura 16°C observou-se que a mortalidade das larvas de C.

psidii ndo ultrapassou 10%, fator que esta relacionado com a temperatura de
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origem da linhagem LPP30, que possui uma amplitude maior. No entanto, nas
temperaturas 20, 24, 28 e 32°C gque sdo mais proximas da realidade do local de
origem da linhagem LPP30 foi possivel observar mortalidade variando entre 62%
e 100%.
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Figura 6. Relag&o entre mortalidade de larvas do gorgulho-da-goiaba utilizando
por juvenis infectantes de Heterorhabditis indica linhagem LPP30 em diferentes
temperaturas.

Os nematoides entomopatogénicos sdo extremamente dependentes da
temperatura para sobreviverem no solo (GLAZER, 2002). E essa capacidade tem
sido avaliada em diversos estudos: JAGDALE e GREWAL, (2003), TOMALAK et
al., (2005); ANDALO et al., (2006); ROHDE, (2007); MINAS, (2008) sempre com a
finalidade de selecionar isolados que possam estar adaptados as adversidades
climaticas de cada regido. Portanto, o estudo das melhores condicbes ambientais
para os JlIs, € importante para aumentar a persisténcia destes no solo e favorecer
sua atuacdo no campo em programas de controle biologico.

A amplitude da temperatura, que conduz ao aproveitamento maximo das
potencialidades dos NEPs como agentes de controle biologico é estreita e sua
capacidade de infeccdo e persisténcia no solo é afetada em temperaturas
superiores a 30°C ou inferiores a 15°C (KAYA, 1990). Semelhante ao descrito pelo
autor foi observado no presente trabalho, dando um destaque para as
temperaturas mais altas 28° e 32°, pois foi onde ocorreram as maiores taxas de

mortalidade, variando entre 80% e 100%.
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Tal resultado induz a pensar no simples fato de a linhagem LPP30 ser
originaria da cidade de Campos dos Goytacazes - RJ onde a temperatura oscila
entre 28°C a 33°C durante todo o ano, influencia diretamente os aspectos
biolégicos da mesma, tornando-a mais eficiente nessa condicdo de temperatura.
Contudo, em um trabalho visando a obtencdo de temperaturas ideais de
desenvolvimento, em condi¢cdes de laboratério, DEL VALLE et al., (2005)
observaram, popula¢des H. baujardi linhagem LPP7 tolerantes a partir de 30°C.
Esta linhagem foi submetida a presséo de selecdo e se mostrou mais virulenta a
essa temperatura em relacdo a populacao original. Desta forma, pode-se afirmar
que ha intervalos de temperaturas ideais para cada espécie de nematoide.

Geralmente, a atividade inseticida dos NEPs € mais eficiente na faixa de
temperatura entre 18°C e 28°C (AKHURST, 1986). Corroborando com essa
afirmativa, pode-se observar a linhagem LPP30 nas temperaturas 20°C, 28°C e
32°C os nematoides demonstraram também maior eficiéncia patogénica (Figura
6). GLASER, (2002) informou em seu trabalho que juvenis infectantes de
heterorhabditidios séo afetados por baixa temperatura, diminuindo a proporcéo de
juvenis infectantes e a habilidade para procurar hospedeiros.

WESTERMAN, (1999) em testes de laboratério observou que na
temperatura de 9°C Heterorhabditis sp. foi menos infectante a Otiorhynchus
sulcatus e a G. mellonella do que a 20°C. Esse fato para uma possivel
adaptabilidade em termos de temperaturas diferentes das vivenciadas do
ambiente natural, mas que para cada nematoide, existe um limite minimo e
maximo dessa temperatura, onde sua viruléncia fica comprometida, informacéo
gue corrobora com o presente trabalho onde na temperatura 16°C a mortalidade

nao ultrapassou 15% (Figura 6).

Teste com tempo de exposicao

Quando foi avaliado o efeito tempo de exposicao das larvas de C. psidii
aos NEPs, foi observado que esse fator é significativo apresentando: (F= 88, 7390
gl=5 e p<0,01). (Figura 7) Para essa variavel, foi possivel observar que o aumento
da mortalidade esta relacionado com o aumento do tempo de exposi¢do. O tempo
de contato de uma hora causou apenas 10% de mortalidade, demonstrando, ser

insuficiente para promover o controle, no entanto o comportamento da curva de
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regressdo em relagdo aos pontos, mostra que existe uma correlacdo positiva
entre o fator tempo e o percentual de mortalidade. E que a partir de 12 horas de
exposicao, foi possivel observar mortalidade variando entre 45% com 12 horas de

contato e 100% com 72 horas de contato.
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30 - R? = 0,9644
20 -
10 T
0 - : : : : : : :
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Figura - 7. Relacdo entre mortalidade e o tempo de exposicdo de larvas do
gorgulho da goiaba a juvenis infectantes de Heterorhabditis indica linhagem
LPP30.

O tempo de exposicao JIs tem influéncia na mortalidade, fator que esta
relacionado com o estagio em que se encontra a larva, no caso de Conotrachelus
psidii. TOLEDO et al., (1999). De uma maneira geral, pode-se afirmar que entre
isolados de nematoides entomopatogénicos ocorrem sensiveis diferencas no
processo de busca pelo hospedeiro e tais diferencas estéo ligadas ao método de
penetracdo, estratégia de forrageio, busca morfoldgica e fisioldgica, e influenciam
na sua acao e eficiéncia (LEWIS et al., 2006).

Nos tempos de exposicado das larvas ao Jis de 62 e 72 horas foram
obtidas as maiores mortalidades variando entre 90% e 100%. E por outro lado nos
tempos de contato entre 1 e 12 horas, a mortalidade de 10% e 48%
respectivamente, demonstrando que em um curto espago de tempo pode haver o
contato e o inicio da infeccdo, mais que este contato, deve se estender visando
possibilitar o processo infectivo completo com a entrada do nematoide e liberagéo
das bactérias.

Utilizado o nematoide S. carpocapsae contra Dysmicoccus texensis

ANDALO et al., (2004) encontraram mortalidade de 78% entre o terceiro e o
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quinto dia apdés a aplicagdo do nematoide. Os resultados se assemelham ao
obtidos com Heterorhabditis indica LPP30, com mortalidade de C. pisidii variando
entre 89% e 100%. O uso de Heterorhabditis bacteriophora no controle da
cochonilha Planococcus sp causou 100% de mortalidade, em 48 horas
RODRIGUEZ et al., (1997). Contrariamente a essa informac&o, o percentual de
mortalidade 100%, so6 foi alcancado apds o tempo de exposicao de 72 horas. No
entanto, essa diferenca pode ser explicada pelo uso de hospedeiros distintos e
ainda pela espécie do nematoide usado no controle.

Em um processo infectivo o indice de mortalidade do hospedeiro pode
aumentar se este se encontrar em fase jovem, uma vez que o tempo de contato
entre os nematoides e o hospedeiro se torna maior TOLEDO et al., (1999). Tal
afirmacéo pode ser confirmada, pois as larvas do gorgulho estavam no 4° instar, e
0 processo infectivo de contato foi iniciado mais cedo permitindo aos JIs um maior
tempo de busca e penetracdo. DEL VALLE, (2004) utilizando H. baujardi linhagem
LPP7 em testes com colunas de areia, relatou que o tempo em horas necessario
para H. baujardi linhagem LPP7 causa mortalidade de 50 e 90% a larvas de C.
psidii em 48 horas.

Observou-se que existe uma relacao significativa entre as variaveis tempo
de exposicdo e mortalidade. Isso permite afirmar que quanto maior o tempo
disponivel para tal acdo maior serd a eficiéncia em causar infeccdo ao
hospedeiro. Assim pode-se dizer que 0s nematoides entomopatogénicos
apresentam potencial para uso no controle biolégico de larvas do Gorgulho-da-
goiaba C. psidii.

CONCLUSOES

1- O fator concentracdo de juvenis infectantes demonstrou ser decisivo
no percentual de mortalidade com destaque para a concentracdo 850 Jls
responsavel por 100% de mortalidade.

