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RESUMO

DEL VALLE, Eleodoro Eduardo; D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Maio de 2008. Utilizacdo de cadaveres de Galleria
mellonella (Lepidoptera:Pyralidae) infectados por Heterorhabditis baujardi LPP7
no controle do gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii (Coleoptera:
Curculionidae). Orientador: Prof. Ricardo Moreira de Souza. Co-orientador: Profa.
Claudia Dolinski.

O gorgulho-da-goiaba, Conotrachelus psidii Marshall, 1922, é uma das principais
pragas nos pomares de goiaba na regiao Norte/Noroeste Fluminense, provocando
severa queda na quantidade e qualidade dos frutos colhidos. Uma alternativa para
o controle desta praga é a aplicacdo de cadaveres de Galleria mellonella
infectados com nematdides entomopatogénicos (insetos-cadaveres). Neste
trabalho objetivou-se avaliar a eficacia da aplicacdo a campo de cadaveres de G.
mellonella infectados por Heterorhabditis baujardi LPP7 no controle de larvas de
quarto instar do gorgulho-da-goiaba. Avaliou-se a capacidade dispersiva de
juvenis infectantes (JIs) de H. baujardi LPP7 emergidos de insetos-cadaveres,
bem como os niveis de supressdo de larvas e a persisténcia de JIs no solo,
quando aplicados em concentragdes diferentes. Determinou-se o efeito de cinco
coberturas protetoras de cadaveres de G. mellonella infectados por H. baujardi
LPP7 e o comportamento de duas espécies de formigas do género Ectatomma
frente a estes. A influéncia de diferentes periodos de tempo entre infeccédo e
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aplicacao no solo dos insetos-cadaveres sobre a emergéncia de Jls foi avaliada.
O maior numero de Jls foi recuperado aos 90 cm dos locais de aplicagdao, nos
primeiros 10 cm de profundidade e na quinta semana apdés aplicacao. Nao foram
observadas diferencgas significativas no niumero de Jls recuperados quando 1 ou
15 cadaveres foram aplicados, mas o padrao espaco-temporal dos JIs de H.
baujardi LPP7 apresentou uma distribuicdo horizontal mais ampla quando os
insetos-cadaveres foram aplicados em maior quantidade. A aplicacdo de 2,4 e 6
insetos-cadaveres em superficies de 0,25 m? apresentou-se eficaz no controle de
larvas de quarto instar do gorgulho-da-goiaba. A persisténcia dos JIs emergidos
dos cadaveres foi de 6 semanas apds a aplicacdo. Apds este periodo, significante
queda na persisténcia dos Jls foi observada. A cobertura de insetos-cadaveres
que destacou-se foi em capsulas de gelatina (7892,0 £ 1072,4 JIs), mas nao
apresentou diferencas com a testemunha (6346,4 + 1310,7 JIs). Formigas do
género Ectatomma prejudicaram a utilizacdo de insetos-cadaveres. Por ultimo, o
periodo de tempo entre seis e dez dias entre infeccao e aplicacdo no solo de
cadaveres gerou a maior emergéncia de juvenis infectantes. Concluimos que
cadaveres de G. mellonella infectados com H. baujardi LPP7 podem ser

empregados no controle de larvas no quarto instar do gorgulho-da-goiaba.

Palavras-chaves: tecnologia de aplicacdo, insetos-cadaveres, Conotrachelus

psidlii.
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ABSTRACT

DEL VALLE, Eleodoro Eduardo; D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, May, 2008. Use of Galleria mellonella insect-cadavers
infected with Heterorhabditis baujardi LPP7 for the control of guava weevil,
Conotrachelus psidii (Coleoptera:Curculionidae). Major advisor: Ph.D. Ricardo
Moreira de Souza. Co-advisor: Ph.D. Claudia Dolinski.

