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RESUMO

MINAS, RAMON SANTOS; M. Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Marco de 2008. Avaliacido do Potencial dos Nematdides
Entomopatogénicos como Agentes de Controle Bioldégico da moscas-das-
frutas, Ceratitis capitata (Wied.) na cultura da goiaba (Psidium guajava L.).
Orientador: Professor PhD. - Ricardo Moreira de Souza. Co-orientador: Ds -
Rémulo de Souza Carvalho. Conselheira: PhD. - Claudia de Melo Dolinski.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos nematdides
entomopatogénicos como agentes de controle biolégico contra pupas e larvas L3 de
Ceratitis capitata. No primeiro experimento foram selecionadas trés linhagens
(Heterorhabditis baujardi LPP7, LPP14 e LPP17) dentre oito testadas em larvas L3,
baseando-se nas mortalidades causadas (89, 96, e 98,5 %). Em seguida foram
testadas diferentes concentragdes de juvenis infectantes (JIs) das linhagens LPP7,
LPP14 e LPP17. Nas concentragdes (5, 25, 45, 65, 85, 105 JIs) onde foi
demonstrado que a maior mortalidade ocorreu quando foi aplicado maior nimero de
JIs, com mortalidades médias de larvas de C. capitata em torno de (95 e 100 %) em
todas as trés linhagens. Foram testados também diferentes tempos de exposicéo (2,
8, 16, 24, 30 horas), onde nos tempos de 24 e 30 horas ocorreram as maiores
mortalidades variando de (81 a 93%) nas trés linhagens. A linhagem H. baujardi
LPP7 foi selecionada dentre as trés para prosseguir com o0s demais experimentos
por ser nativa e mais resistente as condi¢des tropicais. Pupas de C. capitata de 24
horas foram selecionadas e testadas em diferentes concentracdes (5, 30, 55, 80,
105, 130, 155, 180, 205) Jls, sendo 205 Jls/pupa a concentracdo que mais se
destacou quanto a mortalidade, proporcionando mortalidade de até (92,5 %) para as
larvas. Foram ainda testadas diferentes temperaturas (16 2, 20 ¢, 24 ° e 30 °C), onde
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foi obtida uma maior mortalidade a medida que a temperatura foi aumentando,
sendo 24 e 28 °C as que proporcionaram maior mortalidade. Foi feito um
experimento a campo com goiabeiras em gaiolas de sombrite, testando dois
tratamentos (com e sem nematdides) e 100 larvas em estagio L3 por gaiola com
sete repeticdes cada. No interior de cada gaiola foi colocada uma armadilha tipo
Mac Phail®, e as médias dos tratamentos foram obtidas subtraindo as quantidades
iniciais de larvas inoculadas ao solo pelo numero capturado de adultos nas
armadilhas. Para todos os experimentos foram feitas analises estatisticas, sendo os
valores significativos, o que qualifica os nematdides como excelentes agentes de
controle biolégico no controle de C. capitata na cultura da goiaba.
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ABSTRACT

MINAS, RAMON SANTOS; M. Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. March 2008. Potential Evaluation of Entomopathogenic
Nematodes as Biological Control Agents of the Mediterranean fruit fly, Ceratitis
capitata (Wied). Professor Adviser: Professor: PhD. - Ricardo Moreira de
Souza. Co-adviser: Ds. - Romulo de Souza Carvalho; Committee member: PhD.
- Claudia de Melo Dolinski.

This work had as objective to evaluate the potential of the entomopathogenic
nematodes as agents of biological control against pupas and larvae L3 of Ceratitis
capitata. In the first experiment three strains (Heterorhabditis baujardi LPP7, LPP14
and LPP17) amongst eight tested in L3 larvae had been selected, causing mortalities
(89, 96 and 98.5 %). After that had been tested different concentrations of infecting
juveniles (lJs) of strains LPP7, LPP14 and LPP17. In the concentrations (5, 25, 45,
65, 85, 105 IJs) where was demonstrated that biggest mortality occurred when they
had been applied bigger number of IJs with mortalities measured of C. capitata
around (95 and 100 %) in all the three strains. Different times of exposition had been
tested also (2, 8, 16, 24, 30 hours), where in the times of 24 and 30 hours biggest
mortalities had occurred varying from (81 and 93%) in the three ancestries. H.
baujardi LPP7 was selected amongst the three to continue with experiments for
being native and more resistant to tropical conditions. Pupae of C. capitata 24-hour
had been selected and tested in different concentrations (5, 30, 55, 80, 105, 130,
155, 180, 205) 205 JIs being IJs/pupa, the concentration that more was distinguished
how much mortality providing mortality of until (92.5 %) for the larvae. Still different
temperatures had been tested (16 ©, 20 %, 24 ° and 30 °C) where were gotten a

bigger mortality to the measure that the temperature was increasing, being 24 and 28
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°C the ones that had provided to greater mortality. The level of field with goobers in
sombrite river steamers was made an experiment testing two treatments (with and
without nematodes) and 100 larvae in serves as apprentice L3 for river steamer with
seven repetitions each. In the interior of each river steamer Mac Phail® trap was
placed on, and the averages of the treatments had been gotten deducting the initial
amounts from larvae inoculated to the ground for the number captured in the traps.
For all the experiments had been made statistical analyses being the significant
values, what characterizes the nematodes, as excellent agents of biological control in
the control of C. capitata in the culture of guava.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas frescas do mundo, produzindo
cerca de 35 milhdes de toneladas anualmente e gerando cerca de quatro milhdes de
empregos diretos e tem ampliado suas exportagdes a cada ano. Segundo o Instituto
Brasileiro de Frutas (lbraf), de janeiro a junho de 2007 foram exportadas 372 mil
toneladas, contra 326 mil no mesmo periodo do ano anterior, representando um
crescimento de 14% em volume. Quanto ao valor, as exportagdes dos seis primeiros
meses do ano de 2008 representaram US$ 203 milhdes, 30% a mais que em 2006
Dentre as regides do Brasil, o Nordeste brasileiro destaca-se como um dos maiores
produtores e exportadores de frutas do pais (AGRIANUAL, 2005).

A produgéo nacional vem desempenhando papel cada vez mais importante
no campo da comercializagao no exterior. Assim, em face a crescente demanda dos
paises importadores e da potencialidade do Brasil em atendé-la, vem sendo
requerido o estabelecimento de condi¢des favoraveis ao desenvolvimento do setor
de exportacdo. Além do mercado externo, o mercado interno vem exigindo cada vez
mais frutos em quantidade e qualidade. (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA,
2006).

O principal entrave a exportacao desses frutos € a imposicao de barreiras
quarentenarias pelos paises importadores, visando impedir a introdugdo das
moscas-das-frutas, Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) e Anastrepha spp.
(Diptera: Tephritidae). Desse modo, essas pragas sao importantes, ndo s6 pelos
danos diretos causados pelas larvas, que se alimentam no interior dos frutos, mas
também por impedir a sua comercializagdo de outras frutas como: carambola, maca,
péssego, ameixa (GARCIA & COERSEUIL, 2004).
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C. capitata, a mosca-do-Mediterraneo, esta entre as principais espécies de
insetos praga da fruticultura mundial. Recentemente, a relevancia dessa espécie foi
aumentada com a comprovagdo da sua capacidade de transmitir a bactéria
Escherichia coli para frutos comerciais (SELA et al., 2005).

Devido aos prejuizos causados, torna-se importante o desenvolvimento de
estratégias para 0 manejo da mosca-do-Mediterraneo em fruteiras comerciais e
também a adocdo de programas alternativos que possam ser utilizados de forma
regional. A aplicacao de inseticidas tem sido o método de controle de pragas mais
utilizado nas ultimas décadas, mas a sua rejeicao pela sociedade vem aumentando,
devido aos seus efeitos negativos sobre os organismos ndo-alvo, a contaminagao
das aguas, aos residuos encontrados em alimentos e ao desenvolvimento de
resisténcia em insetos praga.

As comunidades cientificas vém tentando conduzir a atencado da industria,
universidades e centros de pesquisa para o desenvolvimento de tecnologias e
métodos alternativos de controle menos téxicos ao meio ambiente que sejam
incorporados ao manejo integrado de pragas (MIP) (GEORGIS & POINAR, 1994).
Nesse contexto insere—se o controle bioldgico, utilizado largamente em diversas
culturas que vém se expandindo com o avango das tecnologias desenvolvidas no
intuito de ser mais uma ferramenta no controle de pragas. Dentro das alternativas
utilizadas como controle bioldégico destacam-se os Nematbdides entomopatogénicos
(NEPs) das familias Steinemematidae e Heterorhabditidae, pois sdo patdégenos
obrigatérios de insetos com possivel potencial para se tornarem componentes dos
programas de controle de pragas.

Os objetivos deste trabalho foram selecionar em laboratério linhagens de
nematodides entomopatogénicos eficientes no controle biolégico de larvas L3 e pupas
da mosca-do-Mediterraneo C.capitata, na sua fase vulneravel no solo, assim como,
determinar as dosagens de juvenis infectantes mais efetivas, o tempo de exposi¢ao
mais adequado e a influencia da temperatura na infeccdo. Em campo, em gaiolas
sobre plantas de goiaba utilizada como cultura modelo, observa-se a capacidade de
emergéncia de adultos da mosca-do-Mediterraneo apds aplicagdo de suspensodes
no solo dos nematdides mais eficientes que foram previamente selecionados em

laboratério.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- CULTURA DA GOIABA

A goiabeira, Psidium guajava L, da familia da (Myrtacea), é originaria das
Américas Central e do Sul, encontra-se amplamente distribuida por todas as regides
tropicais e subtropicais do mundo, sendo cultivada em paises como India,
Paquistdo, México, Egito, Venezuela, Brasil, Africa do Sul, Jamaica, Australia,
Quénia e Porto Rico (MAIA et al., 1991).

Essa cultura tem apresentado crescente importancia econémica néo sé pelo
elevado valor nutritivo, mas também pela excelente aceitagédo in natura, além das
possibilidades de uso industrial. O Brasil apresenta imensas areas de clima e solo
favoraveis a producao comercial de goiaba, sendo esse aspecto importante, devido
a perspectiva que representa no incremento da produgao agricola, na ampliagdo da
atividade industrial e no potencial de exportacéo.

No Brasil, a cultura da goiabeira experimentou um incremento significativo
em area plantada, passando de aproximadamente 14 mil ha. no ano de 2000 para
cerca de 20 mil ha. plantados em 2002, enquanto que a produgéo, durante 0 mesmo
periodo, cresceu cerca de 65% (AGRIANUAL, 2005).

Sua importancia se prende ao fato de ser uma fruta rica em vitamina C, de

adaptacao relativamente facil a diferentes tipos de clima e solo, constituindo-se
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assim, em mais uma alternativa de diversificacdo de culturas na propriedade para
melhor uso dos recursos disponiveis. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em 1998, eram cultivados cerca de 12.500 hectares com a
fruteira no Brasil, sendo os principais estados produtores: Sdo Paulo, Pernambuco,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Goias.

Deve-se destacar que a goiaba € uma das frutas tropicais mais populares e
de maior aceitacao no pais, porém seu consumo ainda é pequeno, nao indo além de
380 grama/pessoa/ano. A fruta é apreciada tanto fresca como processada
industrialmente em forma de doces, compotas, geléias e sucos, sendo rica em
acucares, sais minerais, vitamina C, licopeno, fibras, betacaroteno. O aumento no
consumo de frutas de mesa e de sucos naturais € uma tendéncia mundial que pode
ser aproveitada como um incentivo para uma producdo de qualidade (ZAMBAO &
NETO, 1998).