2- As maiores temperaturas 28°C e 32°C foram onde ocorreram 0s
maiores indices de mortalidade com pico de 100%, ao passo que na temperatura

16°C o percentual foi bastante reduzido.
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3- O tempo de exposicao das larvas de C. psidii a juvenis de H. indica,
influenciou na capacidade infectiva, demonstrando que 72 horas de contato é
suficiente para que ocorra 100% de mortalidade de C. psidii.
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MOBILIDADE, PERSISTENCIA E METODOS DE APLICAC}AO DE
Heterorhabditis indica LPP30 EM DOIS SISTEMAS DE CULTIVO

RESUMO

Os nematoides entomopatogénicos vém sendo estudados como
controladores de pragas de habitos cripticos h4 muito tempo e avaliacdo de
aspectos inerentes a sua biologia torna-se importante. Os objetivos do trabalho
foram verificar a mobilidade dos juvenis infectantes (JIs) da linhagem LPP30 em
funcdo das larvas de C. Psidii, determinar qual a melhor técnica de aplicacdo dos
juvenis e a persisténcia dos mesmos na presenca e auséncia de hospedeiro.
Foram estabelecidas 5 distancias a serem avaliadas em funcédo de um ponto de
soltura dos juvenis: 10, 25, 30, 45 e 60 cm. A locomocao foi avaliada, e a
mortalidades de C. psidii em cada uma das distancias foi observada. Valores de
mortalidade entre 90% na area convencional e 100% na area organica nos
primeiros 10 cm foram detectados. Para observar o potencial de deslocamento
vertical da linhagem LPP30 nos dois sistemas de cultivo, foram testadas 10
repeticbes com 4 profundidades (5 cm, 10 cm, 15 cm e 20 cm) onde foi observado
gue nos primeiros 5 cm a eficiéncia dos juvenis infectantes é variavel entre 87%
na area convencional e 100% na area organica. Ao se avaliar a melhor técnica de

aplicacdo dos nematoides visando controle das larvas de C. psidi em 5
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tratamentos (meio liquido esponja embebida, lagartas infectadas, lagartas
encapsuladas e uma testemunha). Observou-se que o meio liquido se destacou
frente ao outros métodos com mortalidade variando entre 81% no sistema
convencional e 83% no sistema organico. Ao se avaliar a persisténcia dos juvenis
infectantes na presenca do hospedeiro Galeria mellonella, observou-se que a
opcdo hospedeiro disponivel possibilitou a manutencdo da populacéo de juvenis
constante e infectiva com mortalidade variando entre 80% na area convencional e
90% na area organica. Quando a avaliacdo foi feita visando observar a
persisténcia dos JIs na auséncia do hospedeiro, observou-se que a mortalidade
variou entre 55% e 70% na &rea convencional e 65% e 80% na &rea organica na
primeira avaliacdo aos 60 dias. No entanto, foi observada uma queda acentuada
no final das avaliacbes com mortalidade préxima a 20% com 360 dias de
avaliacdo. Dessa forma pode-se recomendar o uso da linhagem LPP30 como

agente de controle biolégico do gorgulho-da-goiaba C. psidii.

Palavras-chave: Galeria mellonella, Conotrachelus psidii, sistema de cultivo

MOBILITY, PERSISTENCE AND APPLICATION METHODS OF Heterorhabditis
indica LPP30 IN TWO SYSTEMS

ABSTRACT

The entomopathogenic nematodes have been studied as pest controllers’
cryptic habits over time and evaluate aspects of their biology becomes important.
The objectives were to verify the mobility of infective juveniles (1Js) in the control
strain LPP30 larvae of C. psidii, estimate the best technique and persistence of
juveniles in the presence and absence of hosts. Was evaluated five distances
provided with a release point of juvenile 10, 25, 30, 45 and 60 cm. The locomotion
was evaluated, and the mortality of C. psidii was observed at each distance values
with 90% mortality in the conventional and 100% organic in the first 10 cm were
detected. To observe the vertical displacement of the line of LPP30 in two
cropping systems were tested 10 repetitions with four depths (5 cm, 10 cm, 15 cm
and 20 cm), where it was observed that the efficiency in the first 5 inches of

infective juveniles and variable with mortality between 87% and 100% in the area
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conventional and organic respectively. In assessing the best application technique
for the control of larvae of C. psidii were used five treatments (foam liquid medium,
the infected larvae, the larvae encapsulated and a witness). It was observed that
the was highlighted liquid medium in relation to other methods with mortality rates
ranging between 81% and 83% in system conventional and organic. In evaluating
the persistence of infective juveniles in the presence of Galleria mellonella, it was
noted that the option is available host enabled the maintenance of the population
of infective juveniles constant with mortality rates that vary from 80% to 90% in the
system conventional organic respectively. When the assessment was conducted to
observe the persistence of the IJs in the absence of the host, it was found that
mortality ranged between 55% and 70% in the conventional 65% and 80% organic
in the evaluation in the first 60 days. However, there was a sharp drop at the end
of evaluations with a mortality rate of about 20% after 360 time intervals. Thus, we
recommend the use of strain LPP30 as a biological control agent of the weeuvil-
Guava C. psidii.

Keywords: Galleria mellonella, Conotrachelus psidii, culture system.
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INTRODUGCAO

A goiabeira (Psidium guajaba L.) é uma cultura que oferece bons
resultados, comerciais no mercado interno, e também, no mercado externo,
apresenta boas perspectivas de negocios com a América do Norte, Dinamarca,
Canada, Suécia, Holanda, Alemanha e, principalmente, Inglaterra e Franca que ja
vém importando goiabas brasileiras para o consumo “in natura”. (CENTRO DE
PRODUCOES TECNICAS, 2010). Essa é uma das culturas de maior importancia
e potencial de crescimento da fruticultura nacional, (FREITAS, 2010). O cultivo
vem adquirindo grande destaque no setor econdmico da fruticultura no Brasil,
constituindo-se no principal produtor comercial de goiabas vermelhas do mundo
(FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2008).

Vérias pragas atacam a cultura da goiaba e entre elas o gorgulho da
goiaba, Conotrachelus psidii Marshall (Coleoptera: Curculionidae), € a principal
praga dos pomares, pois afeta a qualidade dos frutos e, por conseguinte, o
rendimento da cultura podendo causar perdas de 100%. Esta praga passa por
distintos estagios e o estagio larval € o que causa maiores danos e, por
conseqUéncia, € o estagio que apresenta maior dificuldade de ser controlado por
métodos quimicos convencionais devido a sua localizacédo dentro dos frutos e no
solo (CENTRO DE PRODUCOES TECNICAS, 2010).
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Os defensivos agricolas sao eficientes contra os mais diversos tipos de
pragas, no entanto, sdo necessarias aplicacbes repetidas, 0 que representa
grandes quantidades lancadas no ambiente e um alto custo. Esses produtos
quimicos podem propiciar uma alta produtividade, mas podem ter efeitos
negativos sobre o solo, o clima, a vegetacdo, as 4guas, 0s animais e o homem,
provocam a selecdo de resistentes, resultantes, pressdo, selecdo (WILLER e
YUSSEFI, 2007).

Nematoides entomopatogénicos podem ser uma alternativa no controle
de C. psidii cuja utilizacdo podera desencadear uma estratégia mais racional de
combate a esta praga (DOLINSKI et al.,, 2006). Diferentes trabalhos tém sido
feitos, visando avaliar a capacidade de locomocéo, a persisténcia no solo e a
melhor maneira de se aplicar nematoides entomopatogénico no controle de
pragas, visando uniformizar seu uso (GLAZER, 2002, LEITE, 2007, DEL VALLE,
et al 2008, DOLINSKI 2010).

A capacidade de locomocado dispersiva horizontal e vertical de Jis de
nematoides entomopatogénicos pode ser estudada visando determinar a sua
eficiéncia como agente de controle biolégico, (JANSSON et al., 1993).A tecnologia
de aplicacdo de nematoides como agentes de controle biolégico tem sido
pesquisada, contudo o principal método de aplicacdo tem se resumido a
pulverizacdo, (GREWAL, et al., 2005). E os nematoides entomopatogénicos sao
extremamente dependentes da quantidade de lipidios armazenada no seu
organismo para sobreviverem no solo por longos periodos (PATEL & WRIGHT,
1997)

Desta forma o objetivo do trabalho foi avaliar a mobilidade dos juvenis
infectantes de H. indica linhagem LPP30 na posicado vertical e horizontal, a
persisténcia no solo na presenca e auséncia do hospedeiro Galleria mellonella, e
também avaliar uso de diferentes técnicas de aplicacdo desses juvenis, em dois

sistemas de cultivo no controle do gorgulho-da-goiaba.
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MATERIAL E METODOS

Teste de deslocamento longitudinal do NEPs

O presente trabalho foi conduzido em dois pomares comerciais de
goiabas nos sistemas (convencional e em conversdo para organico), localizados
no Sitio Aeroporto km 51, no municipio de Campos dos Goytacazes no estado do
Rio de Janeiro.