The guava-weevil, Conotrachelus psidii Marshall, 1922, is one of the main guava
orchards pest in the North/Nortwest Fluminense, causing severe fall in the quantity
and quality of the collected fruits. An alternative for this pest control is the
application of Galleria mellonella cadavers infected with entomopathogenic
nematodes. The objective of this work was to evaluate the efficacy of G. mellonella
cadavers infected with Heterorhabditis baujardi LPP7 application in field for fourth
instar guava weevil larva control. Dispersal capacity of infective juveniles (1Js)
emerged from insect cadavers were evaluated, as well as larvae suppression
levels and soil persistence, when applied in different concentrations. It was tested
the effect of five protecting coverings in G. mellonella infected with H. baujardi
LPP7 cadavers, and the behavior of ants of genus Ectatomma on theses. Also, the
influence of different time periods between infection and soil application of the
insect cadavers on |Js emergency was evaluated. The largest number of |Js was
recovered at 90 cm of the application places, in the first 10 cm depth on the fifth
week after application. Significant differences were not observed in the number of
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IJs recovered when applied 1 or 15 cadavers, but space-temporal pattern of IJs of
H. baujardi LPP7 showed a wide horizontal distribution when the insect cadavers
were applied in larger concentration. The application of 2, 4 and 6 insect cadavers
in surfaces of 0.25 m?, were effective in the fourth instar guava weevil larvae
control. Persistence of cadavers emerged IJs were of 6 weeks after application.
After this time, significant fall was observed. The insect cadavers coverings that
point out in IJs emergency was gelatin capsules (7892,0 + 1072,4 IJs), but they
didn't present differences with test (6346,4 = 1310,7 IJs). Ants of the genus
Ectatomma were harmed in the use of insect cadavers. Finally, the time period
between six to ten days between infection and cadaver’s soil application,
generated the largest emergency of IJs. We concluded that G. mellonella
cadavers infected with H. baujardi LPP7 can be applied for the fourth instar guava

weevil larvae control.

Key words: Application technology, infect host cadaver, Conotrachelus psidii.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a goiaba (Psidium guayaba L.) € uma das culturas de maior
importancia da fruticultura nacional (Choudhury et al, 2001). O gorgulho-da-
goiaba, Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera: Curculionidae), é a
principal praga dos pomares de goiaba do Estado de Rio do Janeiro, pois afeta a
qualidade dos frutos e, por conseguinte, os rendimentos da cultura.

O controle quimico com inseticidas tem sido o método de controle de
pragas mais utilizado nas ultimas décadas, mas seus efeitos sobre organismos
nao-alvo, a contaminacdo da agua, os residuos encontrados em alimentos € o
desenvolvimento de resisténcia em insetos-praga tém aumentado a rejeicao dos
inseticidas pela sociedade em geral e pelos produtores (Gaugler, 1988; Georgis e
Hague, 1991; Georgis, 1992). Por outro lado, associagdes ambientalistas tém
procurado atrair a atencdo da industria, universidades e centros de pesquisa para
o desenvolvimento de métodos de controle alternativos e menos téxicos ao meio
ambiente que possam ser incorporados ao manejo integrado de pragas (MIP)
(Georgis e Poinar, 1994).

O papel do controle microbiano na protecao de diferentes culturas contra
insetos-pragas tem se expandido com o estudo de novos agentes. Neste
contexto, o0s nematdides entomopatogénicos (NEPs) das familias
Steinernematidae Chitwood e Chitwood, 1937, e Heterorhabditidae Poinar, 1976
(Rhabditida), podem ser importantes componentes nos programas de MIP (Lacey
e Goettel, 1995). Estes nematdides sao agentes controladores alternativos ao uso
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de inseticidas, com potencial para o controle do gorgulho-da-goiaba, cuja
utilizagdo podera desencadear uma estratégia mais racional de combate a esta
praga (Dolinski et al., 2006).

NEPs podem ser aplicados a campo em cadaveres de insetos infectados.
Desta forma os NEPs demonstram maior dispersdo no solo, infectividade e
sobrevivéncia quando comparados a aplicacdo em suspensao aquosa (Shapiro-
llan et al., 2003). Esta forma de aplicacdo de NEPs demanda baixo investimento e
tecnologia. Larvas de Galleria mellonella podem ser criadas, infectadas e
aplicadas pelos produtores subsuperficialmente ao solo, sob a copa das
goiabeiras. Juvenis infectantes emergem dos insetos-cadaveres 3 a 5 dias apo6s
aplicacdo e buscam larvas do gorgulho-da-goiaba. Estes penetram nas larvas,
causam septicemia e morte, diminuindo, conseqientemente, o nimero de adultos
do gorgulho-da-goiaba que danificam os frutos.

