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RESUMO

COSTA, FELIPE SILVA; M.Sc. Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Margco de 2014. Isolamento e Caracterizagao biolégica de nematoides
entomopatogénicos (Rhabditida) do manguezal do estuario do Rio Paraiba
do Sul, RJ. Orientador: Prof? Claudia de Melo Dolinski. Professores conselheiros:
Ricardo Moreira de Souza; Dr. Vicente Martins Gomes e Dra. Inés Ribeiro
Machado.

Os manguezais possuem uma fauna e flora associada tipica, formando ambientes
altamente diversos e de elevada importancia ecoldgica e socioeconémica. Para
caracterizar  biologicamente as  espécies nativas de  nematoides
entomopatogénicos (NEPs) em areas de manguezais do Norte Fluminense, foram
realizados quatro experimentos. O primeiro constou no isolamento de NEPs a
partir de colocagdo de armadilhas grade de aco com 20 larvas de Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) no solo a 5 cm de profundidade em 10
pontos distribuidos em zonagdo para cada uma das cinco areas amostradas ao
longo do manguezal. Foram isolados quatro NEPs (Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp.
LPP40). As linhagens de nematoides entomopatogénicos isolados pertencem

ao género Heterorhabditis por apresentar como primeira geragao no hospedeiro a
forma hermafrodita e JIs com presenca de uma projecao na extremidade anterior.
Foram realizados também testes de salinidade em solugcdo M9 com diferentes
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concentragbes de NaCl em placas de Petri com solo. Os NEPs utilizados neste
experimento foram os quatros isolados do manguezal e a espécie H.
bacteriophora HP88. Houve diferencas significativas de médias de sobrevivéncia
quando a espécie de H. bacteriophora HP88 foi submetida a uma concentragao
de 18g de NaCl. Foram analisadas também as médias de sobrevivéncia dos
isolados Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis
sp. LPP39 e Heterorhabditis sp. LPP40 e da espécie H. bacteriophora HP88 em
solos esterilizados provenientes de cinco areas do manguezal de Gargau. A
variavel numero de NEPs da espécie H. bacteriophora HP88 apresentou
diferencas significativas das médias por redugdo de sobrevivéncia quando
submetido em solos tipicos de manguezais. Foi avaliada também a média de
producao de juvenis infectantes (JIs) por emergéncia de cadaveres de larvas de
Galleria mellonella em 20 repeticdes com médias de 247.900 para Heterorhabdlitis
sp.LPP37, 116.200 para Heterorhabditis sp. LPP38, 34.650 para Heterorhabditis
sp. LPP39, 137.050 para Heterorhabditis sp. LPP40 e 139.070 para H.
bacteriophora HP88. A producédo de Jls foi expressiva, houve diferengas
significativas entre as médias dos isolados quando multiplicados em larvas de G.

mellonella.

Palavras-chave: Nematoda, salinidade, progénie, biodiversidade, Heterorhabditis.
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ABSTRACT

COSTA, FELIPE SILVA ;M.Sc. Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March, 2014. Biological characterization and isolation of
entomopathogenic nematodes (Rhabditida ) of mangrove of river estuary
Paraiba do Sul, RJ . Advisor: Prof. Dr. Vicente Martins Gomes and Dr. Inés
Ribeiro Machado.

Mangroves have a typical associated fauna and flora forming a highly diverse,
ecological and socioeconomic important environment. To biologically characterize
the native species of entomopathogenic nematodes (EPNs) in mangrove areas in
North part of Rio de Janeiro state, four experiments were performed. The first
consisted in isolating EPNs by placing steel grid traps with 20 larvae of Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) at 5 cm depth in the soil in 10 points
distributed in the five zoning for each of the five areas sampled along the
mangrove. Four EPNs (Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38,
Heterorhabditis sp. LPP39 and Heterorhabditis sp. LPP40) were isolated. The
isolated strains of entomopathogenic nematodes belonged to Heterorhabditis
genus since they presented hermaphrodite in the first generation infecting the host
and their infective juveniles had a tooth in the anterior end. Tests of salinity in M9
buffer solution with different NaCl concentrations in Petri dishes with soil were also

conducted. EPNs used in this experiment were the four isolates from the
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mangrove and the species H. bacteriophora HP88. There were significant
differences in the average survival when H. bacteriophora HP88 was subjected to
a concentration of 18g NaCl. The average survival of Heterorhabditis sp. isolates
were also analyzed in sterile soils from five areas of Gargau mangrove. H.
bacteriophora HP88 showed significant difference on average survival when
subjected to typical mangrove soils. The average production of infective juveniles
(IJs) was also evaluated. The average number of |Js, significant differences
between the means of the isolated in Galleria mellonella larvae. 247.900 for
Heterorhabditis sp. LPP37, 116.200 for Heterorhabditis sp. LPP38, 34.650
Heterorhabditissp. LPP39, 137.050 for Heterorhabditis sp. LPP40 and 139.070 for

H. bacteriophora HP88. Significant differences between the means of production.

Keywords: Nematoda, salinity, progeny, Biodiversity, Heterorhabditis.
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1. INTRODUCAO

O ecossistema de manguezais possui elevada importancia ecoldgica e
socioeconOmica. Este ecossistema representa 8% de toda a linha de costa do
planeta e um quarto da linha de costa da zona tropical, perfazendo um total de
181.077 km? (Souza Filho, 2005). O Brasil &€ o segundo pais em extensio de
areas de manguezais (13.400 km?), atrads apenas da Indonésia, que apresenta
cerca de 42.550 km? distribuidos ao longo de seus arquipélagos (Spaldinget al.,
1997).

Os manguezais possuem uma fauna e flora tipicas associadas, criando
ambientes altamente especificos. Os mangues desempenham um importante
papel ecoldgico nas costas tropicais e proporcionam fonte de renda para diversos
pescadores e catadores de crustaceos. Ao mesmo tempo, 0s manguezais sao
considerados berco de diversas espécies de animais, porque oferecem refugio e
alimento nas etapas iniciais do ciclo de vida de muitas espécies, etapas essas
essenciais para a manutencao das espécies (Lara-Dominguez & Yanes-Arancibia,
1999).

No ecossistema de manguezais ha pouca diversidade de espécies
vegetais, mas apesar desta caracteristica, esta baixa diversidade de flora
contribui com a composigdo paisagistica tipica de mangue o que, segundo
Ukpong (1995), parece estar relacionada com determinadas caracteristicas
quimicas e granulométricas dos solos nesse ecossistema.