Para o estabelecimento do experimento 1, foram selecionadas uma
parcela contendo 10 arvores de goiaba com auséncia fisica de sintomas de
doenca em cada um dos pomares. Larvas de 4° instar de Conotrachelus psidii
foram coletadas no campo em frutos in natura na cidade de Cachoeiras-do-
Macacu Rj e mantidas viaveis em pedacos maduros de goiaba. Utilizando frascos
de cultura de células com capacidade de 200 mL, foram estabelecidos 20
volumes com 100 mL de agua destilada de uma suspensao contendo 20.000
juvenis por mL totalizando dois milhdes de juvenis por garrafa.

As arvores dos dois sistemas foram marcadas com uma sacola plastica
amarrada na base visando determinar a localizacdo das mesmas, dentro dos
pomares. Dez calhas de cano PVC de 75 mm com dimensfes de 90 cm foram

cortadas e enterradas a 45 cm da base de cada arvore, sendo posteriormente
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preenchidas com solo. Sobre o solo de cada calha foram feitos cinco grupos de
cinco orificios com 1 cm de didmetro, distantes do ponto inicial de soltura dos Jls:
(10, 25, 35, 45 e 60 cm) no sentido longitudinal. Dentro de todos os orificios e em
todas as arvores foram depositados individualmente um tubo tipo Eppendorf
contendo trés larvas de 4° instar de C. psidii.

Foram feitas cinco avaliacbes do percentual de mortalidade com
intervalos de 7 dias. Os tubos foram retirados e as larvas observadas se haviam
sintomas de infeccdo, caracterizada pela cor avermelhada que é tipica da
infecgao por heterorhabtitideos. Com o resultado positivo ou ndo de infecgéo, os
mesmos eram retirados das calhas para evitar a reciclagem. Para efeito de
contagem do deslocamento dos nematoides, foram considerados os indices de
mortalidade nas distancias percorridas, sendo os dados do experimento anotados

para posterior analise estatistica.(Figura 1)

Dist. do experimento

Unidade experimental

Larvas infectadas

5 Lirao do nematoides
Figura — 1. Esquema do experimento que avaliou a mobilidade longitudinal dos Jls

de Heterorhabditis indica LPP30 em funcgéo de larvas de C. psidii utilizadas como
atrativo no sentido horizontal.

Teste de deslocamento vertical
A segunda parte desse experimento foi feita visando observar a

capacidade de deslocamento de Heterorhabditis indica linhagem LPP30 em

sentido vertical em busca do hospedeiro. 20 Tubos de PVC, com 30 mm de
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didmetro, foram cortados em pedacos simétricos de 30 cm, em cada pedaco
foram feitos quatro furos de 1cm de didmetro com espacamento de 5 cm entre
eles, utilizando-se uma furadeira Bosch.

Nos furos de cada cano, foi colocado um tubo Eppendorf com trés larvas
de C. psidii. Posteriormente os tubos foram preenchidos com solo, e enterrados a
50 cm de distancia de cada arvore, nos sistemas convencional e em conversao
para organico e sobre eles depositado individualmente, uma suspensdo com 50
mL de suspensdo contendo 20.000 Jis/mL totalizando 1 milh&o de Jis. Apés 15
dias, os tubos foram desenterrados, e os dados de mortalidade nas distintas

profundidades anotados em uma planilha. (Figura 2)

Dist. Dos Eppendorfs

Larva infectada Tubo enterrado

Larva infectada dentro do Eppendo

Figura — 2. Esquema do experimento que avaliou a mobilidade vertical dos JIs de
Heterorhabditis indica LPP30 em funcéo de larvas de C. psidii utilizadas como

atrativo.
Teste com formulac¢des de juvenis

O experimento foi montado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos representados pelas formulactes:
(suspensdo aquosa, esponja embebida com juvenis infectantes, lagartas de
Galeria mellonella infectadas com juvenis, lagartas infectadas com juvenis e

recobertas com capsula de gelatina e uma testemunha).
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Para o estabelecimento do experimento 1.200 lagartas de G. mellonella
foram infectadas com Heterorhabditis indica linhagem LPP30 e apdés a
constatacdo da infeccdo foram separadas somente as lagartas que realmente
apresentavam coloracdo avermelhada tipica. Posteriormente, foram montados 5
grupos distintos: No grupo 1, 100 lagartas infectadas foram submetidas a
armadilha de White, (1927), para uso dos juvenis em meio liquido. No grupo 2,
100 lagartas foram submetidas a armadilha de (White, 1927), no entanto os
juvenis infectantes foram utilizados na confeccdo do meio utilizando esponjas de
poliuretano. No Grupo 3, 100 lagartas infectadas foram recobertas com capsulas
de gelatina. No Grupo 4, 100 lagartas foram mantidas na forma infectada. E no
grupo 5, 100 lagartas G. mellonella sem estarem infectadas foram separadas e
utilizadas como testemunha.

De posse de cada formulacdo, as mesmas foram levadas ao pomar de
goiabas em “conversdo para organico’, onde um grupo de 25 arvores foi
selecionado, e no solo embaixo de cada arvore foram feitos 5 furos (10 X 10 cm)
em média distantes entre si 0,75 m. Dentro de cada um dos furos, foram
colocados trés Eppendorfs, com trés larvas de 4° instar de C. psidii. No primeiro
grupo de cinco arvores, foram distribuidos também dentro de cada um dos furos
6,5 milhdes de JIs em média utilizando uma suspensdo de 300 mL de &gua
destilada, aplicados com um pulverizador (Jacto 3,5 litros). No segundo grupo de
cinco arvores, foram enterrados dois pedacos de esponja de (6 x 6 cm)
embebidos em 150 mL de 4gua com 6,5 milhdes de JIs. No terceiro grupo de
arvores foram enterradas cinco lagartas infectadas de G. mellonella recobertas
com uma capsula de gelatina em cada furo. No quarto grupo foram colocadas 5
lagartas infectadas e no quinto grupo foram enterradas junto a cada furo 5
lagartas de G. mellonella sem infeccdo que serviram de testemunha. O mesmo
procedimento metodolégico foi repetido no grupo de 25 arvores disponivel na area
convencional. Estd metodologia foi realizada pela primeira vez em janeiro de 2010

e repetida em fevereiro de 2011. (Figura 3)
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Orificio de distribuicdo das
unidades experimentais

Exemplo de uma arvores utilizada no experimento

Figura- 3. Esquema do experimento que avaliou metodologias de aplicacdo de JlIs

de H.indica LPP30 no controle de larvas de C. psidii.

Teste de persisténcia na presenca de hospedeiro

O experimento foi realizado em campo também no sistema em conversao
para organico e no sistema convencional. Para o estabelecimento do mesmo, um
grupo de 200 lagartas 5° instar de G. mellonella de, foi infectado com juvenis da
linhagem LPP30 de Heterorhabditis indica. Um trado, foram feitos dois furos de 10
X5 cm no solo a 50 cm da base de dez plantas de goiaba no sistema orgéanico, e
dez no sistema convencional de cultivo.

Utilizando uma pinca, foram distribuidas 10 lagartas infectadas com
juvenis em cada furo. O local foi marcado amarrando-se uma sacola plastica nas
arvores utilizadas, e a cada 30 dias novos grupos de 200 lagartas foram
distribuidos de maneira semelhante, no entanto 0s novos grupos nao estavam
infectados. Para facilitar a avaliagdo, as lagartas foram colocadas individualmente
em Eppendorfs, visando a identificacdo da infeccdo ocorrida no campo e a
reciclagem da populacdo mediante a opcao de hospedeiro disponivel.

Apbés a constatacdo da infeccdo pelo nematoide, as lagartas eram
retiradas dos tubos Eppendorf e colocadas no solo, distante 10 cm de onde foram

depositadas anteriormente e novos grupos de lagartas foram colocados seguindo
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metodologia supracitada. Tal procedimento foi repetido por 12 intervalos de 30

dias no ano de 2008 e repetido de forma idéntica em 2009.

Orificio onde as lagartas foram
enterradas

Medida distante de cada arvore

Exemplo de uma arvore com dois orificios no solo

Lagarta infectada

Figura- 4. Esquema do experimento que avaliou a persisténcia dos Jis de
Heterorhabditis indica LPP30 no solo em fung&o da presenca do hospedeiro G.

mellonella.

Teste de persisténcia na auséncia de hospedeiro

Uma segunda etapa do experimento foi feita utilizando-se a mesma
metodologia do experimento anterior quanto ao nimero de lagartas e arvores. E
com adicdo de novas lagartas a cada 60 dias. Apés a avaliagdo observando a
infeccdo, as mesmas eram retiradas e levadas ao laboratério visando evitar a
reciclagem dos nematoides. Os experimentos foram realizados na primeira etapa
em 2009 totalizando 12 meses de observacao e repetidos integralmente em uma

segunda etapa no ano de 2010 com mais 12 meses de observacéo.