O objetivo geral no presente trabalho foi avaliar a eficacia da aplicacao de
cadaveres de larvas de G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) infectadas com
Heterorhabditis baujardi LPP7 para o controle do gorgulho-da-goiaba em pomares

de goiaba do Estado do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

A Goiaba

O cultivo da goiaba vem adquirindo crescente importancia econémica no
Brasil, sendo este o principal produtor comercial de goiabas vermelhas do mundo.
A area plantada com este cultivo no ano de 2002 superou 18000 hectares,
atingindo uma producao de 389162 toneladas de frutos (FNP Consultoria &
Comercio, 2004).

A goiabeira pertence a familia Myrtaceae e € originaria das Américas. Seus
frutos vém sendo melhorados para aumentar a qualidade, tanto para consumo in
natura como para a industrializacdo. Os frutos sao apreciados devido as suas
caracteristicas proprias como sabor, aroma e pelo seu elevado valor nutritivo. Sua
qualidade para o consumo in natura, seja no mercado interno como para
exportacdo, esta relacionada aos seus atributos fisicos, como aparéncia,
tamanho, forma, cor e textura, e também por sua composicdo quimica. Esta
crescente busca pela qualidade vem em resposta as exigéncias dos mercados
interno e externo.

A utilizagcdo in natura pode ser feita sob a forma de refrescos, sucos e
sorvetes e a polpa processada pode ser utilizada na confec¢ao de doces de corte,

sucos concentrados, polpa congelada, geléias e compotas.
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O mercado interno absorve quase a totalidade da producao nacional, que
vem aumentando em volumes crescentes nos ultimos anos. Contudo, insetos-

praga continuam afetando o aumento da produtividade.

O Gorgulho-da-goiaba

O gorgulho-da-goiaba € uma das principais pragas na cultura da goiaba no
Brasil, afetando tanto a producdo quanto a qualidade dos frutos, causando
grandes perdas econémicas.

A praga em seu estagio larval é dificil de ser controlada através de
métodos quimicos convencionais devido a sua localizagdo dentro dos frutos e no
solo. O gorgulho é capaz de causar danos de 60 a 100% dos frutos (Orlando et
al., 1974).

Este inseto é um pequeno besouro (Coleoptera:Curculionidae) de
aproximadamente 6,0 mm de comprimento por 4,0 mm de largura, de coloracao
pardo-escura, com pecas bucais cilindricas e alongadas. A larva € branca-
amarelada, com cabeca marrom, corpo enrugado transversalmente, medindo,
quando totalmente desenvolvida, 12,0 mm de comprimento por 4,0 mm de
largura. As fémeas, ao iniciarem a postura, procuram os frutos pequenos (3-4 cm)
e verdes, cavando com o rostro canais onde depositam, em geral, um ovo por
cavidade. Este local ndo acompanha o desenvolvimento do restante do fruto,
ficando com uma cicatriz circular, deprimida de coloracao negra. Apés a ecloséao,
a larva penetra no fruto e se alimenta da polpa e das sementes, ficando estas
parcialmente destruidas, de coloracdo escura, tipica de deterioragdo (Manica et
al., 2000). As larvas se desenvolvem dentro do fruto passando por quatro instars.
Os frutos amadurecem, caem e as larvas de quarto instar migram para o solo,
onde se transformam em pré-pupa, permanecendo nesse estagio por cerca de
trés a quatro meses. Ap6s este periodo surgem os adultos, que abandonam o
solo iniciando um novo ciclo (Bailez et al., 2003).

Na atualidade, as medidas de controle mais utilizadas sdo o controle
quimico com a aplicagdo de solugdes inseticidas a base de fention a 0,10%,
paration metilico a 0,10% ou triclorfon a 0,30%, comecando a sua aplicacado
quando os frutos ainda se encontram verdes (Pereira e Martinez Jr., 1986).
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Recomenda-se também o controle cultural com o ensacamento dos frutos quando
estes ainda estdo pequenos. Existe uma pratica menos difundida que é a coleta e
destruicdo dos frutos brocados caidos, visando a diminuicdo do in6culo para o
ciclo seguinte. Vale ressaltar que os métodos quimicos tradicionais para controlar
esta praga nunca a eliminam totalmente, mas s6 reduzem sua populacédo
parcialmente devido ao dificil acesso a praga (Sampaio, 1977; Barelli e Galli,
1998).

As larvas no quarto instar do gorgulho-da-goiaba sdo candidatas a serem
controladas com NEPSs, ja que se encontram no solo. Com referéncia ao género
Conotrachelus, existem trabalhos feitos com C. nenuphar, o gorgulho-da-ameixa,
que é uma das principais pragas dos cultivos de frutas com carogo. Para esta
praga foi demonstrado o potencial de S. feltiae e de S. riobrave no controle do

estadio larval (Shapiro-llan et al., 2002).