No Brasil, a goiabeira € cultivada em trés sistemas de produg¢do bastante
distintos: cultura de goiaba de mesa, cultura de goiaba para a industria e cultura
mista. Este dultimo visa atender os dois mercados simultaneamente, que €
interessante para os produtores, ja que os frutos de melhor qualidade séao
destinados ao mercado de fruta in natura, com melhores pregos, e o restante é
destinado ao processamento (PIZA JR., 1994; GONZAGA NETO et al., 2001).
Embora a goiabeira responda satisfatoriamente a poda de frutificacao, dois aspectos
de fundamental importancia devem ser considerados: a época e a intensidade da
poda (GONZAGA NETO et al., 2001). A realizacdo de podas, em épocas e
intensidades improprias, pode afetar negativamente a produgdo de goiabas, fato
constatado por SINGH et al. (2001). Pesquisas e recomendacgdes sobre a irrigacao
na cultura da goiabeira sdo escassas, porém indicam aumentos de produtividade
com o aumento da lamina de irrigacdo aplicada (CHIRINOS-TORRES et al., 2006).
A falta de agua disponivel no solo, em época de elevada necessidade hidrica pela
goiabeira, durante o periodo de intenso florescimento, fixacdo e desenvolvimento
dos frutos, pode resultar em frutos pequenos e em menor produgdo por planta
(MANICA et al., 2000).

Varias sdo as pragas que atacam a cultura da goiaba e as moscas-das-

frutas € uma das pragas que causam 0s maiores prejuizos. Esses prejuizos podem
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ser diretos, com perdas na producgdo, e indiretos. Por serem pragas quarentenarias,
existem barreiras comerciais impostas pelos paises importadores, limitando a
exportagdo de frutos in natura. Apesar de o Brasil ser o terceiro maior produtor
mundial de frutas, exporta-se apenas 2% dessa producao, enquanto que o Chile, um
pais livre de mosca-do-Mediterraneo produz dez vezes menos que o Brasil, porém
exporta 40% da producdo, ou seja, 1,83 bilhdes de dolares a mais que o Brasil
(AGRIANUAL, 2005).

No Brasil, as espécies de moscas-das-frutas de importancia econémica
pertencem a quatro géneros: Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis e Rhagoletis
(Diptera: Tephritidae). No entanto, do ponto de vista agricola, apenas Ceratitis
capitata e sete das 94 espécies de Anastrepha que ocorrem no Brasil sdo as

moscas-das-frutas economicamente importantes no pais (ZUCCHI, 2000a).
2.2 — Aspectos gerais sobre mosca-das-frutas

As moscas-das-frutas pertencem a familia Tephritidae, que compreende
4.352 espécies, agrupadas em 481 géneros (NORRBOM, 2001). Larvas de
aproximadamente 35% das espécies de tefritideos desenvolvem-se nos frutos
(WHITE & ELSON-HARRIS, 1994). Pelo elevado potencial em se reproduzir,
habilidade de se dispersarem no ambiente, se adaptarem a novas plantas
hospedeiras e ainda por causar danos econdmicos, as moscas-das-frutas séo
consideradas pragas em muitas frutiferas, em regides com climas de tropical a
temperado (GALLO et al., 1988; SALLES, 1995a).

No Brasil, segundo ZUCCHI (2000), as espécies de maior importancia
econdmica sao as do género Anastrepha Schiner, 1868 e C. capitata esta também
chamada de mosca-do-Mediterraneo. C. capitata é originaria da regido noroeste da
Africa e esta distribuida pela Australia, sudeste da Asia, Europa, América Central e
América do Sul. Ataca cerca de 320 espécies de plantas hospedeiras em todo o
mundo, destacando-se as familias: Sapotaceae, Rutaceae, Anacardiaceae,
Rosaceae e Rubiaceae (NUNEZ-BUENO, 1987). No Brasil foi introduzida no inicio
do século XX, e hoje se encontra amplamente distribuida nas regiées produtoras de

frutas, sendo encontrada com maior frequiéncia nas regides Sul e Sudeste, onde se
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cultiva um maior numero de fruteiras. Contudo, verifica-se a presenga deste inseto
nas regides Centro-Oeste e Nordeste, com relatos desta praga em 16 Estados
brasileiros parasitando diversas espécies vegetais (CARVALHO et al,1991;
MORGANTE 1991; COSTA et al., 1993).

Nos ultimos dez anos, a ocorréncia e a densidade populacional desta
espécie vem aumentando no Nordeste brasileiro em fungdo do aumento da area
plantada e da diversidade de hospedeiros, sendo o seu controle fundamental para
viabilizar a exportacdo de frutas in natura para os Estados Unidos (CARVALHO,
2003; CARVALHO & NASCIMENTO, 2002). As fémeas da mosca-do-Mediterraneo
apds a emergéncia necessitam ingerir alimentos protéicos, levando de quatro a sete
dias para atingir a maturidade sexual (MORGANTE, 1991). O dimorfismo sexual é
acentuado e caracterizado pela presenga do ovipositor e pelo maior tamanho das
fémeas. Depois de fecundadas, as fémeas estdao aptas a ovipositar em torno de 400
ovos durante seu periodo reprodutivo. Estudos indicam que o periodo de pré-
oviposicao varia entre sete e trinta dias. A postura é feita através da perfuracédo do
fruto pelo ovipositor e ocorre exclusivamente em frutas, sendo que o estadio de
desenvolvimento do fruto influencia o desenvolvimento da prole (SALLES, 1995B;
SELIVON, 2000) A oviposi¢ao ocorre, geralmente, com um ovo por ato de postura,
podendo ser de um até nove unidades em cada fruto. Os ovos séo fusiformes,
levemente curvados, de coloragdo branca e medem cerca de 1,0 mm de
comprimento. Os danos causados aos frutos sao irreversiveis, pois o orificio em si
causa prejuizos aos frutos e ainda facilita a ocorréncia de doencas como a podridao
parda causada pelo fungo Monilinia fructicola (Wint.) (NORA & HICKEL, 1997). As
larvas fazem galerias dentro dos frutos auxiliando a dispersao de fungos e bactérias
(SALLES & KOVALESKI, 1990). BOTTON et al. (2003) verificaram que os frutos
atacados pela moscas-das-frutas antecipam o amadurecimento e caem
precocemente.

As larvas sempre passam por trés instares dentro dos frutos. No ultimo,
atingem 9 mm de comprimento (SALLES, 1995). O periodo de desenvolvimento das
larvas depende da temperatura e do tipo de alimento (MACHADO et al., 1995).

A larva, ao completar o ciclo deixa os frutos e cai no solo para transformar-
se em pupa (NORA & HICKEL, 1997). Em laboratério, a 25°C, o periodo de pupa
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varia entre 15 a 20 dias. No campo, este periodo varia conforme o local e a época
do ano, no verao duram de 18 a 30 dias, enquanto que no inverno o ciclo é mais
prolongado podendo atingir até 67 dias. Com temperaturas superiores a 20 °C até
no maximo 35 °C a mosca completa o seu ciclo de vida em cerca de 30 dias. (Figura
1). (MACHADO ET AL., 1995; SALLES, 1995). O periodo de duragédo do ciclo de
vida das moscas-das-frutas depende além da temperatura, também da planta
hospedeira.

Faseovo 2 a b6 dias

Fruto danificado

Larvall

Pupas de 3 dias

Figura 1. Ciclo biologico de Ceratitis capitata, mosca-do-Mediterraneo.
2.2.1 - Fatores que influenciam no nivel de Infestacao de Ceratitis capitata

Apesar do grande conhecimento acerca das diversas espécies de tefritideos
que causam prejuizos a fruticultura brasileira, pouco ainda se sabe sobre suas
plantas hospedeiras. Isso ocorre por que a maioria dos levantamentos € realizada
com armadilhas contendo atrativos alimentares, o que impossibilita associa-las com
seguranca a seus hospedeiros. O conhecimento da diversidade de espécies de
moscas-das-frutas que ocorrem em uma regido, suas plantas hospedeiras e os
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indices de infestacdo sdao de fundamental importancia, pois é a partir desses
conhecimentos que se pode aperfeicoar os métodos de controle € minimizar os
problemas advindos da sua elevada eficiéncia em condicdes naturais (GUIMARAES
et al., 2003).

O Brasil € um dos paises que mais tem se dedicado ao conhecimento das
espécies de moscas-das-frutas e seus hospedeiros (ALUJA, 1999). Diversos
pesquisadores consideram que o uso de substancias alimentares associadas a
armadilhas para o monitoramento das moscas-das-frutas tem grande utilidade para
determinar o momento ideal de locagdo de iscas téxicas, conseguindo-se redugao
dos gastos e do efeito nocivo das iscas toxicas a fauna benéfica como predadores e
parasitdides (PUZZI & ORLANDO, 1957; LORENZATO & CHOUENE, 1985;
RAMPAZZO, 1994).

Vérios fatores, dentre eles os bidticos e abidticos interferem no nivel
populacional das moscas-das-frutas e, consequientemente sobre seus indices de
infestacdo (ALUJA, 1994). Dentre os fatores bidticos que interferem nas populacoes
das moscas-das-frutas, destacam-se a disponibilidade do hospedeiro, pois frutos
sao utilizados como substrato de oviposicao e alimentagdo das larvas; os inimigos
naturais e entre os inimigos naturais, principalmente os parasitéides e predadores,
pois causam mortalidade as moscas-das-frutas durante todo ciclo de vida
(BATEMAN, 1972; CARVALHO et al., 2000).

Além dos fatores bidticos, varios fatores abidticos interferem nas
populacdées das moscas-das-frutas, em praticamente todos os estagios de vida.
Segundo ALUJA (1994) E SALLES (1995), os parametros climéaticos sdo os que
mais agem sobre as populagdes dos tefritideos. A precipitacdo pluvial é um
importante fator climatico que influencia as populagdes das moscas-das-frutas
(ALUJA, 1994). A falta de umidade no solo inviabiliza muitos puparios e provoca a
mortalidade de adultos recém-emergidos, devido a dificuldade de ultrapassar o solo
seco (BAKER, 1944; BATEMAN, 1972). Além disso, durante os periodos secos as
populacdées das moscas-das-frutas sdo afetadas, pois ha redugcdo na fecundidade
das fémeas (Bateman, 1972).

AZEVEDO & PARRA (1989) também constataram que umidade de solo
variando entre 5,5 e 32,8% praticamente ndo alterara a viabilidade pupal de C.
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capitata. Em varios trabalhos desenvolvidos no Brasil, ndao foi constatado a
influéncia da precipitacdo pluvial sobre a flutuagdo populacional de adultos de
moscas-das-frutas (PUZZI & ORLANDO, 1965; SUPLICY FILHO et al., 1978;
PARRA et al., 1982).

2.2.2 — Métodos de Controle Disponiveis

O principal entrave a exportacdo das frutas produzidas no Brasil é a
imposicao de barreiras quarentenarias pelos paises importadores, visando impedir a
introducdo das moscas-das-frutas. Desse modo, essas pragas tornam-se
importantes, ndo sé pelos danos diretos causados pelas larvas, que se alimentam
no interior dos frutos, mas também por impedir a comercializagao de varias espécies
frutiferas no mercado externo, como goiaba, meldao, manga, carambola, maca,
péssego, ameixa (GARCIA & CORSEUIL, 2004; HICKEL & DUCROQUET, 1993;
KOVALESKI et al., 1999; MACHADO et al., 1995; MALAVASI & ZUCCHI, 2000).