Analise estatistica

Para o experimento um e trés foi feita analise de variancia e
desdobramento por regressdo para 0 experimento envolvendo técnicas de
aplicacéo, também foi feita a analise de variancia, e posteriormente o teste de
Tukey a 5%. SISVAR, (2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste deslocamento longitudinal

Apoés capacidade dispersiva longitudinal dos juvenis da linhagem
LPP30, em funcéo dos sistemas de cultivo da goiabeira foi significativa no sistema
convencional apresentando (gl=4, F=40.6360, p<0.01) e no sistema organico
(gl=4, F=41.6090, p<0.01). A fonte de variagdo analisada foi desdobrada por
regressao, sendo o modelo quadratico o que melhor explicou a mortalidade em
funcado da distancia nos dois sistemas.

A mortalidade variou entre 90% e 100% nos primeiros 10 cm, resultado
que pode estar relacionado a maior quantidade de individuos infectivos que
chegaram as larvas e as infectam. Por outro lado foi possivel observar na curva
de regressao que o percentual de mortalidade diminui a medida que a distancia
aumenta com mortalidades de 53% na distancia 60 cm do ponto inicial. Dando um
indicativo que durante o processo de locomocéo, fatores externos tais como:
temperatura do solo, umidade, dissecacdo da cuticula ou esgotamento das
reservas impedem os JIs de serem tao eficientes como nos primeiros centimetros.

Ao se observar eficiéncia infectiva dos juvenis nos dois sistemas foi

observado que existe semelhanca, no entanto, o percentual de mortalidade na
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area organica foi superior com destaque para os primeiros 10 cm apresentando

100% de mortalidade na area organica e 91% na &rea convencional. (Figura 5).
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Figura 5. Locomogé&o horizontal de juvenis da linhagem LPP30 em diferentes
distancias, no eixo (Y) mortalidade em (%) de larvas de C. psidii utilizadas como

atrativo. No eixo (X) a distancia percorrida nos dois sistemas de cultivo.

DEL VALLE et al., (2008) em trabalho visando medir a capacidade
dispersiva horizontal de Heterorhabditis baujardi linhagem LPP7 observaram a
presenca de juvenis infectantes a uma distancia de 90 cm do ponto de soltura 5
semanas depois de iniciar o experimento. No presente trabalho os resultados
seguem a mesma tendéncia, tendo a linhagem LPP30 demonstrado a capacidade
de locomover-se por 60 cm ao fim de 35 dias.

Em avaliacdo sobre o deslocamento horizontal de S. carpocapsae
observaram que ocorre uma maior mobilidade lateral quando os Jls se
movimentavam em substratos com textura arenosa GEORGIS e POINAR (1983).
Esse pode ser um fator interessante para se determinar no ambiente ao se aplicar
0 nematoide, pois o ambiente onde foi desenvolvido o0 experimento tem
caracteristicas arenosas. No entanto, € interessante salientar que as maiores
mortalidades foram encontradas na area em conversao para organica atingindo o
maximo de 100%.

PORTILLO-AGUILAR et al., (1999) estudando a locomocéao horizontal de
Steinernema carpocapsae, Heterorhabditis sp. H. bacteriophora, e Steinernema

glaseri verificaram que essas espécies apresentaram maior eficiéncia na
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locomogédo em solos arenosos e justificaram que 0s espacos entre as particulas
do solo facilitavam o processo de locomocgéao.

Utilizando dosagens superestimadas de 2 milhdes de juvenis por
repeticdo, foi observado que o desempenho foi bastante satisfatorio com
mortalidade variando entre 91% e 100% nos primeiros 10 cm, nas areas
convencional e em conversao para organica, respectivamente. Segundo SMITS,
(2001) a dispersdo é maior quando os Jis estdo em altas densidades e quando
sdo mais jovens. Esse acontecimento pode estar relacionado com o fato dos
juvenis, geralmente terem mais reservas, e um grande numero populacional
possibilita maiores chances de sucesso de algum membro da populagdo chegar

ao alvo hospedeiro.

Teste deslocamento vertical

Ao realizar andlise de variancia visando entender a interacdo da variavel
deslocamento vertical em funcéo do sistema de cultivo, foi possivel observar que
essa fonte de variacao é influenciada em funcéo do sistema apresentando (F=33,
2570, gl=3 e p<0.01) no sistema convencional e (F=26, 5640, gl=3, e p<0.01) no
sistema organico. Desta forma as varidveis estudadas foram desdobradas em
analise de regressao sendo o modelo linear capaz de explicar o comportamento.
Para essa mesma andlise, foi observado que a mortalidade € maior nos primeiros
5 cm de solo, com mortalidade variando entre 83% e 100% nas &areas
convencional e organica quando o experimento foi realizado em 2008 (Figura 6), e
com resultados variando entre 90% e 100% na repeticdo do experimento no ano
de 2009 (Figura 7).

No mesmo experimento, observou-se a queda da mortalidade
proporcionalmente ao aumento da profundidade do solo, o que pode estar
relacionado com a diminuicdo do oxigénio devido a densidade do solo que é
menor nas camadas inferiores e também pelas reservas nutricionais que sao

esgotadas no processo de busca do hospedeiro (Figura 6 e 7).
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Figura - 6. Locomocgao vertical de juvenis da linhagem LPP30. Em funcdo da

mortalidade de larvas de C. psidii utilizadas como atrativo no sentido vertical em

dois sistemas de cultivo convencional e organico no ano de 2008.
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Figura - 7. Locomocao vertical de juvenis da linhagem LPP30. Em funcdo da

mortalidade de larvas de C. psidii utilizadas como atrativo no sentido vertical em

dois sistemas de cultivo convencional e organico no ano de 2009.

A capacidade do JIs de se estabelecer no solo em diferentes camadas

favorece o controle de pragas que possuem parte do seu ciclo de vida no solo. No

entanto, segundo a escolha do local onde se estabelecer pode expor os Jis a
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variagdes ambientais de temperatura e umidade no interior do solo afetando a
densidade populacional, movimentacéo e infectividade DEL VALLE, (2008). Para
a linhagem LPP30 de H. indica ficou evidenciado que apesar de nas camadas
superficiais acontecerem maiores variacdes, o desempenho ndo foi afetado,
sendo os primeiros 5 cm de solo o local onde ocorreram as maiores mortalidades
nos dois sistemas, com destaque para a &area organica, com (98% e 100%)
seguida da area convencional com (87% e 90%).

ALVES & MOINO JR., (2008) utilizando colunas de areia observaram que
os isolados (CCA e JPM3) foram eficientes no deslocamento vertical, causando
mortalidade minima de 72% e méaxima de 92%. O presente trabalho mostrou
eficiéncia semelhante, no entanto, KUNG et al., (1990) realizando experimento no
campo em solo relataram que a grande maioria de solos argilo-arenosos possuem
baixos niveis de aeracdo e aliado a microporosidade excessiva e a presenca de
pequenas particulas, tem como resultado um baixo percentual de sobrevivéncia e
eficiéncia de NEPs.

Observou-se que maiores indices de mortalidade nos cinco primeiros
centimetros de profundidade e percentuais de mortalidade variando entre 30% e
40% na profundidade 15 cm nos dois sistemas de cultivo. Isso pode ser um
indicativo da adaptabilidade da linhagem LPP30 em migrar para as partes mais
profundas do solo em busca de hospedeiros, uma vez que mesmo ha
profundidade 20 cm foram observadas mortalidades que variaram entre 5% e
20%.

Em trabalho visando observar o deslocamento de nematoides
entomopatogénicos, CABANILLAS e RAULSTON, (1994), recuperaram maior
namero de JIs nos primeiros 10 cm do solo. Também foi observado esse
comportamento, no entanto, houve hospedeiros infectados até os 20 cm de
profundidade, o que pode ser uma vantagem em relacdo as pragas que migram
para partes mais profundas do solo.

Ainda que diferentes obstaculos possam influenciar na eficiéncia dos
nematoides entomopatogénicos na busca por um hospedeiro, uma das grandes
vantagens desses agentes, € que o0s nematoides na auséncia de condi¢cdes
favoraveis umidade, temperatura e presenca de outro hospedeiro, podem persistir
dentro do hospedeiro, ou em estado de anidrobiose esperando por condigbes

adequadas para sua emergéncia. (LEWIS, 2002). Pode-se concluir que diante dos
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resultados apresentados existe uma forte indicacdo de que a linhagem LPP30
possui estratégia “cruiser” de busca, uma vez que foi capaz de se locomover em

busca dos hospedeiros tanto longitudinalmente como verticalmente.