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) sédo representados por dois
géneros, Heterorhabditis Poinar e Steinernema Travassos. Ambos sdo patégenos
obrigatérios de insetos. Esses nematoides possuem uma associagéo simbionte
com bactérias patogénicas dos géneros Xenorhabdus Thomas & Poinar e

Photorhabdus Boemare, Louis & Kuhl, associadas respectivamente aos
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nematoides dos géneros Steinernema e Heterorhabditis (Poinar, 1990). Os NEPs
possuem habilidade de localizar e entrar no corpo de insetos hospedeiros atraves
de aberturas naturais ou até mesmo através da perfuracao de sua cuticula.

A variabilidade de fatores ambientais em manguezais oferece inumeros
nichos disponiveis para diferentes espécies, compostos por diferentes niveis
troficos e caracteristicas morfoldgicas, demonstrando uma forte relagéo entre a
diversidade morfologica e a plasticidade ecoldgica (Pinto et al., 2012). Ha uma
grande variedade de estudos e pesquisas relacionadas a diversidade de
nematoides de vida livre em diferentes microambientes de manguezais, mas néo
ha relatos e dados de NEPs em areas de mangue.

E fundamental conhecer a diversidade de espécies de NEPs nativos, visto
que para estudos de controle de pragas na agricultura, estes ja estdo adaptados
as caracteristicas locais. O manejo biolégico de pragas com NEPs pode ser uma
alternativa para substituir o uso de inseticidas, visto que NEPs sao extremamente
virulentos a diferentes espécies de insetos praga, ndo sdo patogénicos a outros
animais e também n&o causam impacto ao ambiente (Glaugler & Han, 2002).

Assim sendo, o objetivo do trabalho foi conhecer um pouco da diversidade
de NEPs em areas de manguezais do Norte Fluminense, bem como caracterizar a
presenca destes nematoides com os fatores abiodticos (nivel de pH, matéria
organica, porcentagem de carbono e granulometria do solo) especificos de
manguezais. Objetivou-se também isolar os NEPs e caracterizar alguns aspectos
da sua biologia, como seu potencial reprodutivo e sua sobrevivéncia em

diferentes concentragdes de salinidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21. Manguezais

O ecossistema de manguezais consiste em um habitat particular. Ele
representa uma unidade morfofuncional, componente de um sistema costeiro de
areas tropicais e subtropicais de suma importancia pelas diversas fungbes que
desempenham, como a manutencdo das caracteristicas fisicas da costa, a
prevencéo de erosdes e suas estruturas. Desempenha também um papel de alta
importancia na diversidade biolégica por sua alta produtividade e protegao de
diferentes espécies (Lara-Dominguez & Yafnes-Arancibia, 1999).

Os manguezais séo areas de sedimentos lamosos ndo consolidados, com
pouca declividade e em geral associados as baias, as lagunas, aos estuarios e
aos deltas. O substrato do manguezal apesar de ser rico em matéria orgéanica e
nutriente, € hipersalino e hipéxico. Assim, as plantas desenvolveram adaptacdes
para esse ambiente, como as lenticelas que possibilitam trocas gasosas
diretamente com o ar, raizes radiais e de suporte para dar sustentabilidade no
sedimento lamoso, viviparidade para assegurar o sucesso reprodutivo e
adaptacdes fisioldgicas para suportar a grande variacéo de salinidade (Schaeffer-
Novelli, et al., 2004). Em todo territorio brasileiro estes ecossistemas sé&o
caracterizados por zonas de elevada produtividade bioldgica, fertilizando as aguas
costeiras pela transformacdo da serapilheira produzidas nestes bosques em
particulas de detritos, os quais sdo exportados para sistemas costeiros adjacentes
e utilizados como alimento por um grande numero de organismos (Adaime, 1987).

A grande diversidade de vegetagdo de manguezais se desenvolve sobre
solos caracterizados por uma grande variabilidade granulométrica de sedimentos,
0 que tem aumentado o interesse de pesquisadores a respeito da relagdo dessa
vegetacdo com as propriedades fisico-quimicas do solo (Ukpong, 1994; Ukpong &
Areola, 1995).
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No Brasil, existem trés espécies principais de vegetais de manguezais, o
Rhizophoramangle ou mangue-vermelho, caracteristico de solos lodosos, com
raizes aéreas. O Laguncularia racemosa ou mangue-branco, encontrado em
terrenos mais altos, de solo mais firme, associado a formagdes arenosas. O
terceiro tipo € representado pela Avicennia schaueriana ou mangue-preto. Assim
como a Laguncularia, possui raizes radiais, mas com pneumatoforos (estruturas
que auxiliam na troca gasosa) mais desenvolvidos e em maior numero (Schaeffer-
Novelli, et al, .2004). Ha outras vegetacdes instaladas ao longo do manguezal n&o
nativas.

Segundo Schaeffer-Novelli et al. (2004), as espécies de vegetais de
manguezais estdo distribuidas em zonas distintas, desde uma regido mais

alagada a mais elevada (Figura 1).

T T T T Ponto atingido

pel mare de tempestade
Ponto atingido Ponto atingido  popio atingido
pela marebarxa pelamaréalta | da agé de equingcio

= 55{’“ Zona | | Zona Il |Zona m[ Zona IV |

Figura 1. Desenho esquematico da zonagao horizontal de um manguezal. Em A,
Pontos de baixa e alta maré. Em B, vegetacdo de manguezal distribuidas em
zonas I, II, lll e IV. Fonte: Adaptado de Lim et al. (2001)
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A zona | ou zona externa sofre inundacdo frequente de marés. O
sedimento é areno-lodoso com grande quantidade de matéria organica. Nessa
faixa se encontra predominantemente o mangue-vermelho. A zona Il ou zona
interna é dominada pelas espécies de mangue-preto e mangue-branco com
sedimentos mais arenosos, e a zona lll ou zona de apicum é atingida somente em
marés com grande amplitude, como as de sizigia que ocorrem nas luas nova e
cheia, quando os efeitos lunares e solares reforcam uns aos outros, produzindo
as maiores marés altas e as menores marés baixas. O sedimento é arenoso e
hipersalino, por isso é desprovida de vegetacdo. Na zona IV ou zona de transi¢céo
€ o limite entre o ecossistema de manguezal e o terrestre. A salinidade tende a
zero, é um terreno mais alto que nao sofre inundacéo pela agado das marés e com
sedimento arenoso. Essa zona apresenta caracteristicas mistas entre o
manguezal e o continente (Schaeffer-Novelli, 2004).

O fluxo das marés em manguezais é considerado semidiurno, com subida
e descida que ocorrem duas vezes ao dia durante um periodo de
aproximadamente 6,2 horas. Inclui também um sistema de macromarés (4 a 5
metros de altura maxima) com o ciclo total de 24,5 horas (Schweudenmann,
1998). Segundo Figueira (2002), a temperatura do ar oscila entre 25 e 30°C ao
longo do ano. O mesmo ocorre para os valores de pH do solo que variam, entre 6
e 7. A salinidade apresenta maior flutuacao, atingindo valores de 5 a 35 g/kg.