O controle das moscas-das-frutas na cultura da goiabeira tem sido realizado
através da aplicacdo de defensivos agricolas nos frutos quando estes ainda estao
jovens até 5 cm, suspendendo-se as aplicagdes 30 dias antes da colheita (GALLO et
al., 2002). No entanto, devido a grande exigéncia dos paises importadores com
relacdo aos residuos no ambiente e toxidade aos consumidores e produtores
brasileiros, 0 manejo dessa praga tem se aperfeicoado (MOY et al., 1986). Assim, a
fim de satisfazer o mercado consumidor foi necessario buscar tratamentos
alternativos.

Em 1982, BURDITT & SEO concluiram que o uso das radiacbes gama seria
indicado como tratamento de quarentena para produtos infestados com ovos e
larvas de moscas-das-frutas. Segundo MOY et al. (1983), a irradiagdo possui as
seguintes vantagens em relagdo ao tratamento com produtos quimicos, tratamentos
térmicos ou a combinagao de ambos: é um processo continuo e totalmente eficiente,
assegurando completa desinfestacdo dos produtos; ndo deixa residuos nos frutos e
tende a retardar o amadurecimento das frutas climatéricas, aumentando o tempo de

armazenamento sem deterioracao.
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Para o controle populacional alternativo a essa praga estdo sendo
empregadas varias técnicas; destacando-se o uso de armadilhas, ensacamento dos
frutos, a liberacdo do macho estéril e a utilizacao de parasitéides (GARCIA et al.,
2003; MALAVASI & NASCIMENTO, 2003; UCHOA-FERNANDES & ZUCCHI, 1999).

Os tefritideos adultos necessitam de agua, carboidratos e proteinas para
atingir a maturidade sexual (BATEMAN, 1972). Por isso, substancias protéicas sao
utilizadas mundialmente para detectar populacdes de C. capitata e Anastrepha spp.
em armadilhas. (FLATH et al.,, 1989; HEATH et al.,, 1994; ROS et al., 1997).
Processos hidroliticos, enzimaticos e fermentativos das fontes protéicas possibilitam
a captura de tefritideos em armadilhas McPhail (DEMILO et al., 1997), cuja eficacia
depende do tipo de atrativo empregado. CALKINS et al. (1984) estimaram em 13% a
probabilidade de captura de um exemplar da mosca-da-fruta. A baixa eficiéncia das
armadilhas McPhail com proteina hidrolisada foi observada por Aluja et al. (1989)
para Anastrepha ludens (Loew), A. obliqua (Macquart) e A. serpentina (Wied.). A
rapidez na detecgdo e um maior nivel de precisdo na estimativa das populacdes de
moscas-das-frutas € um requisito fundamental para detectar movimentos
migratorios, mortalidade ou reproducao (ROS et al., 2002), prover informagbes para
o (MIP) (CHAMBERS, 1977) e evitar danos a producao fruticola. O uso de atrativos
disponiveis no mercado internacional para armadilhas McPhail, como Nulure® e
Torula®, é reduzido em paises da América Latina, em vista das limitagdes de custo
e acessibilidade por parte dos produtores (PINERO et al., 2003).

No Brasil, melaco de cana-de-acucar e sucos de frutas sao atrativos
empregados em muitas areas fruticolas em detrimento a proteinas hidrolisadas,
tanto para monitoramento como para o preparo de iscas téxicas. O ensacamento
das frutas para protegé-las do ataque de moscas é uma das praticas fitossanitarias
mais antigas e eficazes. Na década de 60, quando a Grande Porto Alegre era o
principal pélo de produgao de hortigranjeiros no Rio Grande do Sul, 0 ensacamento
era pratica usual, principalmente para o péssego, péra e ameixa. Usavam-se sacos
de papel encerado e de papel manteiga e, também, folhas de jornal, para proteger
os cachos de uva contra o ataque de vespas e outros insetos (ROSA, 2002). Nos

municipios de producdo citricola, o ensacamento era praticado correntemente,
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desde o inicio do século passado, exigindo dispéndio elevado de material e, em
especial, de mao-de-obra, tornando-se inviavel, principalmente nos grandes
pomares, onde dificil se tornava a obten¢cdo de mé&o-de-obra barata e abundante
(GONGALVES et al., 1958).

A partir do final da década de 60 e inicio dos anos 70, o ensacamento
praticamente deixou de ser feito, substituido pela aplicagao de iscas com inseticidas
para controle das moscas-das-frutas. A escassez de mé&o-de-obra na zona rural, o
maior custo, o tamanho dos pomares e o preco final da fruta sdo fatores que hoje
limitam esta préatica a determinadas espécies e variedades.

O controle autocida ou técnica do inseto estéril consiste na esterilizagao de
insetos da mesma espécie criados em massa, que depois sdo dispersos na
natureza. Na luta autocida, pretende-se a substituicdo do acasalamento normal, pelo
acasalamento de machos néo férteis com fémeas selvagens, para induzirem nestas
a esterilidade (PEDIGO, 1996).

Para o efeito, os machos esterilizados necessitam ter a capacidade de
acasalar com as fémeas selvagens, originando ovos nao fecundados. A fémea nao
distingue o macho selvagem do macho esterilizado criado em laboratério e apenas
seleciona o par pela sua competitividade e robustez. Dessa forma, € essencial a
criacdo em laboratério de insetos que, mesmo esterilizados, sejam competitivos,
pois sdo eles que, apds a liberacdo, vao tornar as fémeas inférteis, devido a
incapacidade do seu sémen as fecundar. Em termos teéricos, para que o controle
autocida seja eficaz, a liberagdo de insetos esterilizados em relagdo aos selvagens
deve ser efetuada em uma proporcdo de 9:1. Assim, a probabilidade de
acasalamento de um macho esterilizado com uma fémea selvagem € elevada,
garantindo a reducao da populacao da praga (KNIPLING, 1955).

Esta técnica tem sido empregada ha 25 anos no México, Estados Unidos e
Guatemala, estendendo-se presentemente a outros paises da América do Sul
(Argentina, Chile e Peru) e, muito recentemente, pela primeira vez na Europa, na
regidao autbnoma da Madeira (HENDRICHS et al., 1995). Para a utilizacdo da técnica
do inseto estéril € necessario um profundo conhecimento da praga, bem como das

possiveis interacdes desta com o ambiente (PEREIRA et al., 2000). Destaca-se a
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importancia do conhecimento do seu comportamento no campo, pois 0s machos
esterilizados ao serem dispersos, terdo que competir sexualmente, com eficacia,
com a populacdo selvagem. Além disso, o combate a praga é efetuado contra a
populacdo global (“area wide”) e nao para protecao apenas de uma cultura ou de
uma parcela de terreno (LINDQUIST, 2000).

Dentre os parasitdides empregados no controle biolégico dessas pragas, os
himenopteros das familias Figitidae, subfamilia Eucoilinae e Braconidae subfamilias
Opiinae e Algisiinae, compdem o grupo de inimigos naturais mais importantes no
controle de larvas de dipteros frugivoros (Tephritidae, Lonchaeidae e Drosophilidae).
Na América Latina e sul dos Estados unidos, 27 espécies de braconideos ja foram
constatadas como parasitdides de Anastrepha spp, sendo Doryctobracon areolatus
(Szépligeti), a de mais ampla distribuicao geografica, (OVRUSKI et al., 2000). No
Brasil, onde 13 espécies de braconideos foram registradas, D. areolatus também foi
a espécie mais comum (LEONEL JR. et al., 1995; CANAL & ZUCCHI, 2000).

Os braconideos parasitdéides de moscas-das-frutas sdo endoparasitéides
coinobiontes, ou seja, a fémea oviposita nos ovos ou larvas de seu hospedeiro, que
permanece vivo até a fase de pupa, para o completo desenvolvimento do parasitéide
(WHARTON, 1997). Os opiineos parasitbéides de moscas-das-frutas pertencem aos
géneros Opius, Utetes, Doryctobracon, Biosteres e Diachasmimorpha (WHARTON,
1997). Os opiineos sao preferidos nos programas de controle biolégico de moscas-
das-frutas devido a especificidade hospedeira para a familia Tephritidae (CLAUSEN,
1940). Apesar de limitarem seus hospedeiros as espécies da familia Tephritidae,
com algumas excegdes, 0s parasitbdides possuem uma ampla gama de espécies
hospedeiras, atacando moscas-das-frutas de diferentes grupos em diversos frutos
hospedeiros (CANAL & ZUCCHI, 2000).

No Brasil existem muitas espécies nativas de parasitéides de moscas-das-
frutas, tais como: Doryctobracon areolatus (Szépligeti), D. brasiliensis (Szépligeti),
Opius bellus (Gahan), Utetes anastrephae (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae);
Aganaspis pelleranoi, Pachycrepoideus viriendemmiae (Rondani) (Hymenoptera:
Pteromalidae) (ZUCCHI & CANAL, 1996).

Em programas de controle bioldégico aplicado, deve-se criar e liberar

grandes quantidades dos inimigos naturais a campo. Porém, no Brasil até o
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presente momento, ndo se obteve uma forma de criagdo em massa que fosse
satisfatéria para o uso no controle bioldgico, por isso recorreu-se a importagdao do
endoparasitéide exético, Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera:
Braconidae), realizada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (CARVALHO, e
2005), cuja técnica de criagao massal em laboratério ja esta estabelecida (WALDER et
al., 1995).

Mediante estudos desenvolvidos na América do Norte D. longicaudata
depende de vérios fatores, tais como: densidade do hospedeiro (ASHLEY &
CHAMBERS, 1979, VARGAS et al., 1993), presenca de moscas-das-frutas
(MESSING & JANG, 1992) e fenologia da cultura (MESSING & JANG, 1992;
MESSING et al. 1994). A espécie de mosca hospedeira também ¢é outro fator
importante No Havai, D. longicaudata foi encontrada parasitando em maior
proporcao espécies do género Ceratitis. O odor de frutos infestados com larvas é
importante na localizagdo do hospedeiro, sendo que frutos de goiaba apresentam
forte atratividade para as fémeas de D. longicaudata (MESSING & JANG, 1992).
Além disso, D. longicaudata teve melhor adaptagao a pomares comerciais de goiaba
em relagdo aos habitates naturais (VARGAS et al., 1993, ALVARENGA et al., 2005).
Constata-se, portanto, pelas pesquisas realizadas em diversos locais do mundo, que
D. longicaudata é um agente promissor no controle biolégico de moscas-das-frutas
em goiaba. No Brasil, alguns estudos foram desenvolvidos com relacdo ao
estabelecimento desse parasitéide em pomares comerciais de goiaba (ALVARENGA
et al., 2005) e em algumas outras fruteiras comerciais e silvestres (MATRANGOLO
et al., 1998, PARANHOS et al., 2003).

2.3. Nematdides Entomopatogénicos

Os nematdides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a Ordem Rhabditida
(Nematoda: Secernentea), na qual estdo inseridas as familias Steinermatidae e
Heterorhabiditidae. A familia Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema e
Neosteirnenema, enquanto a familia Heterorhabiditidae possui 0 género
Heterorhabditis. Atualmente existem descritas e validadas 43 espécies do género

Steinernema, uma do género Neosteirnenema e nove do género Heterorhabditis,
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sendo que mais do que 70% delas foram descritas nos ultimos 20 anos (ADAMS et
al., 2002).

Esses nematdides sdo organismos de forma cilindrico-alongada, sem
segmentacao nem apéndices, patégenos obrigatorios capazes de colonizar alguns
invertebrados, como insetos, aranhas e carrapatos. Possuem adaptacdes
caracteristicas: primeiro, sdo letais a insetos; segundo, possuem associagao
simbionte com bactérias entomopatogénicas; em seu terceiro estadio (J3), também
chamado de juvenil infectante (JI), tem a capacidade de penetrar os insetos e de
sobreviver no solo por tempo limitado (AKHURST & BOEMARE, 1990; SUDHAUS,
1993).