Nematoides Entomopatogénicos

Nematdides entomopatogénicos (NEPs) sao organismos de forma
cilindrica-alongada, sem segmentacdo nem apéndices, capazes de colonizar e
serem letais a alguns invertebrados. Estes nematdides possuem trés adaptacoes
que sao caracteristicas do seu ciclo de vida (Sudhaus, 1993): sao letais
principalmente a insetos, se alimentam de bactérias simbiontes e seu terceiro
estagio larval (J3), também chamado de juvenil infectante (JI), lhe outorga a
capacidade de penetrar nos insetos e de sobreviver no solo (Poinar, 1990).

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). Em laboratério, colonizam mais de 250
espécies de insetos de aproximadamente 75 familias pertencentes a 11 ordens de
insetos e podem infectar larvas, pupas e adultos (Poinar, 1979; 1990; Peters,
1996). Nematdides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida
(Nematoda), na qual estdo localizadas as familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae. A familia Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema
Travassos, 1927 e Neosteinernema Nguyen e Smart, 1994, enquanto que a

familia Heterorhabditidae possui apenas o género Heterorhabditis Poinar, 1976.



6

Atualmente existem descritas e reconhecidas 41 espécies do género
Steinernema, uma do género Neosteinernema e 12 espécies do género
Heterorhabditis (Adams et al., 2006).

Os progressos atingidos nas Ultimas décadas, em estudos sobre
taxonomia, biologia, genética, ecologia, gama de hospedeiros, tecnologia de
aplicagdo, testes em laboratério e no campo e comercializagdo dos NEPs,
destacaram os nematdides do género Steinernema e Heterorhabditis como
excelentes candidatos a agentes do controle alternativo de insetos-praga
(Gaugler, 1988; Grewal e Georgis, 1999).

O ciclo de vida das espécies do género Steinernema comecga com Jls, os
quais carregam bactérias simbiontes numa vesicula localizada na regido anterior
do intestino, penetrando no corpo de um determinado hospedeiro através de suas
aberturas naturais como cavidade oral, anus e espiraculos (Forst e Clarke, 2002).
Subsequientemente, os NEPs passam a hemocele, onde liberam suas bactérias
simbiontes. Estas multiplicam-se rapidamente e, apds curto periodo, causam
septicemia e morte do hospedeiro. O cadaver fica entdo tomado por uma “sopa
bacteriana”, ou seja, um meio rico em nutrientes constituido pelas bactérias e por
tecidos do inseto ja desorganizados, dos quais os nematdides se alimentam e se
desenvolvem, passando pelo ultimo estadio de juvenil (J4) e se tornando adultos
da primeira geracao (machos e fémeas). Em geral, os juvenis originados por
esses adultos ainda tém ao seu dispor, apreciavel quantidade de alimento,
conseguindo completar o ciclo e formar os adultos da segunda geracéao dentro do
corpo do hospedeiro. Geralmente, apds o0 surgimento e acasalamento dos adultos
da segunda geracao, tém-se a formagdo de uma populacdo de juvenis que se
alimentam do resto do cadaver e depois 0 abandonam, passando para o solo em
busca de novos hospedeiros. Antes dos JIs deixarem o cadaver, as bactérias
simbiontes sdo apreendidas na vesicula especializada (Adams e Nguyen, 2002).

O ciclo de vida das espécies do género Heterorhabditis é similar ao
descrito para o género Steinernema, com a diferenca de que a primeira geracao
de adultos no inseto morto compde-se unicamente de hermafroditas, surgindo
machos e fémeas anfimiticos na segunda geracdo e, eventualmente, nas
seguintes. Além disso, as bactérias simbiontes sao apreendidas e armazenadas
na regido anterior do intestino dos Jls, que ndo possui vesicula (Adams e Nguyen,
2002). Para ambos os géneros, a temperaturas na faixa de 18-28 °C, o ciclo de
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vida é completado em 6 a 18 dias, dependendo também do inseto hospedeiro e
da espécie de nematoide (Poinar, 1990; Zioni et al., 1992).