Ao contrario do que ocorre com os vegetais, a fauna de mangues néo é
restrita, sendo composta por mamiferos, aves, peixes, crustaceos, insetos e
moluscos de diversas espécies. Por conta do stress devido a forca das marés, o
ambiente de manguezais n&o apresenta grande diversidade, em contrapartida
tem uma alta produtividade primaria, abundancia e biomassa (Schaeffer-Novelli,
2004).

O manguezal de Gargau, juntamente com o de Atafona, € considerado um
dos maiores da regido Norte Fluminense do Estado do Rio de janeiro, com
aproximadamente 800 hectares, constituido por Avicennia germinans,
Laguncularia racemosa e Rizophora mangle (Bernini & Rezende, 2004).
Entretanto, as espécies de vegetais nos manguezais do rio Paraiba do Sul néo
possuem padrdo de zonacdo definidos e nem desenvolvimento estrutural
significativo em relacdo aos outros manguezais do litoral fluminense (Bernini, et
al., 2003).
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2.2. Nematoides

Os nematoides estdo incluidos no filo Nematoda, também chamado
Nemata, que reune animais triblasticos, pseudocelomados, com simetria bilateral,
de corpo cilindrico, alongado e afilado nas extremidades. O tamanho pode variar
de menos de um milimetro de comprimento a mais de 12 metros. Diversas
especies sdo endoparasitas de plantas e de animais. A maioria dos nematoides,
no entanto, é de “vida livre” e habita ambientes diversos como solos umidos e
ricos em matéria organica, rios, lagos e oceanos. H4 mais de 24 mil espécies
desse Filo descritas na literatura. Isso coloca o Filo Nematoda em segundo lugar
no numero de espécies, a frente dos moluscos e atras apenas dos artropodes
(Amabis & Martho, 2009). Estima-se que existam 10° espécies de nematoides,

dentre as quais somente 26.000 s&o conhecidas atualmente (Blaxter, 2003).

2.2.1. Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

Os NEPs pertencem aos géneros Heterorhabditis e Steinernema e sao
considerados parasitas obrigatérios de insetos. Estes géneros de nematoides
apresentam associacdo simbionte com bactérias patogénicas, género
Xenorhabdus sp. associado a Steinernema e Photorhabdus sp. a Heterorhabditis
(Poinar, 1990). Esses nematoides possuem forma cilindrico-alongada, sem
segmentacédo e auséncia de apéndices, sdo patdogenos obrigatérios capazes de
colonizar alguns invertebrados. Apresentam certas adaptagbes como: ser letais a
insetos, possuir associagao simbionte com bactérias entomopatogénicas e o seu
terceiro estadio (J3), também chamado de juvenil infectante (JI), ter a capacidade
de penetrar nos insetos e de sobreviver no solo por tempo limitado (Akhurst &
Boemare, 1990; Sudhaus, 1993). Os JIs, considerados como unica fase de vida-
livre dos NEPs, entram no hospedeiro a partir das suas aberturas naturais, boca,

anus e espiraculos, mas em algumas situacoes, estes juvenis também podem
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perfurar a cuticula. Assim que os Jls atingem a hemocele do inseto, ocorre a
liberacao das bactérias simbiontes que causarao infeccao e morte do hospedeiro.
Estas mesmas bactérias apds proliferarem servem de base para a nutricdo dos
nematoides e para defesa contra invasores secundarios (Poinar, 1990). O ciclo de
vida dos NEPs se inicia quando os juvenis infectantes (J3) penetram no corpo do
inseto hospedeiro, em seguida as bactérias séo liberadas em sua hemolinfa e se
multiplicam rapidamente, causando septicemia e morte do hospedeiro (Grewal et
al.,2001).

Ao penetrarem no hospedeiro os JIs de Steinernema spp. passam ao
ultimo estadio juvenil (J4) e posteriormente a adultos de primeira geracéo
(machos e fémeas). Enquanto que, nos Heterorhabditis spp. os adultos da
primeira geragdo sao hermafroditas e a progénie destes hermafroditas €
composta de machos e fémeas (Adams & Nguyen, 2002). Dentro do inseto
cadaver, ocorrem de duas a trés geragcdes e quando as reservas de alimentos se
estinguem, os nematoides se desenvolvem em Jls, que saem do corpo do inseto
cadaver e vao para o ambiente em busca de novos hospedeiros (Grewal et
al.,2001). Antes dos Jls deixarem o cadaver, as bactérias simbiontes sao
apreendidas na vesicula especializada nos NEPs do género Steinernema, ja para
as espécies pertencentes ao género Heterorhabditis, as bactérias simbiontes sao
apreendidas e armazenadas na regido anterior do intestino dos JIs, que néo
possui vesicula (Adams & Nguyen, 2002). Outra caracteristica apresentada pelos
NEPs de suma importancia esta relacionada a sua capacidade de dispersao e
busca pelo hospedeiro. Estes nematoides s&do atraidos por subprodutos das
atividades metabodlicas do hospedeiro, como a respiracdo, que ocasiona em
diferentes teores de CO; (Zuckerman & Jansson, 1984; Gaugler et al., 1989). Em
relacdo ao tipo de movimento e comportamento, os NEPs classificam-se em
“ambusher” ou “cruiser’. Um exemplo tipico “ambusher”, Steinernema
carpocapsae Weiser, caracteriza-se por ficar parado sobre a cauda na superficie
do substrato, aguardando a aproximagédo do hospedeiro. Este tipo de
comportamento € conhecido como nictagcdo, que permite aos NEPs alcancarem
outros substratos ou hospedeiros mediante movimentos sincronizados e
ondulatérios do corpo (Ishibashi & Kondo, 1990). Heterorhabditis bacteriophora

Poinar e Steinernema glaseri Steiner sdo exemplos tipicos de “cruiser”, pois sao
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moveis e buscam os hospedeiros em resposta aos fatores quimio-atraentes (Kaya
& Gaugler, 1993).

Em relacdo a busca por NEPs em &reas de manguezais, que é um
ambiente extremamente criptico, € importante conhecer seu comportamento e
tolerancia. Os NEPs, por serem natural do solo, sofrem influéncia de
caracteristicas deste habitat, como tamanho dos poros, umidade, concentragao
de gas oxigénio, temperatura e pH (Barbercheck, 1992). As relagbes de todos
estes fatores abidticos podem afetar desde a sobrevivéncia até a capacidade de
infeccdo dos NEPs (Kaya, 1990). Alguns NEPs podem apresentar tolerancia a
temperaturas extremas, mas ha possibilidade que a baixa taxa de umidade do

solo altere sua capacidade de deslocamento e persisténcia (Kung et al., 1991).