Os NEPs sao assim conhecidos porque causam doenca € morte a
diferentes espécies de insetos com grande rapidez (24 a 48 hrs.) (DOWS &
PETERS, 2002). Os progressos alcangados nas Ultimas décadas em estudos com
NEPs sobre taxonomia, biologia, genética, ecologia, gama de hospedeiros,
tecnologia de aplicacdo, testes em laboratério e a campo tém destacado como
excelentes candidatos a agentes de controle biolégico de insetos praga (GAUGLER,
1988; GREWAL & GEORGIS, 1998). Em comparagdao com o controle quimico, o uso
de NEPs é mais seguro para o usuario e para o ambiente. Eles possuem baixo
efeito sobre populagdes de insetos ndo alvo, e nenhum efeito sobre mamiferos ou
plantas (AKHURST, 1990). NEPs séo considerados uma ferramenta efetiva para ser
incorporada em programas de manejo integrado de pragas (MIP), representando
uma parte importante dos chamados biocontroladores (EHLERS, 1996).

2.3.1 - Biologia e comportamento

Os NEPs possuem uma particularidade que é a associagao simbionte com
bactérias entomopatogénicas dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus
(associagdo com espécies dos géneros Steinernema e Heterorhabditis,
respectivamente). Essas bactérias sdo as principais responsaveis pela morte rapida
do hospedeiro por septicemia. Os NEPs vém sendo isolados de solos em diferentes
ecossistemas do mundo, desde o artico até os trépicos, apresentando um vasto
leque de hospedeiros (POINAR, 1990). Como exemplo, S. carpocapsae coloniza em
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condicdes de laboratério mais de 250 espécies de insetos pertencentes a
aproximadamente 75 familias de 11 ordens, e podem infectar os estadios de larva,
pupa, e adulto destes. (PETERS, 1996). Os NEPs, por serem organismos cujo
habitat natural é o solo, sofrem influéncia de caracteristicas deste habitat, como
tamanho dos poros, umidade, presenca de oxigénio, temperatura e pH
(BARBERCHECK, 1992). As interacdes de todos esses fatores podem alterar desde
a sobrevivéncia até a capacidade de infeccao do nematéide (KAYA, 1990). Algumas
espécies de NEPs podem tolerar temperaturas extremas, mas € possivel que a
baixa umidade do solo altere sua capacidade de dispersao e persisténcia (KUNG et
al., 1987).

2.3.2 - Ciclo

O ciclo de vida das espécies do género Steinernema comeca com O0S
juvenis infectantes (JIs) penetrando no corpo do hospedeiro através de aberturas
naturais, como boca, anus e espiraculos (FORST & CLARKE, 2002) (Figura 2). Este
estadio de juvenil carrega células das bactérias Xenorhabdus em uma vesicula
localizada na regido anterior do intestino. Apds penetrar no inseto, passam a
hemocele, onde liberam as bactérias. Estas se multiplicam rapidamente, e apos
curto periodo, causam septicemia e morte do hospedeiro.

O cadaver fica entao preenchido por uma “sopa bacteriana”, composta por
bactérias e por tecidos do inseto ja desorganizados e decompostos. Os nematdides
entdo, se alimentam desta “sopa bacteriana” e se desenvolvem, passando para o
ultimo estadio de juvenil (J4) e depois se tornam adultos anfimiticos de primeira
geracao. 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 geracao dentro do corpo do hospedeiro. Geralmente,
apdés o surgimento e acasalamento dos adultos da segunda geracado, tem-se a
formagcdo de uma populagédo de juvenis que se alimentam do resto do cadaver e
depois o abandonam, indo para o solo em busca de novos hospedeiros. Antes dos
nematdides deixarem o cadaver as bactérias simbiontes sdo novamente
apreendidas na vesicula do intestino dos juvenis (ADAMS & NGUYEN, 2002).
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O ciclo de vida dos Heterorhabditis € semelhante ao do Steinernema com a
diferenca que no primeiro ciclo dentro do hospedeiro a primeira geracado é
hermafrodita, sendo que machos e fémeas sé aparecem na segunda geragao
(ADAMS & NGUYEN, 2002). Uma caracteristica adicional que destaca os NEPs
dentre os agentes do controle biolégico € a sua capacidade de dispersao e busca do
hospedeiro. Os NEPs sao atraidos pelas atividades fisiolégicas do hospedeiro, como
a respiracao, que ocasiona diferencas de CO2 (ZUCKERMAN & JANSSON, 1984;
GAUGLER et al., 1989). De acordo com sua movimentagdo e comportamento, 0s
NEPs podem ser classificados em dois tipos: “ambusher” ou “cruiser”. S.
carpocapsae é um tipico “ambusher”, que fica parado sobre a cauda na superficie
do solo até a aproximacao do hospedeiro. Este movimento € conhecido como
nictacdo, o qual permite ao nematéide alcangar outros substratos ou hospedeiros
mediante movimentos sincronizados e ondulatérios de seu corpo (ISHIBASHI &
KONDO, 1990). H. bacteriophora e S. glaseri sao tipicos “cruiser”, pois sdo méveis e
respondem notoriamente aos quimio-atraentes do hospedeiro (Kaya & Gaugler,
1993).

JUWEHNIL INFECTAMTE LARWA Sab 1A

> ]
- LAaRWS INFEC TADA
-

EMERGEHCIA @
-"'hl- -

DESENVDL‘JIMENTD

@

-»>
il
L=

Figura 2. Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos.
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Os juvenis infectantes dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sao
morfologica e fisiologicamente adaptados a vida livre no solo. Durante este estadio
os nematéides nao se alimentam, possuem a boca e o anus fechados e dependem
de suas reservas nutritivas internas até encontrar um novo hospedeiro. Estas
reservas se encontram no intestino, principalmente, na forma de glicogénio (LEWIS,
1992). No terceiro estadio os NEPs sdo mais resistentes as condigbes ambientais
adversas, devido a presenca da cuticula do segundo estadio sobre a do terceiro
estadio. Esta protecdo tem um papel fundamental, pois evita a morte por
dessecacdo e acao de antagonistas existentes no solo, como bactérias e fungos
(CAMPBELL & GAUGLER,1991). Os Nematdides entomopatogénicos sao
extremamente dependentes da quantidade de lipidios armazenada no seu
organismo e da umidade e temperatura para sobreviverem no solo (PATEL &
WRIGHT, 1997; GLAZER, 2002). Essa capacidade de sobrevivéncia em diferentes
temperaturas tem sido avaliada em diversos estudos, procurando selecionar
isolados que permitam estar adaptados as adversidades de cada regido. Cada
espécie e até mesmo isolados da mesma espécie reagem diferentemente as
variagoes de temperatura e umidade. Desse modo, a avaliagdo de nematdéides se
faz necessaria, com o objetivo de descobrir novos agentes que sejam mais

eficientes para uso nos programas de controle bioldgico de pragas.

2.3.3 - Producao de Nematoides Entomopatogénicos

Nos Uultimos anos foram conseguidos avangos significativos no que diz
respeito a produgdo em escala comercial de nematdides entomopatogénicos. De tal
forma que atualmente ja sdo competitivos com os inseticidas quimicos no controle
de pragas em culturas de médio e alto valor, o aumento da sua utilizagdo em
sistemas agricolas sustentados na agricultura biolégica ou nos sistemas de controle
integrado estd, contudo, dependente dos avangos tecnolégicos capazes de produzi-
los em escala industrial e a custos de producdo que nao constituam um fator
limitante.

Sao trés os sistemas que correntemente se usam na produgdo em massa
de nematdides entomopatogénicos: producgao in vivo, producao in vitro em substrato

sélido e em substrato liquido. Os sistemas atuais de producao sédo capazes de gerar
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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 (MIP). A associacao
do nematdide com a bactéria simbionte favorece esses tipos de producdo, mas
deve-se ressaltar que a bactéria deve estar em condicbes 6étimas para que o
nematdide se desenvolva e se multipligue. Existem cerca de 30 empresas
fabricando e/ou comercializando sete espécies de nematbides entomopatogénicos
no mundo (BIOLOGICAL CONTROL, 2005).

- Producao in vivo

E o método mais simples e o mais usado para multiplicar NEPs e é
realizado em insetos hospedeiros. A técnica foi tentada pela primeira vez por
GLAZER em 1931, mas foi DUTKY em 1959 que obteve pela primeira vez uma
grande producao de Jls em larvas de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
conhecida como traca-pequena-dos-favos. E uma técnica simples, mas cujo custo
de producao pode ser elevado e ndo permite uma economia de escala.

O numero de juvenis obtidos depende da susceptibilidade do hospedeiro,
mas também da espécie de nematdide multiplicada (MOLINA et al., 2001). Em geral,
obtém-se de 100.000 a 300.000 JlIs por larva infectada (POINAR, 1990). Nesse tipo
de producao, o inseto hospedeiro atua como um pequeno reator biolégico, onde as
bactérias utilizam nutrientes dissolvidos na hemolinfa, mas também quebram
compostos e tecidos dos insetos com suas proprias enzimas.

As larvas de insetos sao infectadas adicionando-se juvenis infectantes em
meio aquoso a um papel absorvente ou submergindo as larvas no mesmo meio;
esse “banho” de nematdides ndo deve passar de dois segundos. Em geral sdo
utilizados cerca de 100 Jls por larva no primeiro método e 4.000 JIs/mL no segundo,
podendo ser submersos nessa solugdo mais de 400 larvas (SHAPIRO-ILAN et al.,
2002). Ap6s 24 a 48 horas. de infeccdo, as larvas adquirem a coloracao
caracteristica do complexo nematoide-bactéria. Depois de ter completado dois a trés
ciclos do nematdide no hospedeiro (cerca de 5 a 10 dias), ja ndo ha alimento
disponivel e os juvenis infectantes come¢cam a deixar os cadaveres em busca de

novos hospedeiros. Essa etapa, chamada de colheita, pode ser feita em diferentes
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escalas, desde em placas de Petri até em sistemas de colheita para grande volume
de nematéides, como o lotek (WHITE, 1927).

Depois de coletados, os JIs podem ser armazenados em agua, esponja, gel,
ou em outros substratos inertes a temperaturas variando de 4 a 16 °C, por 1 a 3
meses. Cada nematdide possui tempo e temperatura étimos de armazenamento
(GREWAL, 2002). Apés algum tempo de armazenamento pode haver queda na
infectividade nos Jls. O maior gasto nesse sistema esta na dieta usada na criacao
das larvas de G. mellonella. Essa dieta vem sendo modificada para que se torne
mais barata e a multiplicacdo dos nematéides seja viavel. Nos E.U.A, uma larva de
G. mellonella pode ser comprada por US$ 0,01; levando em consideragdo que cada
larva produz cerca de 1 a 3,5x 10° JIs (DUTKY, 1964), 25.000 larvas sao
necessarias para tratar 1 ha, com base em 2,5x 10° JIs/ha. Para baixar ainda mais o
custo de producao, é preciso continuar melhorando outros aspectos da criacao das
larvas e programar sistemas de armazenamento e conservagcao de nematoides
(FLANDERS, 1996).

- Producao in vitro

A produgcdo em meios artificiais comegou 30 anos antes de DUTKY (1964)
ter proposto a multiplicacdo in vivo. GLASER (1931) cultivava NEPs em bandejas
cobertas com 4 mm de um meio composto por visceras de animais e dextrose-agar.
Nesse sistema eram produzidos cerca de 9.000 a 12.000 nematdides/cm? de meio
de cultura, atingindo 140 milhées de juvenis ao dia. Muitos outros meios foram
testados, mas somente a partir da descoberta da existéncia da bactéria simbionte,
deixou-se de usar visceras animais, de contaminacdo facil e de manuseio
desagradavel.