Teste com formulagdes de juvenis

A analise de variancia das variaveis: meio liquido, lagartas infectadas,
lagartas infectadas revestidas e esponja para o controle de C. psidii apresentou
interacdo significativa tanto no sistema convencional quanto em conversdo para
organico, com (F=225.7080, gl=4 e p>0.01) e (F=209.9030, gl=4 e p>0.01)
respectivamente. A partir dessa informacdo foi realizada uma anélise de
comparacao de médias, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para distinguir
a melhor técnica em cada sistema.

A linhagem LPP30 demonstrou eficiéncia em buscar o hospedeiro em
todas as técnicas de aplicacdo. No entanto, quando foi utilizada a agua como
veiculo de transporte foi obtido resultado superior em relacdo aos outros métodos,
com mortalidade entre 86% e 87% nas areas convencionais e organicas,
respectivamente (figura 8). O segundo melhor método foi a utilizacéo de esponjas
embebidas com nematoides ocasionando mortalidade das larvas de C. psidii
variando entre 71% e 73% nas areas organica e convencional. A utilizacdo de
lagartas somente infectadas também apresentou bons resultados. No entanto,
quando essa técnica foi usada com lagartas recobertas com capsula de gel,
diferiram estatisticamente das outras técnicas nos dois sistemas de cultivo (Figura
8).
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Figura- 8. Mortalidade de larvas do gorgulho em funcdo de diferentes
técnicas de aplicacdo de juvenis de H. indica linhagem LPP30 em dois sistemas
de cultivo. As barras seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam pelo teste de
Tukey a 5%.

Quando sistema de aplicacdo utilizado é a pulverizacdo, o diluente mais
usado é a agua (VILLALBA, 2003). Esse método de distribuicdo vem sendo usado
como forma eficiente de aplicacdo de juvenis infectantes no solo. Dessa forma
ficou evidenciado que dentre o métodos de aplicacdo testados foi o que
apresentou melhor resultado (Figura 8) No entanto, a capacidade de dispersao
dos Jls em suspensdes aquosas, pode ser afetada pelo tempo de
armazenamento (LEWIS et al. 2006). Por isso formula¢cBes liqguidas de NEPs
devem ser aplicadas no maximo 48 horas ap0s serem diluidas, ou permanecerem
em agitacdo continua para evitar a dessecacéao e perdas de viruléncia (GEORGIS
et al., 1994). No entanto, os juvenis utilizados no presente trabalho ficaram em
garrafas de cultura de células, estaticas em camara climatizada por tempo
superior a 72 horas, e mesmo assim apresentaram resultados satisfatorios, nos
dois sistemas de cultivo com médias de mortalidade parecidas.

No presente trabalho foi observado 0 mesmo comportamento patogénico
com apresentacao de mortalidades satisfatorias nos dois sistemas de cultivo e em
se tratando de um experimento de campo onde as condicbes do ambiente nao

foram controladas, foram obtidas mortalidades com valores proximos aos valores
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encontrados por, ALVEZ & MOINO Jr (2009). Estes em trabalho visando identificar
melhores metodologias de aplicagédo, verificaram que o isolado JPM3 foi mais
eficiente para a cochonilha D. texensis usando JIs em meio liquido e lagartas
infectadas com Jls, obtendo mortalidades de 84% e 60% respectivamente.

As formulagfes também sdo uma alternativa para aumentar a eficiéncia
dos JIs. Alguns NEPs apresentam a capacidade de entrar em anidrobiose parcial
(quiescéncia). Esta caracteristica foi pesquisada e permitiu desenvolver
formulac6es com maior tempo de armazenamento, como no caso do pé molhavel
e granulos soluveis em agua (GREWAL, 2002). Além disso, os insetos-cadaveres
podem ser envolvidos por talco, amido e argila (SHAPIRO-ILAN et al., 2003).
Esse procedimento confere ao inseto-cadaver que sera adicionado ao solo, maior
rigidez e durabilidade.

DEL VALLE et al. (2008) observaram que um grande numero de insetos-
cadaveres foi removido por duas espécies de formigas. E dentre os tratamentos,
capsulas em gelatina ndo foram removidas pelas formigas, o que permitiu verificar
gue mesmo sendo uma tecnologia simples, este tipo de formulacdo apresentou
potencial de uso. Contrariamente ao que ocorreu no trabalho de DEL VALLE et al.
(2008), a utilizacao de capsulas de gel para encobrir o vetor Galleria mellonella,
demonstrou ser um dos tratamentos menos eficientes, com mortalidade variando
entre 38% e 48% na area convencional e em conversdo para organica
respectivamente, contudo tal resultado pode ser explicado pela auséncia de
pluviosidade bem como de irrigagdo, no estabelecimento do experimento no
campo no més de janeiro de 2010 e em sua repeticdo na segunda quinzena de
janeiro de 2011.

Sabe-se que as capsulas de gel necessitam de agua pra se dissolver e
possibilitar a saida dos juvenis infectantes, e desta forma constituir-se em
metodologia eficaz. Foi observada uma diferenca de aproximadamente 10% de
eficiéncia patogénica no tratamento em questdo na area em conversao para
organico, o que pode estar relacionado a um melhor equilibrio na estrutura do
solo, bem como menores diferengas de temperatura e umidade, propiciando
condi¢cbes mais favoraveis a locomocéao e procura ao alvo.

O tratamento com esponjas de poliuretano foi o segundo melhor em
termos percentuais de mortalidade média variando entre 70% e 72%, No entanto,

tal tratamento esbarra no efeito ambiental, tendo em vista que a esponja €&
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classificada como de decomposicdo indeterminada, 0 que n&o seria
ecologicamente correto ao ambiente, no caso de se colocar toneladas de esponja
para tratar grandes areas. Desta forma, o tratamento com esponja € eficiente,
pois mantém umidade, temperatura, porém ainda necessita do desenvolvimento
de técnicas sustentaveis para a sua utilizagdo no campo.

A utlizacdo de nematoides entomopatogénicos na agricultura tem
encontrado como barreira, o tempo de prateleira em que o produto comercial
existente é capaz de persistir viavel para o uso. Estudar esta capacidade tem
induzido diferentes pesquisadores atingir tal objetivo, no entanto estudar o tempo
de persisténcia no solo com a presenca ou auséncia do hospedeiro é importante

para se estabelecer critérios na formulacdo de produtos comerciais.

Teste de persisténcia na presenca de hospedeiro

Apos realizacdo da analise de variancia sobre o fator persisténcia dos Jls
de H. indica no solo na presenca de hospedeiro em dois sistemas de cultivo, foi
possivel observar que a variavel persisténcia dos JiIs € significativa em funcdo da
presenca do hospedeiro tanto no sistema convencional quanto em conversao
para organico, apresentando (F=7, 2200, gl=11 e p<0.01) na area convencional e
(F=7, 4160, gl=11 e p=<0.01) na area organica. As fontes de variacdo foram
desdobradas nos dois sistemas optando-se pelo modelo de regressao polinomial.
(Figuras 9 e 10).
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Figura — 9. Persisténcia de Heterorhabditis indica LPP30 em dois sistemas de
cultivo na presenca do hospedeiro Galleria mellonella apos 12 meses de

observacdes no ano de 2008.
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Figura — 10. Persisténcia de Heterorhabditis indica LPP30 em dois sistemas de
cultivo na presenca do hospedeiro Galleria mellonella ap6s 12 meses de

observacdes. Com intervalos de 30 dias, no ano de 2009.

A presenca do inseto hospedeiro € um dos principais fatores responsaveis
pela manutencdo de altas populacbes de nematoides entomopatogénicos no
ambiente JAGDALE et al. (2004). E relevante observar que, a reposi¢éo de novos
hospedeiros proporcionara condi¢des ideais para a manutencao e persisténcia do
nematoide no campo. E esse fator aliado ao crescente nivel de matéria organica
com um aumento médio de 10g/d® de solo entre os anos de 2009 e 2010 bem
como, o indice pluviométrico que oscilou entre 120 e 165 mm/cm?, e & disposicéo
facilitada dos hospedeiros, proporcionaram obtencdo de bons indices de
mortalidade na éarea organica. A mesma destacou-se em relacdo a area
convencional. Nos meses de junho e julho de 2009 e20010 quando a precipitacao
observada foi de (24.35 mm/cm?, 20,19 mm/cm? e 17.47 mm/cm? e 13.97 mm/cm?
respectivamente, foi possivel observar que a auséncia de agua influenciou na
capacidade dos juvenis de LPP30 causar a mortalidade as lagartas. Quando
voltou a chover houve retomada dessa capacidade.