2.2.1.1 Familia Steinernematidae (Chitwood e Chitwood)

Segundo Kaya & Gaugler (1990), Steiner descreveu o primeiro NEP obtido
na Alemanha em 1923, como Aplectana kraussei. Em 1927, Travassos
estabeleceu o género Steinernema para abrigar esta espécie. Entdo, Steiner
(1929) apud Glaugler e Kaya (1990) criou o género Neoaplectana, mas nao
estabeleceu caracteristicas que o distinguisse claramente do género
Steinernema. Filipjev, em 1934, observando a semelhanca entre os dois géneros,
criou a subfamilia denominada Steinernematinae, que logo depois foi elevada a
condicao de familia por Chitwood & Chitwood, em 1937. Os dois géneros foram
admitidos como validos, mas as espécies até entdo descritas ja estavam incluidas
em Neoaplectana. Isso prevaleceu por décadas. Em estudos posteriores
concluiram nao existir diferencas em relacao a Neoaplectana quanto ao niumero e
arranjo das papilas labiais e, em razdo disso, propuseram que Neoaplectana
passasse a ser considerado sinbnimo de Steinernema (Wouts et al., 1982). Este
tipo de preposicdo proporcionou inevitavel confusdo no ambito dos estudos
envolvendo esse grupo de NEPs. Atualmente, os especialistas utilizam o género

Steinernema para classificar as espécies de Steinernematidae (Ferraz, 1998).
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2.2.1.2 Familia Heterorhabditidae (Poinar)

A familia Heterorhabditidae Poinar 1976 contém um Unico género,
Heterorhabditis, com a espécie tipo H. bacteriophora.

Segundo Adams & Nguyen (2002), o ciclo de vida das espécies do género
Heterorhabditis € semelhante aos representantes do género Steinernema, a
diferenca ocorre quando no primeiro ciclo dentro do hospedeiro a primeira
geracao formada € hermafrodita, e os machos e as fémeas s6 aparecem na

segunda geracao.

2.3. Identificagao e isolamento de nematoides entomopatogénicos

Ha diversas pesquisas e trabalhos publicados relacionados com a
distribuicdo dos nematoides de vida livre em estuarios de manguezais. Os
nematoides de manguezais, em especial sdo marinhos, dominam a meio-fauna,
constituindo cerca de 80% da fauna, distribuidos em predadores, onivoros,
alimentadores de vegetais, dendritos e depdsitos (Coull, 1985). Atualmente nao
ha dados e pesquisas relacionados a ©presenca de nematoides
entomopatogénicos em areas de manguezais.

As espécies de NEPs estdo distribuidas em uma grande diversidade de
areas geograficas, de solos e em diferentes ambientes, adaptadas a grandes
numeros de hospedeiros por coevolu¢cdo. Os NEPs tém sido isolados de solos em
diferentes ecossistemas do mundo, desde articos até tropicais, apresentando um
vasto leque de hospedeiros (Poinar, 1990; Hominick et al., 1996). No Brasil, a
primeira identificacdo e descricdo taxondémica de um isolado similar a
Heterorhabditis foi realizada por Pereira, (1927) que o identificou como Rhabditis
hambletoni. Contudo, nunca foi aceito como Heterorhabditis, apesar do artigo
descrever em detalhes seu ciclo de vida e ser muito similar a Heterorhabditis.

Este era o unico registro até recentemente, quando H. amazonensis proveniente
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do Amazonas foi descrito por Andal6 et al., (2006). O interesse por nematoides
entomopatogénicos ressurgiu no Brasil como uma alternativa no controle biolégico
de pragas de solo. Varios isolamentos do género Heterorhabditis foram realizados
por Molina (2005) em Lavras-MG no Campus universitario UFLA. Também foram
isolados NEPs provenientes do solo de Monte Negro (RO), linhagens de
nematoides que foram identificadas como pertencentes a duas espécies do
género Heterorhabditis (Rhabditida): Heterorhabditis baujardi e Heterorhabditis
indica (Dolinski et al., 2008). Todas essas linhagens foram isoladas a partir do uso
de armadilhas com hospedeiros vivos no solo (Woodring & Kaya, 1988). Outra
espécie isolada no Brasil foi Steinernema brasiliensis Leite, proveniente de uma
reserva natural em Porto Murtinho, MT.

Também foram isolados e identificados nematoides entomopatogénicos da
espécie Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar & David, 1992, a linhagem H.
indica LPP 30. A linhagem H. indica LPP 30 foi isolada de uma propriedade
localizada no municipio de Campos dos Goytacazes, estado do Rio de Janeiro,
utilizando-se como armadilha lagartas vivas de Galleria mellonella L. de 6° instar
(Lepidoptera: Pyralidae) (Kaya e Stok, 1997; Minas, 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Este estudo foi desenvolvido no estuario secundario do Rio Paraiba do Sul,
no norte do Estado do Rio de Janeiro, mais especificamente em Gargau,
comunidade situada no municipio de Sao Francisco de Itabapoana (21°36°00”S e
41°03’00”"W), onde se localiza o maior manguezal do norte fluminense. O clima
predominante é do tipo Aw (quente e Umido com chuvas de verédo), com
temperatura média minima de 18°C e média maxima de 24°C. A precipitacado
média anual encontra-se entre 1.000 e 1.250 mm (SILVA, 2001) (Figura 2).

Os experimentos de isolamento e identificacdo dos NEPs foram conduzidos
no Laboratério de Entomologia e Fitopatologia (LEF), pertencente ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes — RJ.
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Figura 2. Mapa da imagem aérea do Delta Paraiba do Sul localizado no municipio

de Sao Francisco de Itabapoana. Areas de manguezais. Fonte: Silva, 2011.
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3.2 Criagao de Galleria mellonella

Larvas de G. mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) foram criadas em
laboratorio a partir de dieta artificial (400 g de farelo de trigo, 200 g de leite em pé
desnatado, 120 g de levedo de cerveja, 200 g de gérmen de trigo, 153 mL de mel
e 82 mL de glicerina) e mantidas em temperatura controlada a 30° C. Na fase
adulta, os insetos foram mantidos em potes cilindricos de vidro (20 cm de altura X
14cm de didametro) com tampa de PVC. Na base da tampa de cada recipiente, foi
adicionado papel (Formato: 105 x 148 mm. Gramatura: 75mg/m) para ovoposigé&o.
Os pedacos de papel contendo os ovos foram recortados e transferidos para
potes plasticos com capacidade de 1000 mL, forrados com papel filtro (Whatman
N°1) umedecido com agua destilada. Apds este procedimento, os potes foram
transferidos para camara de germinagéo (BOD) a 25°C, 80% UR por 24 horas.
Depois deste periodo, os pedagos de papel recortados foram transferidos para
potes plasticos (20 cm de comprimento X 10 cm de altura X 18 cm de largura)
forrados com papel A4 (75mg/m) contendo dieta artificial para manutencéo dos
insetos, desde a eclosdo até a fase imago (desenvolvimento holometabolo).
Larvas de G. mellonella no sétimo instar foram coletadas para multiplicacdo dos
NEPs. Os adultos foram recolhidos e transferidos para potes de vidro, para

manutengao da criagao dos insetos.