Apesar de nao conhecer a existéncia da bactéria simbionte, GLASER
(1931) observou que nematodides mantidos nesse meio por muito tempo perdiam sua
infectividade e que, de tempos em tempos, deveria infectar larvas de insetos para
recupera-los. Hoje a producéo in vitro pode ser feita em meio artificial sélido e
liqguido. A producdo em meio sélido era feito usando pedagos de um suporte

inorganico, como esponja de poliuretano, embebidos em meio nutritivo constituido
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de tecidos animais e 6leo como substrato, para a reproducédo e o desenvolvimento
do complexo nematéide-bactéria. Dos meios desenvolvidos, 0 de BEDDING (1981)
mostrou ser o melhor e gracas a ele e a alta produgcao de Jls que proporciona, a
exploragdo comercial dos NEPs teve inicio. Ao invés de bandejas, o autor usou
garrafas de Erlenmeyers com esponja e substrato, obtendo producdes da ordem de
1.300 milhdées de juvenis por 3 kg de meio utilizado. O meio deve ser autoclavado
juntamente com a espuma em sacos plasticos ou em Erlenmeyers. A bactéria
simbionte é adicionada ao meio e, 24 hrs. depois, 0os nematéides. Apds 14-15 dias,
faz-se a colheita, espremendo-se a esponja (ou centrifugando) em peneiras, onde
sao retidos os juvenis infectantes. Atualmente, ao invés de visceras de animais,
utilizam-se meios a base de extrato de levedura, éleos vegetais e racao de cachorro
(HUSSAINI et al., 2002). Essa mudanga nos componentes de substrato vem
tornando o processo mais acessivel. Atualmente, o custo de produgcao de milhdo de
nematoides é menor que US$ 0,01 (WOUTS, 1991).

A grande vantagem desse método em relagdo ao método in vivo é a maior
producédo de Jls em um mesmo espago de tempo. O método de multiplicacédo de
nematoides utilizando meio sélido, apesar de pratico, é considerado laborioso, pois
meio e esponja precisam ser autoclavados antes das inocula¢des. Além do mais, as
esponjas ndo sao biodegradaveis e descartar toneladas de esponja pode ser
dispendioso e danoso ao ambiente. Ainda sdo necessarios ajustes e melhorias nos
processos de mistura do meio com o suporte, na inoculagao da bactéria e dos JIs e
na colheita dos JIs (FRIEDMAN, 1990). Visando o aumento na produg¢do € o nao
uso de suporte, surgiu a producao de NEPs in vitro em meio liquido, utilizando
fermentadores do tipo tanque de 3 a 10.000 L, com producdes de 90 x 10° JIs/mL.
FRIEDMAN (1990) relata concentracdes superiores a 95 x 10° Jls/mL em

fermentadores air lift.

2.3.4 - Formulacao dos Neps

Diferentes tipos de formulacdes tém sido testados para diferentes espécies
de nematoides entomopatogénicos com o objetivo de amenizar os fatores abidticos
que atingem os Jls. Essas formulagbes permitem maior persisténcia. Formulagdes

variam desde esponjas a granulos soltuveis em agua. O tipo de formulagdo depende
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da forma como os nematéides sédo produzidos, da disponibilidade do material, tipo
de nematéide e do financiamento disponivel (GEORGIS, 1990).

Atualmente existem varios tipos de formulagées para armazenagem dos
NEPs no campo como: agua, esponja, gel (agar), insetos cadaveres, vermiculita,
alginato de calcio, p6 molhavel, granulos sollveis em agua, dentre outros. Alguns
nematodides possuem a caracteristica peculiar de perder agua paulatinamente sem
perder a integridade, fenbmeno chamado de anidrobiose. Os NEPs sao capazes de
entrar em anidrobiose parcial, chamada de anidrobiose quiescente (WOMERSELY,
1990). Essa caracteristica foi explorada para gerar formulagdées com maior tempo de
prateleira, como é o caso dos granulos soliuveis em agua (GREWAL, 2002).
Atualmente, as formulacées comercialmente disponiveis podem ser subdivididas em
formulagbes nas quais os nematbéides permanecem ativos, com mobilidade
reduzida, ou em anidrobiose parcial. Existem também as formulagbes nas quais 0s
nematoides sdo levados ao campo em insetos cadaveres (DOLINSKI, 2006).

2.3.5 - Tipos de aplicacao de NEPs

O desenvolvimento de métodos de aplicacdo € um dos desafios para
ampliar a utilizacdo destes microorganismos no controle de pragas. De uma maneira
geral, NEPs podem ser aplicados por pulverizacdo, através da irrigacdo e em
cadaveres de insetos (GREWAL, 2002) sdo também compativeis com varios tipos
de inseticidas comerciais (GEORGIS, 1990). A eficacia da aplicagdo de um
inseticida demanda o desenvolvimento de sistemas que integrem o tipo de
formulacdo, o equipamento e o método de aspersdo. Igualmente para se realizar
uma aplicacdo correta, € necessario aplicar no momento oportuno, com uma
cobertura maxima, uma dosagem correta e um tamanho de gota adequado.

O éxito de qualquer controle fitossanitario depende também da qualidade do
produto e da precisdo de sua aplicacdo, tendo sempre em conta a menor
contaminagdo ambiental possivel (VILLALBA, 2003). Quanto a aplicacdo, os Jls
podem ser aplicados com equipamentos convencionais, com o objetivo principal de
distribuir uniformemente o ingrediente ativo, no caso dos nematoides, que estejam

proximos as pragas que atacam a cultura. Na préatica é quase impossivel obter uma
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distribuicdo uniforme em quantidades pequenas de inoculo, 0 que obriga a recorrer a
agentes ou meios de diluicao. Para os nematéides, o diluente mais usado é a agua.
A gota constitui-se, portanto, no veiculo ou meio de transporte para fazer chegar a
substancia ativa até o seu destino (VILLALBA, 2003). E importante também levar em
conta que temperaturas do solo entre 12 e 28 °C sao consideradas favoraveis para a
aplicacao de NEPs (KAYA, 1990). A micro aspersdao do nematdide Heterorhabditis
sp. linhagem T390 em nivel da superficie do solo foi mais efetivo do que quando
adicionando na irrigacdo por gotejamento. Estudos a campo tém mostrado a
necessidade de se aplicar os NEPs com uma maior quantidade de agua, para que
os NEPs nao sofram dessecacao (CURRAN, 1992).

A adicéao de adjuvantes pode melhorar significativamente o desempenho de
NEPs. SCHROER et al. (2005a) testaram uma série de adjuvantes com a finalidade
de melhorar o desempenho de NEPs contra a traga-das-cruciferas. Os
pesquisadores encontraram um incremento de duas vezes na mortalidade da traca-
das-cruciferas com umidade ambiental de 80% em ensaios de laboratério
pulverizando Jls com Xhantan 0,3%. A adicdo do surfactante Rimulgan a dosagem
de 0,3% também incrementou a eficicia. A formulagéo surfactante polimero reduziu
o tempo letal médio de 40 horas. a um periodo menor que 25 hrs., mas, em
contraposicao, esta formulacdo decresce a mobilidade de JIs (SCHROER 2005a).
Alguns adjuvantes usados na aplicacdo de NEPs s&o Triton X100 (BDH, Merck Ltd.,
Dorset, UK), Glicerol, Croduvant, Crovol L27 e Crovol L40 (Croda Chemicals Ltd.),
todos eles em uma dosagem de 2 até 4% (v/v) (MASON et al., 1999).

Atualmente JIs sdo aplicados em sistemas de irrigacdo adaptados a
aplicagdo de produtos quimicos. Estudos avaliando o controle de pragas foliares
mediante aplicacdo foliar de NEPs tém demonstrado efetividade restrita a ambientes
protegidos, sendo variavel quando o ambiente € exposto. As telas e os filtros dos
equipamentos de aspersdao devem permitir que 0s nematdides passem através
deles. S. carpocapsae (Weiser) pode passar através de telas tdo finas como 100
micrdmetros de didmetro, mas telas com aberturas maiores sdo necessarias para
espécies maiores como S. glaseri Steiner e H. megidis Poinar, Jackson & Klein.
Portanto, retirar os filtros e as telas as vezes € recomendado, mas isto requer re-

calibracdo do equipamento (GREWAL, 1998). A maioria dos sistemas de aspersao
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nao promove pressao suficiente para causar dano aos nematéides. Em geral, os
nematodides ndo devem ser submetidos a pressdes superiores a 300 psi nos tanques
dos equipamentos e a temperaturas superiores a 30 °C (GREWAL, 1998).

2.3.6 - Uso de nematoides Entomopatogénicos no Brasil e no Mundo

Existem varios exemplos de éxito em nivel comercial no controle de insetos
praga com NEPs em diferentes ordens: Diptera, Coleoptera, Lepidoptera,
Orthoptera, Thysanoptera e Sifonaptera. Dentre as espécies de coledpteros
controlados com sucesso figuram-se: Otiorhynchus sulcatus, O. ovatus, O. ligusstici,
Phylloperda horticola, Maladera matrida e Conotrachelus nenuphar, Diaprepes,
Conotrachelus psidii, dentre outros (EHLERS, 2001; DOLINSKI, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia pertencente ao Centro de Ciéncias Técnicas Agropecuarias da UENF,
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro RJ, em Campos dos

Goytacazes, RJ.

Manutencao
Para os ensaios foram usadas linhagens de NEPs que se encontram na
colecao do Laboratério de Entomologia e Fitopatologia listadas na Tabela 1.

ESPECIE LINHAGEM ORIGEM
Heterorhabditis baujardi LPP7 Rondonia

H. indica LPP1 Rondénia

H. bacteriophora HP88 Carolina do Norte, E.U.A
Steinernema carpocapsae NCALL Carolina do Norte, E.U.A
Heterorhabditis sp. LPP9 Rondoénia
Heterorhabditis sp. LPP2 Rondoénia
Heterorhabditis sp. LPP14 Rondoénia
Heterorhabditis sp. LPP17 Rondoénia

Tabela 1. Nematoides entomopatogénicos que foram testados.
Para a obteng&o dos JIs, as linhagens foram multiplicadas em laboratério
através da infecgdo de larvas no sétimo instar de G. mellonella (Lepidoptera :
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Pyralidae) em placas de Petri (90 x 20 mm), com papel filtro na base (Whatman n®
1), adicionando-se um mL de agua destilada com 100 JIs da linhagem a ser
multiplicada (Figura 3).

Figura 3. Larvas de Galleria mellonella em placa de Petri para infeccdo com

nematoides entomopatogénicos.

As placas de Petri com as larvas foram acondicionadas em camara climatizada
a 25 °C e umidade relativa a 80%. Apos cinco dias, os cadaveres de G. mellonella
foram retirados e distribuidos individualmente em armadilhas de White modificadas
(White, 1927). As armadilhas foram confeccionadas utilizando-se placas de Petri de
dimensdes 90 X 20 mm, contendo no seu interior um anel de PVC de dois cm de
didmetro por um cm de altura e uma tira de papel filtro de um cm de largura X cinco
de comprimento, sobre o anel. Em seguida foram adicionados 15 mL de agua

destilada em cada placa e trés cadaveres de G. mellonella (Figura 4).