Os Jls sao morfologica e fisiologicamente adaptados a vida-livre e
correspondem ao terceiro estadio juvenil do ciclo de vida dos nematdides (J3).
Durante este estadio, os nematdides ndo se alimentam e dependem de suas
reservas internas até encontrarem um novo hospedeiro. Estas reservas se
encontram no intestino, principalmente na forma de glicogénio (Glazer, 2002). Os
NEPs neste estadio sdo mais resistentes as condicdes ambientais adversas, o
que permite a persisténcia deles no solo por um prolongado tempo. Esta
resisténcia se da devido a existéncia da cuticula do terceiro estadio e a do
segundo estadio, que fica retida. Esta protecdo tem um papel fundamental, pois
auxilia contra a dessecacao e o ataque de antagonistas (Poinar, 1979; Timper e
Kaya, 1989; Campbell e Gaugler, 1991 a, b).

A estratégia dos JIs para encontrar seus hospedeiros € variavel entre as
distintas espécies de NEPs e pode ser classificada em “ambusher” ou “cruiser”.
Os NEPs com estratégia “ambusher” esperam seu hospedeiro fazendo “nictation”,
isto &, ficam eretos e apoiados em suas caudas, aguardando para saltar en
direcdo ao hospedeiro quando ele se aproxima. Por outro lado, os NEPs com
estratégia “cruiser” procuram ativamente seus hospedeiros, movimentando-se
pelo solo, provavelmente atraidos por dioxido de carbono e outras substancias
quimicas liberadas pelos hospedeiros. Os NEPs com estratégia “cruiser” sdo mais
efetivos contra insetos de pouca mobilidade no solo, enquanto que os com
estratégia “ambusher” sdo mais efetivos contra alvos méveis. Existem também
algumas espécies com comportamento intermediario aos descritos anteriormente,
fazendo “nictation” por algum tempo e também se movimentando no solo (Lewis
et al., 1992; 1993; Grewal et al., 1994a; Campbell e Gaugler, 1993; 1997).

A principal via de ingresso dos NEPs nos insetos sdo os espiraculos. As
vias alternativas sdo a cavidade oral e 0 anus, mas podem haver resisténcias,
pois 0s nematodides podem ser mastigados no processo de limpeza corporal que é
comum a alguns insetos, como as larvas da familia Curculionidae. Juvenis
infectantes do género Heterorhabditis utilizam um “dente” presente na sua parte
anterior para perfurar a cuticula do hospedeiro, por isso sao considerados mais
infectantes do que os JIs de Steinernema (Gaugler e Molloy, 1981; Georgis e



8

Hague, 1981; Bedding e Molyneux, 1982; Cui et al., 1993; Peters e Ehlers, 1994;
Eidt e Thurston, 1995).

Durante a infeccdo por NEPs, a morte dos insetos é causada pelas
bactérias simbiontes carregadas nos intestinos dos nematéides e liberadas na
hemolinfa dos insetos. Existe um alto grau de especificidade na simbiose
nematéide-bactéria. Essa especificidade é mais estrita entre Heterorhabditis e
Photorhabdus, onde uma espécie de nematdide se associa somente a uma
espécie de bactéria. Ja a simbiose entre Steinernema e Xenorhabdus é menos
estrita porque varias espécies de Steinernema podem se desenvolver e reter
varias espécies de Xenorhabdus (Boemare, 2002).

Na associacao simbibtica, os nematodides contribuem oferecendo protecao
a bactéria fora do corpo do inseto e atuando como transportadores ou vetores das
mesmas do cadaver para um inseto vivo. A contribuicdo da bactéria, por sua vez,
esta no fornecimento de nutrientes aos nematéides, na producao de toxinas letais
para os hospedeiros e na producao de antibioticos que eliminam outras bactérias
oportunistas (Kaya e Gaugler, 1993).

Os NEPs possuem importantes vantagens para o controle de insetos-
praga. Através da sua associagdo com bactérias simbiontes, os NEPs matam os
insetos em 24 a 48 horas, podendo atingir um nivel de controle equivalente ao
dos inseticidas quimicos (Akhurst, 1986; Georgis, 1990a). Em comparagédo com o
controle quimico, o uso de NEPs é mais seguro para o usudrio e para o ambiente.
Eles néo prejudicam populacdes de insetos benéficos e menos ainda a mamiferos
ou plantas (Poinar,1989; Akhurst, 1990; Bathon, 1996). Quanto a sua aplicacéo,
os JIs podem ser aplicados com equipamentos convencionais, sendo também
compativeis com varios inseticidas comerciais (Dutky, 1974; Gaugler,1981;
Rovesti et al., 1988; Zimmerman e Cranshaw, 1990; Georgis, 1990 a,b; Rovesti e
Deseo, 1990; 1991). Juvenis infectantes procuram ativamente seu hospedeiro,
podendo atingir no controle de pragas de solo um nivel de eficiéncia maior que os
produtos quimicos convencionais. Além disso, ao se reproduzirem e se
multiplicarem dentro dos insetos, os nematoéides produzem um novo inéculo para
infectar outros insetos-praga (Kaya e Gaugler, 1993).