3.3 Colocacao das armadilhas a campo e caracterizagado das areas

Foram estabelecidos 12 pontos distribuidos para cada area na Zona Il do
manguezal. Foram escolhidas cinco areas separadas por 1,5 km ao longo do
manguezal. Estes pontos foram distribuidos a partir de um esquema de
amostragem ao longo de um transecto, marcados, numerados e posicionados
geograficamente desde o nivel de baixa e alta maré (ponto onde ha inundacgéo)
até um plano mais alto dos bosques dos manguezais (ponto n&o inundado). A
colocagéo das armadilhas nado foi adicionada na Zona | devido a constancia de
alagamento, no que decorre na morte das larvas de G. mellonella no interior das

armadilhas. A verificacdo da altura das marés e fase lunar foram analisadas pelo
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Banco Nacional de dados Oceanograficos da Marinha do Brasil (BNDO) no dia
das colocacgbes e coletas das armadilhas. As lagartas de G. mellonella no sétimo
instar foram colocadas em um envelope de grade em aco (malha 1 mm x 1 mm,
com 10 cm de altura e 7 cm de largura) baseado em Lara (2006). Em cada
armadilha foram adicionadas 20 larvas de G. mellonella com massa média de 250
mg . Estas armadilhas foram colocadas no solo a 5 cm de profundidade no centro
de cada parcela e cobertas por solo. Apds 48 horas da adigdo das armadilhas, as
mesmas foram retiradas, acondicionadas em sacos plasticos (modificado a partir
de Kaya & Stock, 1997) e transportadas para o laboratério de Nematologia da
UENF para isolamento de nematoides entomopatogénicos. Em cada ponto
aplicado, foram recolhidas amostras de solo (300g) e enviadas ao Centro de
Analise do Solo da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) para
analise granulométrica e quimica (teor de matéria organica, porcentagem de

carbono e pH).

3.4 Isolamento dos nematoides entomopatogénicos.

Apds 48 horas da colocacédo das armadilhas com larvas de G. mellonella
no manguezal, as larvas mortas foram retiradas das armadilhas e observadas
buscando-se cadaveres com a coloragédo uniforme caracteristica de infecgao por
NEPs. Em seguida, os cadaveres foram lavados em uma solugéo de hipoclorito
de sodio (1%), em seguida em uma solucao de sulfato de cobre (1%) e agua
destilada para prevencédo de contaminagao por outros nematoides ou por fungos
existentes na cuticula do cadaver. Os cadaveres recolhidos foram mantidos em
placas de Petri (5 cm de diametro) com papel filtro no fundo, por trés dias, em
camara de germinacdo (BOD) a 25°C e 80% UR. Para as amostras que foram
positivas para o isolamento de NEPs (vide resultados). Ap6s este periodo, os
cadaveres foram transferidos para placas de coleta de nematoides denominadas
“armadilhas de White modificada” (White, 1927), constituidas por placas de Petri
de 9 cm de didmetro com uma argola de PVC (2,5 cm de didmetro X 8 mm de
altura) e, sobre esta, um pedaco de papel filtro 2,0 x 8,0 cm (Whatman N°1). O
papel de filtro foi moldado de modo que suas bordas ficassem em contato com a

agua destilada contida na placa de Petri e, sobre esta, uma larva cadaver de G.
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melonella. Apés cerca de sete dias, JIs (juvenis infectantes) comegaram a migrar
para a agua contida na placa de Petri e foram coletados com pipeta e mantidos
em garrafas de cultura de células (CORNING) de 50 mL em cémara de
germinacao a 16°C (Kaya & Stock, 1997). Os nematoides obtidos a partir dos
cadaveres foram utilizados para infectar novas larvas para confirmagdo de

agentes etiologicos e manter-se isolados em laboratorio.

3.5 Analise da progénie dos isolados

Para cada isolado NEPs obtidos: Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39, Heterorhabditis sp. LPP40
e H. bacteriphora HP88, utilizando-se como inseto hospedeiro uma larva de
Galleria mellonella com massa média de 250 mg para cada placa de Petri (9 cm
de diametro) foram realizadas 20 repeticbes. Foram adicionadas em cada placa
200 JIs com papel filtro no fundo, por trés dias em camara de germinagéo (BOD)
a 25°C, 80% UR. Apés este periodo, os cadaveres foram transferidos para placas
de coleta de nematoides denominadas “armadilhas de White modificada” (White,
1927), que consiste em placas de Petri de 9 cm de didmetro com uma argola de
PVC (2,5 cm de diametro X 8 mm de altura) e, sobre esta, uma fita de papel filtro
2,0 x 8,0 cm (Whatman N°1) foi adicionado de modo que suas bordas ficassem
em contato com a agua destilada contida na placa de Petri e, sobre esta, um
cadaver de G. melonella. Durante sete dias, JIs migraram para a agua contida na
placa de Petri, e foram coletados com pipeta diariamente durante sete dias e
totalizando um volume final padrao para todas as coletas de 70 mL mantidos em
Becker de 250 mL (BOD) a 25°C, 80% UR. Para contagem dos Jls total ou
progénie, foram utilizadas pipetas para coleta de aliquota de 0,1 mL em trés
repeticdes visualizadas em microscopio 6ptico invertido em laminas de Peters.

Para a andlise estatistica, as variaveis foram testadas quanto a
homogeneidade das variancias (testes de Cochran & Bartlett) e a normalidade
dos erros (teste de Lilliefors), em 5% de probabilidade, utilizando-se o Sistema de
Analises estatisticas (SAEG, 1990). A seguir, os dados foram submetidos a Anova
e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05). Todo o experimento foi
repetido duas vezes, tendo-se feito uma analise conjunta das repeticbes no

tempo.
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3.6. Teste de salinidade com diferentes concentragées da solugao Tampao
M9.