Figura 4. Armadilha de White modificada com cadaveres de Galleria mellonella
usada na captura de Jls infectantes.
As placas foram fechadas, identificadas por linhagem e levadas a camara

climatizada com temperatura de 25 °C e umidade relativa a 80%. Apds 10 dias
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contados a partir da infec¢do, os juvenis comegaram a emergir do inseto cadaver.
As armadilhas foram mantidas na camara climatizada por até uma semana, apés a
emergéncia dos primeiros JlIs. Os juvenis foram coletados com auxilio de pipetas de
vidro Pasteur, e acondicionados em garrafas de cultura de células de 100 mL.
Posteriormente foi adicionada mais agua destilada em cada garrafa para totalizar 40
mL, e armazenada em camara climatizada a 16 °C para posterior uso dos juvenis

nos experimentos (Figura 5).

Figura 5. Garrafas de cultura de células de 100 mL com solugdo de juvenis

infectantes.

Multiplicacao e manutencao de Ceratitis capitata

Os primeiros individuos introduzidos no laboratério foram trazidos da unidade

da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura Tropical da Cidade de Cruz das Almas (BA).
As pupas recebidas foram mantidas em um recipiente de dimensdes de 10
cm de diametro por 15 cm de altura contendo vermiculita previamente esterilizada
em estufa a 100 °C, cuja funcédo era servir de substrato. Os recipientes foram
mantidos a temperatura ambiente (25 a 28 °C) até a emergéncia dos adultos. Estes
foram entdo transportados até a gaiola de criacdo, com dieta artificial e um
recipiente com agua destilada em posigao invertida, com um chumago de algodao
no gargalo, de modo que o algodao por capilaridade atuasse como fonte de agua
para os insetos. A gaiola de criagao foi construida em formato trapezoidal forrada na

base maior com tela sombrite, nas laterais e na base menor por madeira, no anglo
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de inclinagéo do trapézio forrado com pano “voeil” e em uma das laterais com um

orificio para manuseio da colénia (Figura 6).

Figura 6. Vista frontal e lateral da gaiola de criacao de C. capitata

Na parte externa da gaiola foi colocada uma bandeja de aluminio contendo
agua destilada, onde foi recolhida a postura advinda dos adultos. A postura foi
coletada e coada em peneira confeccionada com pano “voeil”, e posteriormente,
imersos em solucao de hipoclorito de sddio a 1 % por 30 segundos. Apos esta
etapa, os ovos foram novamente coados em “voeil”, lavados com agua destilada
corrente e distribuidos em recipientes de 10 cm de diametro por 15 cm de altura
contendo dieta artificial para larvas. Os recipientes foram levados a camara
climatizada a 28 °C e apos oito dias em media a dieta foi colocada em peneira de
malha 100 mm e lavada em agua corrente, até que na peneira restassem somente
as larvas em estagio L3. As mesmas entdo foram depositadas em um recipiente

contendo vermiculita, quando entdo um novo ciclo dava-se inicio.
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3.1- EXPERIMENTO 1

AVALIACAO DA VIRULENCIA DE OITO LINHAGENS DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS EM LARVAS DE Ceratitis capitata

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
tendo como tratamentos oito linhagens de NEPs, com dosagem utilizada de 100 JIs e 20
repeticoes para cada linhagem. Foram utilizados tubos de ensaio de trés centimetros de
didmeto por oito de altura, contendo 32 gramas de areia previamente autoclavada por
duas horas e seca em estufa a 100°C. A umidade da areia foi mantida em 20% com
adicdo de é4gua destilada. No interior dos tubos de ensaio foram adicionadas a
suspensdo de nematdides e dez larvas L3 (ultimo estadio larval) da mosca-do-
mediterraneo. Em seguida, os tubos foram fechados na extremidade com filme plastico
de PVC, onde foram feitas perfuragées com auxilio de uma agulha para facilitar a
aeracao, sendo os tubos acondicionados em bandejas de isopor e armazenados em
camara climatizada sob temperatura de 28 °C e umidade relativa de 80%, onde
permaneceram por um periodo de 10 dias, ou seja, até a emergéncia dos primeiros
adultos (Figura 7). Um tratamento controle foi igual aos demais tratamentos, exceto pela
auséncia de adicdo de suspensao contendo nematoides. Para analisar os dados foi
realizado estudo de analise de varidncia e as médias dos tratamentos foram
contrastadas pelo teste de Tukey em 5% de significancia com o uso do programa

Genes. O experimento foi repetido para confirmacéao dos dados.
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Figura 7. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento |
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3.2 - EXPERIMENTO 2

INFLUENCIA DA DOSAGEM DE JUVENIS INFECTANTES DE TRES LINHAGENS
DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS NA MORTALIDADE DE LARVAS DA
MOSCA-DO-MEDITERRANEO (Ceratitis capitata)

Foram utilizadas as linhagens H. baujardi LPP7, Heterorhabditis sp. LPP14
e LPP17 que mais se destacaram no porcentual de mortalidade no experimento 1, e
larvas de C. capitata criadas no laboratério. Foram testados seis tratamentos,
representados, pelas concentragdes: 5, 25, 45, 65, 85, 105 JIs com 40 repeticoes
cada. Os Eppendorfs esterilizados foram preenchidos com 1,5 gramas de areia,
seca por 48 hrs. em estufa a 100 °C e umedecida a 20% com agua destilada. Em
cada Eppendorf foram colocados uma larva em estagio L3 de C. capitata e Jls.
Estes foram contados e coletados com o auxilio de um capilar e transferidos para os
tubos até a dosagem 45 Jls; para concentragcbes maiores foi usado o método
volumétrico. Os Eppendorfs foram fechados e transferidos para camara climatizada
a 28 °C e 80% de umidade relativa, onde permaneceram por 10 dias, tempo
suficiente para que as larvas se transformassem em pupas e posteriormente em
adultos ou morressem por infeccao dos Jls. Um controle foi montado seguindo o
mesmo procedimento, porém sem a adicao de Jls. Apds o tempo em dias referido,
foi avaliado o numero de adultos emergidos nos tratamentos e na testemunha
(Figura 8). O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) e repetido logo apés o primeiro e as mortalidades nos diferentes tratamentos
para cada espécie foram avaliadas por andlise de regressao, com o programa Saeg.
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LINHAGENS TESTADAS LARVAS DE Ceratitis capitatal3

EPPENDORFS QUE RECERAM 1 LARVA DE Ceraiiis capitala HAS
RESPECTIVAS CONCENTRACOES ABAIXO

JELITLL

CAMARA CLIMATIZADA A 28°C E 80% UR
Figura 8. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento IlI.
3.3 - EXPERIMENTO 3

INFLUENCIA DO TEMPO DE EXPOSICAO DE TRES LINHAGENS DE
NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS EM LARVAS DE Ceratitis capitata

Foram utilizadas as linhagens H.baujardi LPP7, H.LPP14 e H.LPP17
responsaveis pela menor emergéncia de adultos no Experimento 1 e a dosagem 70
JIs, que se mostrou capaz de matar 90% dos individuos no Experimento 2 e larvas
de C. capitata criadas no laboratorio. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com seis tratamentos representados pelos tempos
de exposicao das larvas de C. capitata a JIs ( 2, 8, 16, 20, 24 e 30 hrs.), com 20
repeticbes cada. Trés larvas em estagio L3 foram selecionadas e depositadas em
cada tubo tipo Eppendorf, que anteriormente havia sido preenchido com trés gramas
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de areia previamente autoclavada por duas hrs. seca em estufa por 24 hrs. a 100 °C
e umedecida a 20% com agua destilada.

Solucdes de NEPs de cada uma das trés linhagens foram formuladas de
maneira a conter 70 Jls em quantidade suficiente de agua para que o solo nao
ultrapassasse 0s 20% de umidade. Os tubos foram lacrados e entao levados a
camara climatizada a 28 °C e UR 80%. Apds cada tempo de exposicao, as larvas
foram transferidas para ponteiras azuis de micropipeta, esterilizadas e identificadas.
Os tratamentos permaneceram em camara climatizada até que se constatasse a
emergéncia de adultos. Uma testemunha foi montada seguindo os mesmos
procedimentos, porém sem adi¢do de Jls (Figura 9). O experimento foi repetido logo
apds o primeiro e as médias das mortalidades nos diferentes tratamentos para cada

espécie foram avaliadas com o programa Genes.
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Figura 9. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento |ll.
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3.4 - EXPERIMENTO 4

AVALIACAO DA MORTALIDADE DE PUPAS DE MOSCA-DO-MEDITERRANEO
(Ceratitis capitata) UTILIZANDO DIFERENTES DOSES DE Heterorhabditis
baujardi LPP7

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
testando uma linhagem de NEPs linhagem (H. baujardi LPP7 ) e nove
concentragoes de Jls (5, 30, 55, 80, 105, 130, 155, 180, 205) com 40 repeti¢cdes
cada. No estabelecimento do experimento foram utilizadas ponteiras azuis de
micropipeta, esterilizadas, preenchidas até a metade com um grama de areia
previamente autoclavada por 2 hrs., seca por 48 hrs. em estufa a 100 °C e
umedecida a 20 % com agua destilada. Com o auxilio de um capilar foram obtidos
0s cinco JIs e para as demais concentracdes foram feitas suspensdes de Jls
ajustadas pelo método volumétrico. Nas suas respectivas concentragdes foram
adicionadas individualmente a cada ponteira, Juntamente com uma pupa. Foram
fechadas com plastico PVC e distribuidas sobre uma base feita de isopor (20 mm),
quando entdo foram acondicionadas em camara climatizada a 28 °C e a 80% de
umidade relativa, onde permaneceram até que se observasse a emergéncia dos
adultos. Um controle foi montado igual aos demais tratamentos, porém sem adicao
de nematdides (Figura 10). Foi feita a analise de varidncia e comparagdo das
mortalidades médias, com base nos resultados dos tratamentos. Para as diferentes
concentracoes foi testado o ajuste por equagdes de regressdo com o programa
Saeg. O experimento foi repetido para confirmacao dos dados.
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Solugio ajustada com 70 Js
da linhagem Helerarhabaits
DaujardiLPP7
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distribuicdo das repetigies nos tratamentos camaras climatizadas com diferentes temperaturas

Figura 10. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento IV.

3.5 - EXPERIMENTO 5

INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA MORTALIDADE DE LARVAS DE
MOSCA-DO-MEDITERRANEO, Ceratitis capitata DE Heterorhabditis baujardi
LPP7

Foi utilizada a linhagem Heterorhabditis baujardi LPP7 e larvas de C. capitata
criadas no laboratério como descrito anteriormente. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo constituido por quatro
tratamentos (16, 20, 24, 28 °C) com 20 repeticdes cada. Foram utilizadas ponteiras
azuis de micropipeta preenchidas com 1,5 g de areia previamente autoclavada por 2
hrs., seca em estufa a 100 °C por 48 hrs. e umedecida a 20%. Foi adicionado a cada
ponteira uma suspensao contendo 70 JlIs, por ser esta a que proporcionou 90% de
mortalidade no Experimento 2. Apds a adicao dos nematdides, uma larva no terceiro
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estagio de C. capitata foi depositada em cada ponteira, sendo estas fechadas com
filme plastico PVC e feito um pequeno furo no plastico para facilitar a entrada de ar.
As ponteiras foram distribuidas em uma base de isopor (3 cm de altura), e
posteriormente levadas a camaras climatizadas ajustadas as temperaturas acima
descritas, e umidade relativa a 80 %.

Os tratamentos permaneceram em suas respectivas temperaturas e umidade
constantes até que se observou a emergéncia de adultos. Um controle foi montado
idéntico aos outros tratamentos, mas sem adi¢cdo dos Jls (Figura 11). Foi feita a
analise de variancia e as médias dos tratamentos analisados pelo ajuste de equagao
de regressao com o programa Genes. O experimento foi repetido para confirmagao

dos dados.