A mortalidade observada apés 30 dias foi de 80% na area convencional e

90% na area organica. No entanto, observou uma diminuicdo da mesma ao longo
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do experimento, até os meses de julho e agosto, periodo em que a chuva foi
escassa nos anos de 2009 e 2010. J& no experimento realizado simultaneamente
na area em conversao para organico, os numeros foram bastante semelhantes
em relacdo ao primeiro periodo de 30 dias e ao longo do experimento, onde se
observou que no sistema organico de cultivo, houve mortalidades superiores de

lagartas de G. mellonella em pelo menos 10%.

Persisténcia na auséncia de hospedeiro

Na auséncia do hospedeiro ficou evidenciado que o fator persisténcia é
dependente da presenca do hospedeiro apresentando (F= 29, 7150, gl=5, e
p<0.01) na area convencional e (F=32, 7290, gl=5 e p<0.01) na &rea organica.
(Figuras 11)
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Figura 11- Persisténcia de Heterorhabditis indica em dois sistemas de cultivo na

y = 0,0007x2- 0,4993x + 95,6
RZ=0,9865

Mortalidade (%)

auséncia do hospedeiro Galleria mellonella apés 12 meses de observacdes. No
eixo (X) o numero de dias observados, no eixo (Y) a mortalidade em (%) ao longo
das observacdes ano 2008.

Quando se estudou a capacidade de sobreviver no solo sem a presenca
de um hospedeiro disponivel a persisténcia foi bastante diminuida, com valores
entre 80% e 65% nas areas organica e convencional, respectivamente no ano de
2008 e valores entre 65% e 70% na area convencional e organica no ano de

2009. Tal informacdo serve também para contrastar a importédncia entre a
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presenca e auséncia de um hospedeiro dando indicativo, que a presenca do
hospedeiro sera sempre um dos fatores mais determinantes na sobrevivéncia do

nematoide no solo proporcionando a sua reciclagem.

CONCLUSOES

1- O estudo da mobilidade revelou, que a linhagem LPP30 possui
capacidade de se deslocar em busca do hospedeiro, no sentido vertical em
profundidades que vao de 5cm a 20 cm, e no sentido longitudinal, até 60 cm no
perido de tempo avaliado.

2- A avaliagédo da persisténcia no solo, na auséncia e presenca de um
hospedeiro demonstrou que a linhagem LPP30, é capaz de se reciclar e
permancer no solo com a pouplacéo infectiva e viavel por periodos de 12 meses.
Ao passo gue na auséncia de hospdeiro ocorre o declinio da populacao infectiva.

3- No estudo dos métodos de aplicacdo da linhagem LPP30, foi
possivel observar que o meio liquido, se destacou na capacidade de causar morte
em relacdo aos outros métodos avalidados, e que a metodologia, utilizando
lagartas infectadas e protegidas por capsula de gelatina,para a situacdo do

trabalho ndo apresentou resultado eficiente.



102

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, V.S., MOINO JR, A., SANTA-CECILIA, L.V.C., ANDALO, V., SOUZA, G.C.
(2009) Patogenicidade de nematbides entomopatogénicos a cochonilha-daraiz-
do-cafeeiro Dysmicoccus texensis (tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae) em

laboratorio. Arquivos do Instituto Biolégico, Sao Paulo, v.76, n.1, p.67-73.

ALVES, S. B. J. E. M., ALMEIDA, A., MOINO JR., ALVES, L. F. A. (1998) Técnicas
de laboratorio. In: ALVES, S. B. Controle Microbiano de Insetos. Piracicaba:
FEALQ-USP, 1163 p.

BOFF, M. I. C., SMITS, P. H. (2001) Effects of density, age and host cues on the
dispersal of Heterorhabditis megidis. Biocontrol Science and Technology, 11: 505-
514.

CABANILLAS, H. E., RAULSTON, J. R. (1994c) Evaluation of the spatial pattern of
Steinernema riobravis in corn plots. Journal of Nematology, 26: 25-31.



103

CAPINERA, J. L., PELISSIER, D., MENOUT, G. S., EPSKY, N. D., (1988) Control
of black cutworm, Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), with entomogenous
nematodes (Nematoda: Steinernematidae and Heterorhabditidae). Journal of
Invertebrate Pathology 52: 427-435.

CENTRO DE PRODUCOES TECNICAS (2010) Goiaba, fruta tropical que se

destaca entre as demais. Disponivel em http://www.cpt.com.br/rtigos/goiaba-fruta-

tropical-destaca-demais.

DEL VALLE, E.E., DOLINSKI, C.M., SOUZA, R.M. (2008) Dispersal of
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda: Rhabditida) applied to the soil as
infected host cadavers. International Journal of Pest Management , 54: 115-122.

DOLINSKI C., DEL VALLE E.E., STUART R.J. (2006) Virulence of
entomopathogenic nematodes to larvae of guava weevil, Conotrachelus psidii
(Coleoptera: Curculionidae), in laboratory and greenhouse experiments. Biological
Control, 38: 422-427.

FERREIRA, D.F., (2008) SISVAR: um programa para analises e ensino de
estatistica. Revista Symposium, 6: 36-41.

FNP CONSULTORIA e COMERCIO. Goiaba. In: Agrianual (2008): Anuério da
Agricultura brasileira. S&o Paulo, 2008. p. 335-338.

FREITAS, G.A. (2010) Informe Rural Etene, Producéo e area colhida de goiaba no
nordeste, Ano IV Dezembro de 2010. AEPA N° 24, p 18.

GEORGIS R, POINAR JR., G.O. (1983) Effect of soil texture on the distribution
and infectivity of Neoaplectana carpocapsae (Nematoda: Steinernematidae).
Journal of Nematology, 15: 308-311.

GEORGIS, R., POINAR JR., G.O. (1994) Nematodes as bioinsecticides in turf and
ornamentals. In: Leslie, A.R. (ed.) Handbook of integrated pest management for

turf and ornamentals. p. 477-489.


http://www.cpt.com.br/rtigos/goiaba-fruta-tropical-destaca-demais
http://www.cpt.com.br/rtigos/goiaba-fruta-tropical-destaca-demais
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=int.%20j.%20pest%20management&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.tandf.co.uk%2Fjournals%2Fttpm&ei=X0obT6iBMOvgsQK88oTbCw&usg=AFQjCNGwVAlByeHv1XxxrbY5PhfvXDbppQ

104

GEORGIS, R., WOJCIECH, W.F., SHETLAR, D.J. (1989) Use of Steinernema
feltiae in abait for the control of black cutworms (Agrotis ipsilon) and tawny mole
crickets (Scapteriscus vicinus). Florida Entomology, 72: 203—-204.

GLAZER, I. (2002) Survival Biology. In: GAUGLER, R. (ed.). Entomopathogenic
Nematology. New Jersey: Rutgers University, p. 169-187.

GREWAL, L.P.S. (2002) Formulation and application technology. In: GAUGLER,
R. (ed.). Entomopathogenic Nematology. CABI, Wallingford (U.K.) p. 266-284.

GREWAL, P.S., EHLERS, R.U., SHAPIRO-ILAN, D.l.,, 2005. Nematodes as
Biocontrol Agents. CABI.

JAGDALE, G.B., MILDRED, L.C., GREWAL, P.S., LINDQUIST, R.K. (2004)
Application rate and timing, potting medium, and host plant effects on the efficacy
of Stinernema feltiae against the fungus gnat, Bradysia coprophila, in floriculture.
Biological Control, 29: 296-305.

JANSSON, R.K., LECRONE, S.H., GAUGLER, R. (1993) Field efficacy and
persistence of entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernematidae,
Heterorhabditidae) for control of sweetpotato weevil (Coleoptera: Apionidae) in
Southern Florida. Journal of Economy Entomology, 86: 1055-1063.

KAYA, H.K., NELSEN, C.E., (1985) Encapsulation of steinernematid and
heterorhabditid nematodes with calcium alginate: a new approach for insect

control and other applications. Environmental Entomology, 14: 572-574.

KUNG, S.P., GAUGLER, R., KAYA, H.K. (1990) Influence of soil pH and oxygen on

entomopathogenic nematode persistence. Journal of Nematology, 22: 440-445.