Foram utilizadas 10 placas de Petri de 9 cm para adi¢ao dos isolados junto
a uma larva de G. mellonella. Foi adicionada em cada placa 120 g de areia
solarizada pela técnica de Sottomayor (1996), que se compreende na cobertura
do solo previamente molhado com polietileno transparente exposto a radiacéo
solar, que eleva a temperatura entre 35 e 55°C durante trés dias. Foram
adicionadas também, em cada placa, 10 mL de diferentes solu¢des salinas
(KH2PO4 — 39, Na;HPO,4 — 6g, NaCl — 5g, MgSO4 1M — 1mL e H,O — 1 Litro) com
concentragcbes de NaClde 6 g,9g, 12 g, 15 g e 18 g em solugdo tampéao M9. Em
cada placa foi adicionada também uma concentracdo de 200 JIs dos NEPs
Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39,
Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriphora HP88. As placas foram armazenadas
por sete dias em cédmara de germinagdo (BOD) a 25°C, 80% UR. Foram
realizados testes de pH nas diferentes concentragdes. A analise de sobrevivéncia
foi realizada por observacdo de nematoides vivos ou mortos em sua maioria em
placa de Petri ao microscopio estereoscopio apds o processamento de solo pelo
método de Jenkins (1964). Amostra de areia utilizada no experimento foi enviada
para o Centro de Andlise do Solo da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ) para analise granulométrica e quimica.

Para a analise estatistica, as variaveis foram testadas quanto a
homogeneidade das variancias (testes de Kruskal-Wallis) e a normalidade dos
erros (teste de Lilliefors), em 5% de probabilidade. A seguir, os dados foram
submetidos a Anova e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Todo o experimento foi repetido uma vez, tendo-se feito uma analise conjunta das

repeticbes no tempo.
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3.7 Sobrevivéncia de NEPs isolados em substrato de manguezal

Foram realizadas 10 repeticbes para cada isolado Heterorhabditis sp.
LPP37, Heterorhabditissp. LPP38, Heterorhabditissp. LPP39, Heterorhabditissp.
LPP40 e H. bacteriphora HP88 em placas de Petri (9 cm de didmetro) com cinco
amostras (1, 2, 3, 4 e 5) de solos provenientes de areas de manguezal onde
foram isolados NEPs. Foram adicionadas em cada placa 100 g de solo solarizado
pelo método de Sottomayor (1996). Para cada placa foi adicionado também 200
JIs de cada isolado. As placas foram armazenadas por sete dias em camara de
germinacao (BOD) a 25°C, 80% UR. A andlise de sobrevivéncia de NEPs e
infecgdo das larvas foram realizadas por observagbes de nematoides vivos ou
mortos em placas de Petri ao microscépio estereoscopio apds o processamento
de solo pelo método de Jenkins (1964). Amostras de solo foram coletadas
diretamente no manguezal e enviadas para o Centro de Analise do Solo da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) para analise
granulométrica e quimica.

Para a andlise estatistica, as variaveis foram testadas quanto a
homogeneidade das variéncias (testes de Kruskal-Wallis) e a normalidade dos
erros (teste de Lilliefors), em 5% de probabilidade. A seguir, os dados foram
submetidos a Anova e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Todo o experimento foi repetido uma vez, tendo-se feito uma analise conjunta das

repeticoes no tempo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento dos nematoides entomopatogénicos

Foram obtidos quatro isolados do género Heterorhabditis por meio do
método do inseto armadilha proposto por Kaya e Stok (1997). A identificacdo do
género Heterorhabditis ocorreu por observagbes morfoldgicas de JIs e adultos
visualizados em microscépio Optico. Nos machos foram observados a presenca
de bursa bem como a quantidade e distribuicdo das papilas (Nguyen et al., 2004).
A projecao na regiao anterior dos JIs também foi visualizada, além da presenca
do estagio hermafrodita na primeira geragdo dos nematoides no inseto cadaver
(Figura 3) e pigmentagdo marrom avermelhada do inseto cadaver apés infec¢ao
devido a proliferacdo da bactéria Photorhabdus, associada ao género
Heterorhabditis.

Os isolados Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38,
Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp. LPP40 s&o provenientes de duas
das cinco areas amostradas no manguezal de Gargau, em Sao Francisco de
Itabapoana. As armadilhas foram colocadas no manguezal em trés momentos
diferentes, a primeira em setembro de 2012, onde n&do houve isolamento de
NEPs. A segunda, em janeiro de 2013 e a terceira em outubro de 2013, com
resultados positivos de infeccdo e isolamento (Figura 4). As armadilhas que
apresentaram insetos cadaveres infectados com NEPs estavam distribuidas na
Zona Il (Figura 5) do manguezal, em areas de baixa inundagéo pela agcéo das

“marés baixas” que ocorrem duas vezes ao dia, conforme as fases lunares.
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H

Figura 3. Foto de uma hermafrodita Heterorhabditis sp. LPP39

Figura 4. Isolamento de NEPs utilizando-se inseto armadilha com larvas de
Galleria mellonella. A. Larvas de G. mellonella no ultimo instar, B. Grade de aco,
C. Local de aplicagcao da armadilha, D. Coleta dos insetos cadaveres e lavagem
para esterilizagdo, E. Armadilha de “White modificada”. F. Emergéncia de juvenis

infectantes a partir de insetos cadaveres de G. mellonella.
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Figura 5. Foto da Zona Il do manguezal de Gargau em S&o Francisco do

Itabapoana, RJ.

4.2 Analise da progénie dos isolados

Apobs os sete dias da permanéncia dos insetos cadaveres de G. mellonella
em armadilhas de “White modificada” e coletas diarias, foi feita a contagem da
emergéncia total dos Jls. Em condi¢bes de laboratorio, o inicio da emergéncia em
insetos cadaveres de G. mellonella infectados com H. baujardi LPP7 é de 14 dias
pds-infeccéo, continuando por um periodo de 5 dias (Dolinski et al., 2007).

A progénie para o primeiro bioensaio nao foi significativamente diferente
entre as meédias de producdo dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp.
LPP40 (Tabela 1). Poinar (1992) obteve de 100.000 a 300.000 JIs por inseto
cadaver. De acordo com Dolinski et al. (2007), a produgédo de H. baujardi LPP7
por inseto cadaver de G. mellonella apresenta variagéo entre 100 e 150 mil JIs por
inseto cadaver, valores equivalentes ao encontrados na producg&o dos isolados
Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriphora HP88 (Figura. 6). Acevedo et al.
(2005), ao avaliar a progénie de Jls de trés linhagens de Steinernema,
encontraram um valor entre 27.000 e 37.000 JIls em um periodo de 19 dias. As

diferencas entre os valores de producédo de JIs podem estar relacionadas a



28

diferentes metodologias, nutricdo da larva e tamanho do hospedeiro. O niumero de
Jis & dependente do tamanho do hospedeiro, que possibilita maior numero de JIs

e disponibilidade de alimento, Adams & Nguyen (2007).

Isolados Ensaio 1 Ensaio 2
LPP37 247,90 A 156,35 A
LPP38 116,20 B 148,65 A
LPP39 34,65 B 39,55 B
LPP40 137,05 AB 129,93 A
HP88 139,07 AB 153,50 A
C.V%= 93,092 | C.V%=39,274

Tabela 1 — Numero de juvenis infectantes (JIs) total dos isolados
Heterorhabditissp. LPP37, Heterorhabditissp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39,
Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriophora HP88 (valores da tabela x1000).