Solugdes ﬂeﬂmﬁsiﬂm&mmmm&!ﬂlpﬂ

Camara climatizada a28 *Ce

Pupas de 2
dias

Figura 11. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento V.
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3.6 - EXPERIMENTO 6

INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA INFECGCAO DE Heterorhabditis baujardi
LPP7 EM PUPAS DE MOSCA-DO-MEDITERRANEO, Ceratitis capitata

Foi utilizada a linhagem utilizada no teste anterior, e ainda pupas de C. capitata
advindas de larvas criadas no laboratério, como descrito anteriormente. O
experimento foi montado com 4 tratamentos (16, 20, 24 e 28 °C) e 40 repeticdes
cada. Foram utilizadas ponteiras azuis de micropipeta, preenchidas com 1,5 g de
areia previamente autoclavada por duas hrs., seca em estufa a 100 °C por 48 hrs. e
umedecida com agua destilada a 20%. As ponteiras foram distribuidas em fileiras de
20 sobre folha de isopor (2 cm de altura), uma pupa de C. capitata foi adicionada
manualmente a cada uma das ponteiras, assim como uma suspensao contendo 200
JIs, que foi definida com base nos resultados do Experimento 4. As ponteiras foram
entdo lacradas com plastico PVC que foi perfurado, com auxilio de um alfinete para
facilitar a aeracao.

Os tratamentos foram levados as camaras climatizadas de acordo com as
temperaturas referentes a cada tratamento, até a emergéncia de adultos. Um
controle foi montado seguindo os mesmos procedimentos, porém sem a adi¢cdo do
JIs (Figura 12). Foi feito a analise de variancia e para os diferentes tratamentos foi
feito o ajuste de equagdes de regressao com programa Genes. O experimento foi

repetido para confirmacéo dos dados.
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pupas de Ceralfifis capifala
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Figura 12. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento VI.
3.7 - EXPERIMENTO 7

AVALIACAO DA MORTALIDADE DA MOSCA-DO-MEDITERRANEO
(Ceratitis capitata) UTILIZANDO NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS EM
NiVEL DE CAMPO.

Para o estabelecimento do experimento foi utilizada a linhagem. H. baujardi
LPP7, e larvas de C. capitata em estagio L3. O experimento foi montado seguindo
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dois tratamentos (com e sem
nematdide) e sete repeticbes cada. Foram confeccionadas quatorze gaiolas
utilizando-se sombrite e bambu (2 x 2 x 2 m), as quais foram distribuidas em uma
plantacao comercial de goiabas no municipio de Cachoeira de Macacu RJ, que foi
escolhido por nao haver incidéncia de C. capitata.

A area no interior das gaiolas foi limpa com o auxilio de enxadas de modo
gue o solo ficasse isento de ervas daninhas, visando diminuir os obstaculos a serem
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enfrentados pelos JIs no processo de migragcéo. Foram distribuidas com o auxilio de
um pincel n® 12, 100 larvas de C. capitata, de maneira aleatéria no solo do interior
de cada uma das gaiolas.

Sete suspensdes contendo 100.000 JIs em 500 mL de agua da linhagem H.
baujardi LPP7 foram preparadas e armazenadas em garrafas plasticas, com
capacidade para um litro de agua, e posteriormente levadas para o local do
experimento (2,5 Jls/cm?). Com o auxilio de um pulverizador manual cada
suspensao foi distribuida uniformemente no solo das 7 gaiolas representando o
tratamento com nematéides. No tratamento sem nematdides. As gaiolas
testemunhas receberam apenas agua sem nematdides. No interior das gaiolas
foram distribuidas uma armadilha do tipo McPhail, que usa como atraente alimentar
o hidrolisado de proteina (Figura 13).A eficiéncia do controle das larvas por
nematoides foi avaliada comparando-se a emergéncia de C. capitata capturadas nas
armadilhas nos dois tratamentos, e subtraindo-se do numero total da populacdo
inicial de larvas L3 introduzidas em cada gaiola. Foi realizada analise de variancia, e
as médias das mortalidades dos tratamentos, foram comparadas pelo teste Tukey

em 5% de significAncia com a utilizacdo do programa estatistico Genes.

Amnadilhas macphail

Gaiolas cobrindo plantas de goiaba

Larvas de C. capitats

Figura 13. Detalhe da sequéncia de etapas do Experimento VII.
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4- RESULTADOS

4.1 - RESULTADO EXPERIMENTO 1

Diferencas significativas na mortalidade das larvas de C. capitata foram
encontradas entre as linhagens testadas e a testemunha (F=102,45; gl=8; P=0)
(Figura 14). Todas as oito linhagens foram virulentas e causaram mortalidade entre
75 % e 98,5 %. Com sintomas caracteristicos (Figura 16 ) Quando o teste foi
repetido, a tendéncia se manteve com as mortalidades novamente significativamente
diferentes entre si e diferentes da testemunha (F=105, 44, gl=8, P=0). A mortalidade
na repeticao variou de 74 % a 98 % (Figura 15).

As linhagens H. baujardi LPP7, Heterorhabditis sp. LPP 14 e LPP17
alcangaram os maiores valores absolutos de mortalidade. Essas linhagens sao
procedentes da Floresta Amazénica em Monte Negro, RO, e vém se mostrando
excelentes controladores (Figura 14).
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Figura 14. Mortalidade em porcentagem de larvas de Ceratitis capitata expostas a diferentes
linhagens de nematéides entomopatogénicos. Médias seguidas pela mesma letra nao sao diferentes
em 5 % de significancia pelo teste Tukey.
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Figura 15. Porcentagem de mortalidade de larvas de Ceratitis capitata expostas a diferentes
linhagens de nematdides entomopatogénicos (figura 16). Médias seguidas pela mesma letra ndo sédo

diferentes em 5 % de significancia pelo teste Tukey.
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Figura 16. Ceratitis capitata, recém-emergidas em repeticdo da testemunha sem nematdides, B

Pupas mortas pelos nematéides entomopatogénicos, Heterorhabditis baujardi LPP7.

4.2 - RESULTADO DO EXPERIMENTO 2

As linhagens H. baujardi LPP7, Heterorhabditis sp. LPP14 e LPP17 se mostraram
eficientes em todas as doses testadas com relagdo ao percentual de mortalidade de
larvas de C.capitata. A analise de regressao, para as trés linhagens em ambos os
ensaios, mostrou uma relagcéo diretamente proporcional entre as maiores dosagens
de Jls e o aumento das mortalidades médias em todas as linhagens bem como nas
duas etapas do experimento (Figuras 17, 18, 19, 20, 21, 22,).

Etapas 1 e 2
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Figura 17, 18. Grafico mostrando andlise de regressao avaliando a mortalidade em funcéo da
concentracdo utilizando JlIs de LPP7.
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Figura 19, 20. Grafico mostrando andlise de regressao avaliando a mortalidade em fungéo da

concentragao utilizando JIs de LPP14.
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Figura 21, 22. Grafico mostrando andlise de regressao avaliando a mortalidade em funcéo da

concentragao de utilizando JIs de LPP17.
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4.3 - RESULTADO DO EXPERIMENTO 3

Diferengas significativas na mortalidade das larvas de C. capitata foram
encontradas entre as linhagens testadas e a testemunha (F=38,45; gl=2; P=0),
entre os tempos de exposicao (F=10,14; gl=4; P=0) e entre a interacao linhagens
e tempos de exposicdo (F=4,45; gl=19; P=0). Todas as trés linhagens foram
virulentas e causaram mortalidade entre 36,7 % com 2 horas de exposicao e 91,7
% com 30 horas.

Quando o teste foi repetido, a tendéncia se manteve, com as
mortalidades sendo significativas entre linhagens e testemunha (F= 50,08; gl=2;
P=0), para os tempos de exposicdo (F=10,93; gl=4; P=0) e para a interacéo
linhagens com tempo de exposicdo (F=3,14; gl=19; P=0). A mortalidade na
repeticdo variou de 416 % a 93,3 %. As linhagens H. baujardi LPP7,
Heterorhabditis sp. LPP14 e LPP17 nao diferiram entre si.

Tratamentos/Tempo 2 horas 8 horas 16 horas 24 horas 30 horas

de exposi¢ao* 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

H. baujardi LPP7 46,7 48,3 63,3 60,0 71,7 80,0 88,3 86,7 91,7 93,3
Ca Ca BCa BCa ABa ABa Aa Aa Aa Aa

Heterorhabditis sp. 38,3 41,7 56,7 63,3 53,3 58,3 86,7 80,0 86,7 85,0

LPP17 Ba Ca Ba BCa Ba BCa Aa ABa Aa Aa
Heterorhabditis sp. 36,7 41,7 56,7 51,7 70,0 75,0 81,7 85,0 90,0 86,6
LPP14 Ca Ba BCa Ba ABa Aa Aa Aa Aa Aa

Testemunha 13,3 10,0 10,0 11,7 13,3 11,7 150 16,7 18,3 18,3
Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab Ab

Tabela 2. Mortalidade de larvas de Ceratitis capitata em ap6s infec¢do de diferentes linhagens com
diferentes tempos de exposicdo em duas etapas. *Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas

na mesma linha e mindsculas na mesma coluna, nao diferem pelo teste Tukey em 5%.
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4.4- RESULTADO DO EXPERIMENTO 4

Diferentes doses de H. baujardi LPP7 contra pupas de C. capitata,
proporcionou mortalidade entre 60 % na menor dose e 92,5 % quando 180 e 205 JIs
foram aplicados. A mortalidade foi diretamente proporcional a dosagem, e as curvas
de regressao obtidas com os coeficientes de determinacdo bastante elevados
evidenciam esta afirmagéao.

Quando o experimento foi repetido, a tendéncia se manteve reafirmando o
potencial de H. baujardi LPP7 como bastante promissora, causando 60,0 % de
mortalidade com 55 Jls e maxima mortalidade de 95 % com 205 Jls. (Figuras 23,
24), (Etapas 1 e 2).
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Figura 23, 24. Grafico mostrando andlise de regressdo avaliando a mortalidade em funcdo da

concentragdo de JIs de LPP7.
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4.5 - RESULTADO DO EXPERIMENTO 5

H. baujardi LPP7 se comportou diferentemente de acordo com a
temperatura aplicada. Quanto maior a temperatura aplicada, maior foi a mortalidade.
Pelo teste X?todos os tratamentos apresentam diferencas quando comparados com
as suas respectivas testemunhas, nas duas etapas. Figuras (25, 26, 27e 28)

Etapa 1
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Figura 25. Evolugdo da mortalidade nas diferentes temperaturas
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Figura 26. Curva de regressao para mortalidade nas diferentes temperaturas
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Figura 27. Evolugdo da mortalidade nas diferentes temperaturas
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Figura 28. Curva de regressao para mortalidade nas diferentes temperaturas
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4.6 — RESULTADO DO EXPERIMENTO 6

No teste com pupas, usando H. baujardi LPP7 em diferentes temperaturas foi
observado que todos os tratamentos apresentam diferengas significativas na
mortalidade quando comparado com as suas respectivas testemunhas nas duas
etapas. Quando a andlise de regressao foi realizada, observou-se que com o
aumento da temperatura ocorreu uma maior mortalidade de pupas. Os coeficientes
de determinacdo com valores elevados demonstram a confiabilidade do
experimento, e explica qual a relagdo entre as duas variaveis. Figuras (29, 30,
31,32)
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Figura 29. Etapa 1 mostrando a evolugdo da mortalidade entre os tratamentos e as testemunhas.
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Figura 30. Etapa 1 mostrando a regressao para mortalidade nas diferentes temperaturas.
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Figura 31. Etapa 2 mostrando a evolugao da mortalidade entre os tratamentos e as testemunhas.
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Figura 32. Etapa 2 mostrando a avaliagdo da regressdo para mortalidade nas diferentes

temperaturas.
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4.7 - RESULTADO DO EXPERIMENTO 7