LEITE, L.G., TAVARES, FM., GINARTE, C.M.A., CARREGARI, L., BATISTA
FILHO, A. (2007) Nematoides entomopatogénicos no controle de pragas. In:



105

PINTO, NAVA, A.S., ROSSI, D.E., M.M.; MALERBO-SOUZA, D. T. (Eds.). Controle
Biologico de Pragas na Prética. Piracicaba: CP 2, p. 45-53.

LEWIS E.E. (2002) Behavioral Ecology. In: Gaugler R, (ed.). Entomopathogenic
nemathology. Wallingford: CABI, p. 205-224.

LEWIS, E.D., CAMPBELL, J., GRIFFIN, C., KAYA, H., PETERS, A. (2006)
Behavioral ecology of entomopathogenic nematodes. Biological Control, 38: 66-
79.

NAVON, A., NAGALAKSHMI, V.K., LEVSKI, S., SALAME, L., GLAZER, I. (2002)
Effectiveness of entomopathogenic nematodes in an alginate gel formulation

against lepidopteran pests. Biocontrol Science and Technology, 12: p.737-746.

PATEL, M.N., WRIGHT, D.J. (1997) Fatty acid composition of neutral lipid energy
eserves from infective juveniles of entomopathogenic nematodes. Comparative
Biochemistry and Physiology, 118B: 341-348.

PEREZ E.E., LEWIS, E.E., SHAPRIO-ILAN, D.l. (2003) Impact of host cadaver on
survival and infectivity of entomopathogenic nematodes (Rhabditida:
Steinernematidae, Heterorhabditidae) under desiccating conditions. Journal
Invertebret Patholology, 82: 111-118.

PORTILLO-AGUILAR, C.M.G., VILLANI, M.J. TAUBER, C.A., TAUBER & J.P.
NYROP. (1999). Entomopathogenic nematode (Rhabditida: Heterorhabitidae and
Steinernematidae) response to soil texture and bulk density. Environmental
Entomology, 28: p.1021-1035.

SHAPIRO-ILAN, D.l.,, LEWIS, E.E., TEDDERS, W.L. (2003) Superior efficacy
observed in entomopathogenic nematodes applied in infected-host cadavers
compared with application in aqueous suspensions. Journal Invertebrate
Pathology, 83: 270-272.



106

VILLALBA, G.D.A. (2003) Tecnologia y equipos de aspersion para el control de La
broca del café. In: Curso Tecnologia y Equipos de aspersion para El control de la
broca del café. Chinchina (Colombia), p. 400-450.

WHITE, G.F. (1927) A method for obtaining infective nematode larvae from
culture. Science, 66: 302-303.

WILLER, H., YUSSEFI, M. (2007) The world of organic agriculture: Statistics
Andemerging trends. 9. ed. Bonn: IFOAM, 259



107

4. RESUMO

Conhecer biologicamente um organismo entomopatogénico com potencial
para o controle biol6gico de pragas permite desenvolver metodologias para seu
uso mais eficiente. Utilizando fragmentos do gene 18s do nematoide LPP30 e 16s
da bactéria entomopatogénica, contrastados com fragmento de espécies ja
identificadas no Gene Bank chegando-se a conclusdo que a bactéria do isolado
LPP30 encontra-se no cluster compreendido por Photorhabdus luminescens
akhurstii e, a linhagem de nematoide LPP30 estd agrupada ao género
Heterorhabditis. Medidas morfologicas foram realizadas e o valor comparado com
linhagens de Heterorhabditis indica ja identificadas, demonstrando proximidades e
discrepancias de medidas morfometricas dentro dos limites aceitaveis. Foram
feitas multiplicacdes e contagem dos juvenis infectantes produzidos por lagartas
individuais de Galleria mellonella, os resultados mostraram picos de producao de
690.320 mil JIs no segundo dia de coleta e 653 Jis no 5° dia. Foram testadas
diferentes concentragcbes de juvenis infectantes (JIs) contra larvas de C. psidii
0,10, 100, 200, 350, 650, 850 e 1000. Foi observada mortalidade minima e
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méxima variando entre 9% e 100%, nas concentracbes de 0 e 1000 Jls,
respectivamente. Quando foi testado o efeito das temperaturas 16°C, 20°C, 24°C,
28°C e 32°C, tal fator mostrou ser importante, pois nas duas maiores
temperaturas foram obtidos os maiores indices de mortalidade (100%) e na menor
temperatura 16°C apenas.Ao se estudar tempo de exposicdo das larvas de C.
psidii aos JIs de LPP30 1, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, esse fator influenciou no
percentual de mortalidade com pico ocorrendo as 72 horas de contato e
mortalidade variando entre 98% e 100%. Quando o objetivo foi avaliar a
mobilidade vertical e horizontal do nematoide no campo, foram encontrados
indices de mortalidade proximos a 90% nos primeiros 10 cm no sentido
longitudinal com progressiva queda até préximo 60 cm com mortalidades variando
entre 40% e 50% nos sistemas de cultivo na maior distancia. Quando o objetivo
foi avaliar o espago percorrido no sentido vertical as maiores mortalidades
ocorreram nos primeiros 5 cm chegando a 100% nos dois sistemas de cultivo com
progressiva queda até a profundidade de 20cm. Quando foi avaliado o melhor
método de aplicacdo dos juvenis no campo, a aplicacao feita com meio liquido se
destacou nos dois sistemas de cultivo com mortalidade variando entre 79% e
85%, seguido pelo método da esponja embebida com 69% e 75%. Ao se avaliar a
persisténcia dos juvenis infectantes no campo na presenca e auséncia de
hospedeiro foi observado que no intervalo de um ano com a presenca de
hospedeiro a reciclagem dos nematoides proporcionara mortalidade entre 60% e
80% no sistema convencional, e mortalidades entre 70% e 90% no sistema em
conversdo para organico. Por outro lado quando o objetivo foi avaliar a
persisténcia na auséncia de hospedeiros, foram encontradas mortalidades entre
60% como maxima aos 60 dias de observacdo e 10% aos 360 dias de
observacdo no sistema convencional, € no sistema em conversao para organico
foram encontradas mortalidades entre 79% méaxima aos 60 dias de observacao e
10% aos 360 dias. Assim, conclui-se que o estudo de diferentes fatores
relacionados a biologia de um entomopatdégeno, € extremamente importante para
se estabelecer metodologia adequada de sua utilizacdo, sendo necessarios mais
estudos para que os critérios de uso destes agentes sejam mais eficientes tanto

em laboratério como a campo.
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4.1 CONCLUSOES

4- A linhagem LPP30, pertence ao género Heterorhabditis e a espécie
indica e a bactéria simbionte da linhagem LPP30 pertence ao género
Photorhabdus.

5-  Os caracteres morfolégicos de H. indica LPP30, condizem com o0s
de outros Heterorhabditis indica.

6- A producdo acumulada de Jis 1.296.660, foi expressiva, dando
indicativo de que o nematoide aqui estudado possui poténcial para ser usado em
controle bioldgico.

7-  As maiores mortalidades ocorreram nas temperaturas 28°C e 32° A
concentracdo 850 e 1000 Jis foi capaz de controlar 100% das larvas de C.psidii. O
tempo de exposigéo das larvas de C. psidii ao JIs de Heterorhabditis indica foi 60
horas e 72 horas. De uma maneira geral os fatores estudados, interferem no
processo infectivo, sendo nescessario observa-los, ao se optar pelo uso da
linhagem LPP30 no controle bioldgico de C.psidii.

8- O estudo da mobilidade revelou, que a linhagem LPP30 possui
capacidade de se deslocar em busca do hospedeiro, no sentido vertical em
profundidades que vao de 5cm a 20 cm, e no sentido longitudinal, até 60 cm no
periodo de tempo avaliado.

9- A avaliacdo da persiténcia no solo, na auséncia e presenca de um
hospedeiro demonstrou que a linhagem LPP30, é capaz de se reciclar e
permanecer no solo com a pouplacéo infectiva e viavel por periodos de 12 meses.
Ao passo que na auséncia de hospdeiro ocorre o declinio da populagéo infectiva.