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. Valores sdo médias de producédo de Jls

por larva de G. mellonella.

300

mEnsaio 1
mEnsaio 2

Namero de producdo de Jis (x1000)

LPP37 LPP38 LPP39 LPP40 HP88
Isolados

Figura 6. Médias comparativas entre ensaio 1 e 2 da producdo de juvenis

infectantes (JIs) total dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp.
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LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39, Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriphora
HP88.

Ocorreram diferencas significativas entre os valores de producdo do
isolado Heterorhabditis sp. LPP39 comparados com as médias das producdes
dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38,
Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriphora HP88. A média de producgao de Jls
dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37 foi superior no segundo ensaio € com
caracteristicas significativas diferentes comparada a média de producédo do
isolado Heterorhabditis sp. LPP39.

Em analise comparativa entre os bioensaios, a diferenca nos resultados
entre as médias de producgado de JIs pode estar relacionada com a larva de G.
mellonella, como a disponibilidade de nutrientes e suscetibilidade, bem como a

patogenicidade do NEPs.

4.3 Teste de salinidade com diferentes concentragoes de NaCl em solugao

Tampao M9

Houve reducdo da sobrevivéncia dos JIs e aumento da concentracédo de
NaCl (Tabela 2). Nao houve diferenca significativa entre as diferentes
concentragcbes de NaCl das linhagens do mangue em relagdo ao controle.
Contudo, a sobrevivéncia de JIs de H. bacteriophora HP88 na concentracéo de 18
g diferiu do controle (6 g de NaCl) (P <0,05) .

Quando comparando as linhagens, o nematoide H. bacteriphora HP88
apresentou menor taxa de sobrevivéncia a partir da concentracao de 9 g de NacCl,

diferindo estatisticamente das demais linhagens pelo Teste de Tukey (Figura 7).
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Tabela 2 - Sobrevivéncia média de juvenis infectantes dos isolados
Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39,
Heterorhabditis sp. LPP40 e H. bacteriphora HP88 submetidos em solugao
Tampado M9 com diferentes concentragbes (g) de NaCl. Valores dos isolados x
1000.

Isolados |6 g 9g¢g 12 g 15¢ 18 g
LPP37 | 200 aA 180 aA 100 aA 120 aA 140 aAB
LPP38 | 200 aA 200 aA 200 aA 200 aA 120 aAB
LPP39 | 200 aA 200 aA 200 aA 200 aA 140 aAB
LPP40 | 200 aA 200 aA 200 aA 200 aA 200 aA
HP88 200 aA 200 aA 140 abA | 60 bA 0 bB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas entre as linhas e letras
maiusculas nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

em 5% de probabilidade.

2500

Isolados
s LPP37
= LPP38

S

_'g * LPP39

E = LPP40
= HP88

6 9 12 15 18
Concentracdo de NaCl (g) em solucdo M9

Figura 7. Sobrevivéncia média de JIs dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39, Heterorhabditis sp. LPP40
e H. bacteriphora HP88 imersos em Tampao M9 com diferentes concentragbes

(g) de NaCl. Valores dos isolados x 100.
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Apos sete dias de aplicagéo dos diferentes isolados em placas com solo, é
perceptivel as diferencas das médias de sobrevivéncia dos isolados
Heterorhabditis sp. LPP37, LPP38, LPP39 e LPP40 em relagcdo ao isolado H.
bacteriphora HP88, evidenciando que estes isolados provenientes de manguezais
apresentaram maior tolerancia a salinidade por adaptagdo em decorréncia do
ecossistema onde foram isolados. Thurston et al. (1996) utilizaram os NEPs H.
bacteriophora e S. glaseri (Steiner) em soluc¢des salinas com concentragdes de 0;
52; 4,1; 9,4 e 18 gramas de NaCl por um litro de agua destilada 24° C. Para os
JIs de H. bacteriophora HP88, quando submetidos a alta concentragdo de NaCl,
houve diferengas significativas de sobrevivéncia e de infecgdo. No atual
experimento a solugdo utilizada, M9, apresenta uma maior diversidade de sais
minerais similares ao meio natural que pode determinar resultados mais precisos
quanto a tolerancia real de nematoides em solos salinos.

De acordo com os testes de salinidade realizados por Nielsen et al. 2011,
Heterorhabditis bacteriphora demonstrou tolerdncia a salinidade, porém com
solucao diferente, conhecida como “Instant Ocean”. Segundo Kaspi et al. 2010, a
espécie Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston, (1994) teve
resultados de intolerancia a altos teores de salinidade, bem como a reducado de
forrageamento em solos salinos.

A atividade dos NEPs é influenciada pela espessura da camada de agua
que recobre as particulas de solo (Molyneux e Bedding,1984). O solo utilizado no
experimento foi classificado como arenoso (Tabela 3), apresenta uma formacao
de camada de agua ao redor das particulas de solo, sem afetar a aeragao, a
locomocgéao e sobrevivéncia dos NEPs. Outro importante fator abi6tico € o nivel de
pH em que o nematoide esta submetido. Para este experimento o pH foi de 6,1.
Segundo Kung et al. 1990, o pH ideal na sobrevivéncia de NEPs é entre 4 e 6.
Segundo Thurston et al. (1996), a faixa ideal de pH para sobrevivéncia de
nematoides entomopatogénicos esta entre 5,1 e 6,2. No presente experimento,
sob diferentes concentra¢des de NaCl em solugao Tampao M9, o valor do pH foi
de 6,80 a 6,42 (Tabela 4), tornando-se mais acido conforme o aumento da

concentracéo de cloreto de sodio.
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Tabela 3 — Caracteristicas quimica e granulométrica de solo solarizado usado no

teste de salinidade.

Quimica Granulometria

pH 6,1 Silte (g/kg) 0
MO (g/dm®) [ 1,9 Argila (g/kg) |7

C (%) 0,11 Areia (g/kg) 993

Analise quimica e fisica de solos pelo Centro de Analises da UFRRJ em
22/01/2014.

Tabela 4 — Valor do pH de solu¢gdes M9 em diferentes concentragdes (g) de NaCl

usado no teste de salinidade.

69 99 129 15g 189

Ph 6,80 6,74 6,68 6,67 6,42

Assim, pode-se inferir que os NEPs isolados podem ser adequados para
utilizagado em solos agricolas salinos, embora sejam necessarios mais testes para
trabalhar com outros membros destes e em situagdes mais representativas de
salinidade no campo que pode ser necessario para confirmar esta concluséo

geral.