A eficacia do controle de insetos-praga com NEPs depende da temperatura
ambiental na qual eles sao liberados no solo (Kaya, 1990; Grewal et al., 1994b). A

temperatura influencia muitos processos, inclusive a proporcdo de reservas
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alimentares (lipidios, proteinas e carboidratos), que sao utilizadas pelos
nematoides para sua motilidade, sobrevivéncia, infectividade, desenvolvimento e
reproducdo (Dunphy e Webster, 1986; Grewal et al., 1994b). A viruléncia e a
reproducao de Heterorhabditis spp. € reduzida em temperaturas superiores a 30
°C (Grewal et al., 1994b). Em geral, a atividade inseticida dos NEPs é mais efetiva
na faixa de temperatura de 18 a 28°C (Akhurst, 1986), com excecao de algumas
espécies que sao mais efetivas a temperaturas mais baixas. Ao se incrementar a
habilidade dos NEPs em viver e ser infectantes a temperaturas mais elevadas
(35-40 °C), pode-se melhorar a sua eficacia em condicées de campo e ampliar o
seu uso como agentes do controle biol6gico em regides tropicais. Para superar os
efeitos prejudiciais da elevada temperatura sob a patogenicidade e viruléncia dos
NEPs, varios pesquisadores tém desenvolvido melhoramento genético de
populacdes para esta caracteristica (Glazer et al., 1991; Tomalak, 1994; Del Valle
et al., 2005a).

Outro fator que influencia a atividade dos NEPs é a sua tolerancia a
dessecacao. Todos os nematbides sdo organismos aquaticos e necessitam de
uma pelicula de agua ao redor deles para se mover (Norton, 1978). Sob
condigdes ambientais de baixa umidade a sobrevivéncia e motilidade dos NEPs é
negativamente afetada (Kaya e Gaugler, 1993).

Existem varios exemplos de éxito do controle com NEPs de insetos-praga
de diferentes ordens, como Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Blattaria, Ortoptera,
Tisanoptera e Sifonaptera. Dentre as espécies de coledpteros controlados com
sucesso com NEPs figuram Otiorhynchus sulcatus Fabricius, O. ovatus Linnaeus,
O. ligustici Linnaeus, Temnorhinus mendicus Gyllenhal, Diaprepes abbreviatus
Linnaeus, Popillia japonica Newman, Anomala spp., Maladera matrida Argaman e
Conotrachelus nenuphar Herbst, dentre outros (Nickle, 1984).

Os estudos visando o uso de NEPs no Brasil sdo escassos, na sua maioria
limitando-se a registros de ocorréncia de NEPs associados a insetos-praga em
diferentes culturas do pais. Além disso, tratam-se de esforcos isolados que nao
tiveram sequUéncia, ou cujos resultados ndo tiveram carater conclusivo. Nos
ultimos anos tém-se formado varios grupos de pesquisa abordando diferentes
aspectos destes organismos, o que permitira um maior conhecimento destes
agentes em um futuro préximo (Alves, 2006; Del Valle et al., 2005 a,b; Dolinski et
al., 2006).
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Cadaveres infectados por nematodides entomopatogénicos

Nematodides entomopatogénicos sdo comumente preservados e aplicados
em suspensao aquosa. O curto periodo de armazenamento e a queda da
sobrevivéncia dos Jls em suspensao aquosa dificultam a utilizacdo e expansao do
controle biolégico de pragas com estes agentes. Além disso, a aplicagao de Jls
desta forma requer sistemas de irrigagdo adequados e operadores treinados.