10- No estudo dos métodos de aplicagdo da linhagem LPP30, foi
possivel observar que o meio liquido, se destacou na capacidade de causar morte
em relacdo aos outros meétodos avaliados, e que a metodologia, utilizando
lagartas infecctadas e protegida por capsula de gelatina,para a situacdo do

trabalho ndo apresentou resultado eficiente.
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ANEXOS

Relacéo de tabelas com analise de variancia de todos 0s experimentos

Tabela 1. Analise de variancia para variavel mortalidade sob diferentes temperaturas
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FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Epoca 1 225, 000 225, 000 0,399 0,529

Temperatura 4 921350, 000 23037, 500 40,855 0, 000
Reg. Linear 1 760350, 000 76050, 000 134, 867 0, 000
Reg.Quad. 1 11571, 429 11571, 429 20,521 0, 000
Desvio 2 4528, 571 2264, 286 4,015 0,021

Epoca*temperatura 4 2150, 000 537, 500 0,953 0,437

Erro 90 50750, 000 563, 889

Total 99  145275,000

CV(%) 35,71

Tabela 2. Analise de variancia para variavel mortalidade sob diferentes tempos de

exposicao

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Epoca 1 9, 2796 9, 2796 0, 0380 0, 8450

Horas 5 107273, 3983 21454, 6797 88, 7390 0, 0000
Reg. Linear 1 97107, 7695 97107, 7695 401, 6500 0, 0000
Reg. quad 1 6342, 8869 6342, 8869 26, 2350 0, 0000
Desvio 3 3822,7419 1274, 2473 5, 2700 0, 0020

Horas*época 5 601, 8426 120, 3685 0, 4980 0,7772

Erro 108 26111, 3560 241,7718

Total 119 133995, 8766

CV (%) 24,02

Tabela 3. Analise de varidncia para variavel mortalidade sob diferentes concentragdes

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Epoca 1 1000,1000 1000, 1000 4,6960 0,0319

Concen. 7 185645,0780 26520, 7254 124,5290 0, 0000
Reg. Linear 1 154761,4579 154761, 4579 726,6900 0, 0000
Reg. quad 1 19369,2018 19369, 2018 90, 9490 0, 0000
Desvio 5 11514,4182 2302, 8837 10,8130 0, 0000

Concen*época 7 889, 0445 127, 0064 0,5960 0, 7581

erro 144 30667, 3339 212,9676

Total 159 218201,5564

CV(%) 24,15
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Anova para profundidade

FV GL 5Q Qam Fc Pr=Fc
Sistema 1 222 2444 222, 2444 0, 6280 0,4312
Epoca 1 1388,9444 1388,0444 3,9220 0, 0520
Sistema*época 1 55, 5444 55, 5444 0, 1570 0, 6934
Profundidade (Sistema) 5} 63558,6446 10593,1074 29,9100 0, 0000
Profundidade (Conven.) 3 35334,9334 11778, 3111 33,2570 0, 0000
Reg. quad 1 28800, 4800 28800, 4800 81,3190 0, 0000
Reg. quad 1 5445 2223 5445 2223 15, 3750 0, 0000
Desvio 1 1089,2311 1089, 2311 3, 0750 0, 0840
Profundidade (Org.) 3 28223,7112 9407,9037 26, 5640 0, 0000
Reg. quad 1 27223,3111 27223,3111 76, 8660 0, 0000
Reg. quad 1 444 7556 444 7556 1, 2560 0, 2670
Desvio 1 555, 6444 555, 6444 1, 5690 0,2150
Epoca‘g{gjmgngLSistema) 5] 777,7556 129, 6259 0, 3660 0, 8978
Erro 64 22666,5336 354, 1646
Total 79 88669,6671
CV(%) 27 54

Anova para Distancia
FV GL 5Q Qam Fc Pr=Fc
Sistema 1 2116, 2760 2116, 2760 41,0540 0, 0000
Ano 483, 9560 483, 9560 9,3880 0,0030
Sistema*Ano 1 235, 1009 235, 1009 4,5610 0,0358
Distancia (Sistema) 8 46536, 3130 5817, 0391 112, 8470 0, 0000
Distancia (Convencional) 4 33375,7218 8343, 9305 161, 8670 0, 0000
Reqg. Linear 1 297429271 29742, 9271 576, 9930 0, 0000
Reg. Quad 1 2094, 6884 2094, 6884 40, 6360 0, 0000
Desvio 2 1538, 1064 769, 0532 14,9190 0, 0000
Distancia (Orgéanico) 4 13160, 5911 3290, 1478 63,8270 0, 0000
Reqg. Linear 1 10660, 9117 10660, 9117 206, 8150 0, 0000
Reg. Quad 1 2144, 8486 2144, 8486 41,6090 0, 0000
Desvio 2 354, 8309 177, 4154 3,4420 0,0370
Ano*Distancia(Sistema) 8 138,6187 17,3273 0, 3360 0,9494
Erro 80 4123, 8494 51, 5481
Total 99 53634, 1140

CV(%) 941




Anova para persisténcia 30 dias

133

FV GL sQ QM Fc PF
Sistema 1 67,5000 67, 5000 0,3510 0,55
Epoca 1 5740, 8333 5740, 8333 29, 8800 0, 00
Sistema*época 1 9540, 8333 9540, 8333 49,6580 0, 00
Dias (sistema) 22 30931, 6667 1405, 9848 7,3180 0, 00
Dias (conve) 11 15258, 3333 1387, 1212 7,2200 0, 00
Reg Linear 1 64, 6504 64, 6504 0, 3360 0, 56.
Reg quad 1 9109, 0926 9109, 0926 47,4110 0, 00
Desvio 9 6084, 5304 6786, 0656 3,5190 0, 00
Dias (org) 11 15673, 3333 1424, 8485 7,4160 0, 00
Reg Linear 1 308, 9510 308, 9510 1,6080 0,20
Reg quad 1 11048, 5781 11048, 5781 57,5060 0, 00
Desvio 9 4315, 8042 479, 5338 2, 4960 0, 00!
Epocadias (sistema) 22 4578, 3333 208, 1061 1,0830 b, 36
Erro 432 83000, 0000 192, 1296
Tofal 479 133850, 1667
CV(%) 22,90
Anova para persisténcia

FV GL sQ QM Fc Pr=Fc
Sistema 1 2041, 6667 2041, 6667 5,9800 0,0153
Ano 1 2343, 7500 2343, 7500 6, 8640 0, 0094
Ano*Sistema 1 93, 7500 93, 7500 0,2750 0, 6008
Dias (Sistemna) 10 106604, 1667 10660, 4167 31,2220 0, 0000
Dias (Convencional) 5 50729, 1667 10145, 8333 29,7150 0, 0000
Reg. Linear 1 49801, 7857 49801, 7857 145, 8600 0, 0000
Reg. Quad. 1 95,2381 95, 2381 0,2790 0, 5980
Desvio 3 832, 1429 277,3810 0,8120 0,4880
Dias (Organico) 5 55875, 0000 11175, 0000 32,7290 0, 0000
Reg. Linear 1 53444 6429 53444 6429 156, 5290 0, 0000
Reg. Quad. 1 2263, 3929 2263, 3929 6, 6290 0,0110
Desvio 3 166, 9643 55,6548 0, 1630 0,9220
Ano*dias (Sistema) 10 2000, 0000 200, 0000 0, 5860 0, 8248
Erro 216 73750, 0000 341, 4352
Total 239 186833, 3333

CV(%) 51,57




Anova para persisténcia 60 dias
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FV GL SQ QM Fc Pr=Fc
Sistema 1 2041, 6667 2041, 6667 5, 9800 0,0153
Ano 1 2343, 7500 2343, 7500 6, 8640 0, 0094
Ano™Sistema 1 93, 7500 93, 7500 0,2750 0, 6008
Dias (Sistema) 10 106604, 1667 10660, 4167 31,2220 0, 0000
Dias (Convencional) 5 50729, 1667 10145, 8333 29,7150 0, 0000
Reg. Linear 1 49801, 7857 49801, 7857 145, 8600 0, 0000
Reg. Quad. 1 95, 2381 95, 2381 0,2790 0, 5980
Desvio 3 832, 1429 277,3810 0,8120 0, 4880
Dias (Orgéanico) 5 55875, 0000 11175, 0000 32,7290 0, 0000
Reg.Linear 1 53444 6429 53444 6429 156, 5290 0, 0000
Reg. Quad. 1 2263, 3929 2263, 3929 6, 6290 0,0110
Desvio 3 166, 9643 55,6548 0, 1630 0,9220
Ano™dias (Sistema) 10 2000, 0000 200, 0000 0, 5860 0, 824
Erro 216 73750, 0000 341,4352

Total 239 186833, 3333

CV(%) 51,57
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ANEXO 2

Fotos de macho em microscopia de varredura
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Fotos de fémeas hermafroditas em microscopia de varredura



136

SHm BOE046 XS5, 000 SEml 0eE038
{

15kV %5,8800 Sem 880833 20kVU X7S@ 10rn BOBOS ’ \ Sern 000090008

Fotos de fémeas anfimiticas em microscopia de varredura
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Fotos de juvenis em microscopia de varredura
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