4.4 Sobrevivéncia de NEPs isolados e capacidade de infecgdo em solo de

manguezal

Para a variavel média de sobrevivéncia de Jls em cinco diferentes solos de
manguezais ndo houve diferengas significativas para cada isolado pelo teste de
Tukey em 5% de probabilidade. Contudo, houve diferencas significativas entre os
isolados de manguezais (Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38,
Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp. LPP40) e H. bacteriophora HP88
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Valores das médias de sobrevivéncia dos isolados Heterorhabditis sp.
LPP37, Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39, Heterorhabditis sp.
LPP40 e H. bacteriphora HP88 em solo de cinco areas coletadas no manguezal

de Gargau, Sao Francisco de Itabapoana-RJ.

Isolados | 1 2 3 4 5 Total
LPP37 |200a 200 a 200 a 200 a 200 a 200 A
LPP38 | 200 a 200 a 200 a 200 a 200 a 200 A
LPP39 | 200 a 200 a 200 a 200 a 200 a 200 A
LPP40 | 200 a 200 a 200 a 200 a 200 a 200 A
HP88 120 a 80 a 80 a 60 a 140 a 9% B

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey em 5% de probabilidade. Nas linhas, ndo significativo (n.s).
Valores na tabela x 1000.

Quanto a causa das diferencas significativas, deduz-se que os nematoides
entomopatogénicos isolados dos manguezais (Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp.
LPP40) possuem particularidades adaptativas tipicas dos ecossistemas de
manguezais, em relagdo ao isolado H. bacteriophora HP88 (Figura 8). Nao ha
dados de experimentos e isolamento de NEPs em areas de manguezais. Tietjen &
Alongi (1990) descrevem a presenca de nematoides marinhos de vida livre,
alimentadores de detritos dos géneros Monhystera sp. e Chromadorina sp., mas
nao caracterizam a relacéo destes nematoides com os fatores abi6ticos do solo,

exceto a redugao de sobrevivéncia em altas concentragcées de amonia.
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Figura 8. Média de sobrevivéncia dos isolados Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39, Heterorhabditis sp. PP40 e
H. bacteriphora HP88 em solo de cinco areas coletadas no manguezal de Gargau,

Sao Francisco de Itabapoana-RJ.

Solos de manguezais apresentam uma concentracdo alta de matéria
organica (Tabela 5). Para Lamberti, (1969), o pH do solo de manguezais pode
oscilar entre os valores de 6,33 a 7,04. A cor preta pode ser explicada pela
presenca da matéria organica, constantemente depositada e reciclada — valores
de 8,58% de carbono (C), sendo, na maioria dos casos, superior a 2% na
superficie e 1% em subsuperficie —, e pela presenca constante de agua. No solo
de manguezal de Gargau (Tabela 5), a porcentagem de carbono (C) esteve entre
1,37 e 3,39% no solo 1, o que confere este valor mais alto (Solo 1) ao
correspondente que possui também maior concentragcdo de matéria organica,
concentracdo de 58,4 g/dm®. A area 1 (Solo 1) foram isolados dois nematoides,
Heterorhabditis sp. LPP37 e Heterorhabditis sp. LPP40.

A segunda area amostrada com maior concentragao de matéria organica e
carbono (C) foi a area 4 (Solo 4) onde foram isolados os outros dois nematoides,
Heterorhabditis sp. LPP38 e Heterorhabditis sp. LPP39. Em analise quimica, o
solo 4, apresenta alto teor de Potassio, Sédio, Fésforo, Cobre Zinco e enxofre em
relacdo aos demais solos coletados. No solo 4 por analise quimica verificou-se
que ha baixa concentracdo de Ferro. Uma distribuicdo consideravel de matéria
organica de 44,1 g/dm® e 2,56% de Carbono no solo 4. Segundo Odum, (1972), o
solo de manguezal apresenta porcentagem de areia total variando de 480 a

970g/kg, sendo que a maioria dos perfis se encontra com valores acima de 800
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g/kg. Este valor caracterizado por Odum (1972) corresponde a analise
granulométrica do manguezal de Gargau (Tabela 5). De acordo com os
bioensaios de Pinto et al., (2009), os dados mostraram que os JlIs de H. baujardi
LPP7, sdo muito mbdveis em substratos mais arenosos, o que contribui para sua
maior eficiéncia de uso no controle biol6gico de insetos pragas, em areas onde os
teores de argila s&o menores. Esta relagédo entre mobilidade do nematoide em
relacdo ao tipo granulométrico do solo evidencia a presenga efetiva de

nematoides entomopatogénicos em solos de manguezais.

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo de cinco areas

coletadas no manguezal de Gargau, Sao Francisco de Itabapoana-RJ.

Quimica Substrato 1 | Substrato 2 | Substrato 3 | Substrato 4 | Substrato 5
pH 5,7 5,7 6,6 5,2 5,5
MO (g/dm?®) 58,4 38,1 23,6 441 28,4
C (%) 3,39 2,21 1,37 2,56 1,65
P (mg/dm® |5 5 5 40 8

K (mg/dm®) |228 141 64 246 131
Na (cmol./dm®) | 5,25 5,88 1,32 5,25 4,20
Fe (mg/dm?® | 1224 303,0 104,0 58,2 324,0
Cu (mg/dm?® |15 0,9 0,9 2,1 1,7
Zn (mg/dm®) |[2,8 1,5 1,2 7,0 2,8
S (mg/dm?® | 112,8 129,9 37,9 183,2 100,4
Granulometria

Silte (g/kg) 98 47 27 73 57
Argila (g/kg) 288 98 49 90 08
Areia (g/kg) 647 855 924 837 845

Analise quimica e fisica de solos pelo Centro de Analises da UFRRJ em
05/11/2013.
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5. CONCLUSOES

. Isolaram-se nematoides entomopatogénicos oriundos de solo de

manguezais;

. As linhagens de nematoides entomopatogénicos isolados pertencem ao
género Heterorhabditis por apresentar hermafroditas na primeira geragéo
no inseto cadaver, machos com bursa e papilas e Jls com projecdo na

regiao anterior do corpo;

. Foram isolados quatros NEPs (Heterorhabditissp. LPP37,
Heterorhabditissp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp.

LPP40) no manguezal de Gargau em Sao Francisco do Itabapoana;

. A producgao de Jls foi expressiva e comparavel a H. bacteriophora HP88,

quando multiplicados em larvas de G. mellonella;

. Os isolados dos manguezais (Heterorhabditis sp. LPP37, Heterorhabditis
sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp. LPP40)
obtiveram uma média superior de sobrevivéncia em altas concentragbes de

NaCl em solugdo Tampéo, em relagédo a H. bacteriphora HP88;

. Em solo trazido do manguezal, os isolados Heterorhabditis sp. LPP37,
Heterorhabditis sp. LPP38, Heterorhabditis sp. LPP39 e Heterorhabditis sp.
LPP40 nao tiveram a sobrevivéncia afetada, em contrapartida H.

bacteriphora HP88, teve menor sobrevivéncia neste tipo de solo.
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