Uma alternativa viavel para os produtores de goiaba do Estado do Rio de
Janeiro é a aplicagdo de cadaveres de G. mellonella infectados com NEPs,
visando o controle biolégico de pragas. Larvas de G. mellonella sao criadas e
infectadas facilmente pelos produtores e aplicadas subsuperficialmente no solo
sob a copa das goiabeiras. Juvenis infectantes comecam a se dispersar dos
insetos-cadaveres de 3 a 5 dias ap6s aplicagdo no solo, a procura de larvas de
quarto instar do gorgulho-da-goiaba. Estes penetram nas larvas do quarto instar,
produzindo septicemia e posterior morte, diminuindo conseqientemente, o
namero de adultos do gorgulho-da-goiaba que danificardo os frutos.

O NEPs Heterorhabditis baujardi linhagem LPP7 é um excelente candidato
para utlizacdo como agente de controle bioldgico, por demonstrar alta viruléncia
(>80%) ante larvas do quarto instar do gorgulho-da-goiaba e pelo fato de ser um
isolado natural do Brasil (Del Valle et al., 2005b).

A capacidade de dispersao de JIs é uma caracteristica importante para que
o controle biolégico de pragas agricolas seja efetivo (Kaya e Gaugler, 1993). Para
NEPs armazenados em suspensdes aquosas, a capacidade de disperséo de Jls
pode ser negativamente afetada pelo tempo de armazenamento (Lewis et al.,
1995).

Shapiro e Glazer (1996) demostraram que JIs de Steinernema
carpocapsae e H. bacteriophora emergidos de insetos-cadaveres exibem maior
habilidade dispersiva quando comparados a JIs provenientes de suspensdes
aquosas. Pesquisas prévias indicam que a habilidade dispersiva de Jls de
Heterorhabditis sp. varia com o tempo de armazenamento de Jls em suspensao
aquosa, decrescendo com o aumento do periodo de armazenamento dos

mesmos (Westerman, 1992) .
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Esta maior capacidade de dispersdo de Jls emergidos de insetos-
cadaveres pode ser devido a fatores fisiolégicos. Reservas energéticas tém sido
correlacionadas com a habilidade dispersiva de NEPs (Selvan et al.,, 1993). O
incremento da habilidade dispersiva acarreta um incremento na procura de novos
hospedeiros e, consequentemente, aumento no controle da praga alvo.
Adicionalmente, JIs emergidos de cadaveres infectados tém demonstrado maior
infectividade e sobrevivéncia quando comparados a aplicacdo em suspensao
aquosa (Shapiro-llan et al., 2003).

A eficiéncia na utilizacdo de insetos-cadaveres pode ser incrementada
mediante coberturas protetoras. A formulacdo dos insetos-cadaveres com
coberturas protegem esses de danos fisicos derivados da manipulagdao e
aplicacao e, dependendo do tipo de cobertura, podem até resguardar os mesmos
de condicdes adversas do ambiente (Hussaini et al., 2004).

E promissor o controle de larvas de quarto instar do gorgulho-da-goiaba
através da utilizagdo de insetos-cadaveres de G. mellonella infectados com NEPs,
mas também existe a necessidade de se realizarem mais estudos, de modo a ter

0 maximo aproveitamento de suas potencialidades nas aplicagées no campo.
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3. TRABALHOS

CAPACIDADE DISPERSIVA DE JUVENIS INFECTANTES DE Heterorhabditis
baujardi LPP7 (NEMATODA: RHABDITIDA) FORMULADOS COMO INSETOS-
CADAVERES'

RESUMO

Em pomares, parte dos insetos-praga se concentram abaixo das copas das
arvores, podendo ser controlados com nematdides entomopatogénicos aplicados
como insetos-cadaveres. Esse estudo avaliou a distribuicdo de Heterorhabditis

baujardi LPP7 em aplicacées de 1 e 15 cadaveres por parcela em um pomar de

' Publicado no periddico International Journal of Pest Management 54(2): 115-122, 2008.
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goiaba. As parcelas foram localizadas entre duas arvores de goiaba consecutivas,
onde cadaveres de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) infectados foram
colocados no centro. Amostras de solo foram coletadas a 1, 3, 5, 8 e 10 semanas
apos aplicacao. Em cada data de coleta, as parcelas foram amostradas a 30, 60,
90 e 120 cm a partir do local de aplicacao dos cadaveres e em trés diferentes
profundidades (0-10 cm, 10-20 cm e 20-30 cm). O numero médio maior de Jls foi
recuperado aos 90 cm do local de aplicacdo, nos primeiros 10 cm de
profundidade e na quinta semana apo6s aplicacdo. Nao foram observadas
diferencas significativas no nimero de Jls recuperados quando aplicados 1 ou 15
cadaveres, por outro lado observou-se uma dispersdo mais uniforme quando a

maior dosagem foi aplicada.