Foi observado nesse experimento resultado bastante expressivo quando se
avaliou a emergéncia de adultos capturados nas armadilhas, sendo a emergéncia
nas gaiolas tratadas significativamente diferente em relacéao a testemunha (30,43 %
e 87,43 %, respectivamente) com (F=1492,51; gl=1; P=0,00), quando o experimento
foi repetido houve uma emergéncia também acentuada com intervalos de (7,71 % e
58,57%, respectivamente) com (F=241,86, GL=1; P=0,00) os coeficientes de
correlacdo encontrados R? = 0,99 na primeira etapa e R?=0,95 na segunda etapa
demonstra que existe uma relagao altissima entre a aplicagéo de juvenis infectantes

de nematéides entomopatogénicos no solo e a emergéncia de adultos de C.capitata

Etapa 1 experimento de campo

100

80 -

NS

3» O Emergéncia de adulto no
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Figura 33. Etapa 1 do experimento de campo.
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Figura 34. Etapa 2 do experimento de campo.
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Tabela 3 etapa 1

Varidvel N R"2 R"2ajust
Coluna? 14 0,99 0,99

Quadro de Andlise de Varidncia

F.V. SC gl CM F )
Modelo 11371,50 1 11371,50 1492,51 0,00
Colunal 11371,50 1 11371,50 1492,51 0,00
Error 91,43 12 7,62

Total 11462,93 13

Test: Tukey Alfa: 0,05 DMS: 3,2154

Todas as medias Medias n
1,00 30,43 7 A
2,00 87,43 7 B

Letras distintas indicam diferengas significativas (p<=0,05)

Tabela 4 etapa 2
Andlise de Variéncia

Variavel N R"2 R*2ajust
Columna3 14 0,95 0,95

Quadro de Andlise de Varidncia

F.V. SC gl CM F o)
Modelo 9052,57 1 9052,57 241,86 0,00
Colunal 9052,57 1 9052,57 241,86 0,00
Error 449,14 12 37,43
Total 9501, 71 13

Test : Tukey Alfa: 0,05 DMS: 7,1266

Todas as medias Medias n
1,00 7,71 7 A
2,00 58,57 7 B

Letras distintas indicam diferengas significativas (p<=0,05)
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho comprovou que existe viruléncia dos NEPs as fases de
solo (larvas e pupas) de C. capitata. Os resultados do primeiro experimento mostram
que as oito linhagens utilizadas séo virulentas, contudo as linhagens H. baujardi
LPP7, Heterorhabditis sp. LPP9 e LPP14 se mostraram mais eficientes por
proporcionarem valores de mortalidade mais destacados em relagéo as outras. Os
altos indices de mortalidades encontrados em todas as linhagens aqui testadas dao
indicativo que essas linhagens podem ser mais estudadas e testadas em outras
pragas agricolas.

Alguns trabalhos realizados tém demonstrado o potencial dos NEPs como
excelentes agentes de controle de moscas-das-frutas. LEZAMA (1996) utilizando
4000 Jls/cm? de Heterorhabditis sp. por larva de Anastrepha ludens encontrou uma
mortalidade de 82 %. GAZIT et al. (1994) afirmaram em seu trabalho que usando S.
riobrave Texas contra larvas L3 de C. capitata na dosagem 2000 Jls/cm?
alcancaram a mortalidade de 90 %. TAYLOR et al. (1998) utilizando S. carpocapsae
obtiveram 50% de mortalidade utilizando 58 JIs por larva de C. capitata.
LINDEGREN & VAIL (1986) avaliaram e encontraram uma mortalidade de 50%
utilizando 560 Jls por larva de C. capitata. Contudo, as linhagens aqui apresentadas
se mostraram bem mais eficientes, uma vez que no primeiro experimento utilizando
somente 100 JIs para 10 larvas de C. capitata (em média 10 Jls por larva) foram
obtidas mortalidades préximas a 100%.
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A dosagem de juvenis € de extrema importancia, pois quanto maior o
nuamero de JIs, maiores serao as chances do hospedeiro ser infectado. BURGUES &
THOMPSON (1971) em seus experimentos avaliaram que existe uma relagdo muito
forte entre a dosagem de Jls e a mortalidade do hospedeiro. Nesse trabalho, as
dosagens mais eficientes foram, respectivamente, acima de 45 Jls para larvas e 55
JIs para pupas. A analise de regressao mostra que esse aumento nao € infinito, pois
acima de 85 JIs e 180 Jls para larvas e pupas, respectivamente, a mortalidade se
torna constante. Isso provavelmente se deu devido a competicao intra-especifica
para penetrar no cadaver.

Sabe-se que o tempo de exposi¢do dos hospedeiros a JIs tem influéncia no
porcentual de mortalidade e isto pode estar relacionado com o estagio em que se
encontra a larva, no caso de C. capitata. TOLEDO et al. (1999) afirmaram que pode
existir alta mortalidade do hospedeiro se este se encontrar em fase mais jovem, uma
vez que o tempo de contado entre os nematoides e eles se torna maior. No presente
trabalho foi observado que existe uma relacdo bastante significativa entre as
variaveis do tempo de exposicao e mortalidade obtida. Foi observado que para as
trés linhagens testadas houve mortalidades bastante semelhantes entre elas nos
diferentes tempos de exposicdo. Com 30 horas. de exposicao foi encontrado um
porcentual de mortalidade bastante superior ao tempo 2 horas. Reafirmando a
relacdo que ha entre as variaveis mortalidade e tempo de exposicao.

Nematdides entomopatogénicos penetram por aberturas naturais do corpo
(anus, boca e espiraculos) (GLAZER & SALAME, 2000). GEDEN et al. (1999)
relatam que o porcentual de patogéncidade do nematdide a pupas de A. ludens foi
maior quando as pupas estavam em estagio mais jovem e sem esclerotizagdo do
tecido que as reveste. Em trabalho realizado com A. /ludens utilizando H.
bacteriphora e H. marelatus, Patterson & Lacey (1999) encontraram uma
mortalidade entre 40 e 72%, respectivamente, utilizando 6300 JIls/mL. Da mesma
forma, SAUDERS & WEBSTER (2000) encontraram mortalidade entre 10 e 30% em
pupas de uma diptera (Anthomyidae). Sabe-se que a penetracdo dos juvenis da
familia Heterorhabditidae é favorecida pela presenca de um dente quitinoso na
extremidade anterior do nematéide, com o qual pode raspar a cuticula que facilita a
entrada na hemocele de certos hospedeiros.
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Nesse trabalho a linhagem H. bacteriphora HP88 apresentou menor valor
absoluto de mortalidade. TOLEDO (1999) também observou baixos valores quando
essa linhagem foi utilizada contra larvas de A. ludens, e atribuiu ao porcentual de
umidade do solo (15%) como um dos fatores que influenciou na sobrevivéncia e
potencial invectivo da linhagem. Tal hipétese se sustenta com (GLAZER & SALAME,
2000) que em um estudo sobre sobrevivéncia e dessecagcdo de H. bacteriphora
encontrou que juvenis infectantes dessa espécie requerem um maior periodo para
adaptacéo a variacbes de temperatura e umidade. Em meus trabalhos a umidade
utilizada foi sempre de 15% para evitar essa influéncia negativa. Meu trabalho
fortifica o pressuposto que algumas linhagens sdo normalmente mais virulentas que
outras.

Nematdides entomopatogénicos possuem estratégias para sobreviver em
condicbes adversas (dessecacgao, anidrobiose, congelamento, radiacdo ultravioleta,
doencgas e predacgao). Podem evitar tais condigcbes migrando para outras partes do
solo, entrando em quiescéncia ou mesmo permanecendo no cadaver dos insetos
por periodos mais longos (GLAZER, 2002). De acordo com GREWAL (2002), cada
nematoide tem uma temperatura étima de desenvolvimento e infec¢cédo, e uma baixa
temperatura pode afetar seu desempenho. Portanto, o estudo das melhores
condi¢cdes para os JIs é importante para aumentar sua persisténcia no solo e
favorecer sua atuagdao no campo em programas de controle biolégico. Essa firmacao
corrobora com os resultados obtidos nesse estudo tanto com pupas como em larvas
de estagio L3. Os experimentos testando diferentes temperaturas mostraram que no
tratamento com maior temperatura (28 °C), em ambos 0s casos a mortalidade foi
maior. Isso provavelmente se deveu ao fato do nematdide testado ser proveniente
da Floresta Amazénica, e, portanto melhor adaptado as altas temperaturas.

Sabe-se que os principais fatores que atuam sobre o sistema de vida dos
tefritideos sdo umidade, temperatura, luminosidade, alimento, inimigos naturais e
organismos simbiontes (BATERMAN, 1972). Ovos e adultos das moscas-das-frutas
tém seu desenvolvimento influenciado pela temperatura e umidade do ar, enquanto
que as larvas L3 e pupas pela temperatura e umidade do solo (MORGANTE, 1991).
Em laboratério, onde as condigdes sdo controladas, ja ocorre alta mortalidade, no

campo essas taxas aumentam. Isso foi mostrado no experimento de campo, onde
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JIs foram distribuidos nas gaiolas. As chuvas constantes e a umidade mais alta
parecem ter favorecido a mobilidade dos Jls, pois foi alcancado indice de
mortalidade de até 90% com média de 88,86%. Por outro lado, afetou
negativamente as larvas no solo, pois nas gaiolas testemunhas a mortalidade média
ficou em torno de 33%. Esta mortalidade ocorrida na testemunha pode estar
relacionada também pela presenca de outros animais predadores como formigas.

De uma maneira geral a linhagem Heterorhabditis baujardi LPP7 se mostrou
extremamente eficaz no controle de larvas e pupas de C. capitata, e podera ser
incorporada como ferramenta no controle biol6gico dessa praga nas mais diferentes
culturas.
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6. CONCLUSOES

Das oito linhagens testadas contra larvas de C. capitata, trés foram
escolhidas por causar maior mortalidade e por serem espécies nativas, H. baujardi
LPP7, Heterorhabditis sp. LPP14 e LPP17;

Observou-se que a dose é diretamente proporcional a mortalidade em todas
as linhagens testadas. Contudo, apés certa dose ocorre um patamar e a mortalidade
nao aumentou mais. Isso ocorreu para pupas e larvas, o que da indicativo de que as
competicbes intra-especificas podem limitar a mortalidade com dosagens muito
altas.

Nas diferentes linhagens testadas, verificou-se que quanto maior o tempo
de exposi¢cdo maior a mortalidade de larvas de C. capitata. O que torna este tipo de
controle usando NEPs bastante vantajoso, uma vez que o0 mesmo pode persistir por
muito tempo no solo a espera de um hospedeiro e ainda por se multiplicar nao
sendo necessério reinfeccoes.

Com relacao a temperatura, observou-se que a linhagem testada responde
positivamente a temperaturas mais altas. Talvez por ser proveniente de uma regiao
tropical e estar adaptada a temperaturas mais elevadas, a mesma se comportou
melhor e proporcionou uma maior mortalidade.

No teste a campo foi observada uma menor emergéncia de adultos nas
gaiolas tratamentos reforcando a capacidade de H. baujardi LPP7 no controle
biolégico de larvas de C. capitata, em dose aceitavel a aplicagao.
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