ABSTRACT

In orchards, in cases where the insect pests are concentrated under the canopy,
entomopathogenic nematodes can be applied as infected host cadavers. This
study evaluated the distribution of Heterorhabditis baujardi Phan, Subbotin,
Nguyen & Moens strain LPP7 applied as 1 or 15 host cadavers per plot in a guava
orchard. The plots were located between guava trees, with the host cadavers
being placed in the centre. Soil samples were taken at 1, 3, 5, 8 and 10 weeks
after cadaver application. On each date, the plots were sampled at 30, 60, 90 and
120 cm from the cadaver application and at three different depths (0-10 cm, 10-20
cm and 20-30 cm). The highest average number of recovered infective juvenis
was found at 90 cm from the cadaver application, and at 10 cm depth and on the
fifth week after application. There was no significant effect on the number of
recovered infective juvenile nematodes, when they were applied as 1 or 15
cadavers, although the most uniform dispersal was found when 15 host cadavers

were applied.
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INTRODUGCAO

Nematodides entomopatogénicos (NEPs) sdo patégenos obrigatérios que

provocam a morte de insetos com o auxilio das bactérias simbiontes que
carregam no seu intestino. Bactérias do género Xenorhabdus spp. e
Photorhabdus spp. sao associadas aos géneros Steinernema spp. e
Heterorhabditis spp., respectivamente (Poinar, 1990; Forst e Clarke, 2002).
Os juvenis infectantes (JIs) sdo naturais do solo. Quando em contato com o inseto
hospedeiro, os JIs penetram pelas aberturas naturais (cavidade oral, anus e
espiraculos) ou diretamente através da cuticula. Uma vez dentro do hospedeiro,
eles liberam as bactérias simbiontes na hemocele do inseto. As bactérias se
multiplicam rapidamente causando septicemia e matando o hospedeiro em 24 a
48 horas. Adicionalmente, as bactérias fornecem os nutrientes para o
desenvolvimento e multiplicacdao dos nematoides (Forst e Clarke, 2002).

Nematodides entomopatogénicos vém sendo utilizados com grande sucesso
como agentes bioldgicos para a supressao de pragas com parte do ciclo no solo e
de habitats cripticos. Nas ultimas duas décadas, as pesquisas referentes a
métodos e tecnologias de aplicacdo destes organismos estiveram focadas nas
aplicacoes em suspensado aquosa, através de sistemas de irrigacao (Cabanillas e
Raulston, 1994; Curran, 1992; Poinar e Hom, 1986; Shields et al., 1999).

Varias tentativas de controlar pragas com NEPs tém fracassado devido a falta de
conhecimento da ecologia e biologia desses e de seus hospedeiros. Isto fica
evidente quando se observa os diferentes resultados obtidos em ensaios de
laboratério e de campo para os mesmos nematéides e hospedeiros (Efron et al.,
2001; Wilson e Gaugler, 2004). No solo, JIs persistem e se movimentam
influenciados por fatores bibticos e abidticos. A temperatura do solo, umidade e
textura sao os fatores abibticos de maior importancia. Georgis e Poinar (1983) e
Portillo-Aguilar et al. (1999) reportaram que Heterorhabditis bacteriophora Poinar,
Steinernema carpocapsae (Weiser) e S. glaseri (Steiner) apresentaram maior
movimentagdo em solos de textura arenosa. Contudo, a temperatura € o fator
abidtico mais importante por comprometer a infectividade e limitando o sucesso
dos NEPs. Cada isolado de NEP tem seus proprios requerimentos térmicos e
existe um intervalo de temperatura em que sdao melhor adaptados. O
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conhecimento deste intervalo é de vital importancia para a sua sobrevivéncia,
aumentando suas chances de sucesso nas aplicacbes a campo (Kaya, 1990;
Zervos et al., 1991; Choo et al., 2002). Heterorhabditis baujardi Phan, Subbotin,
Nguyen e Moens, LPP7 tém se mostrado altamente virulentos a temperaturas
superiores a 30 °C (Del Valle et al., 2005a; b).

Como fatores biéticos, a densidade de invasao de JIs (Selvan et al., 19983;
Koppenhdfer e Kaya, 1995; Boff et al., 2000), o inseto hospedeiro (Jansson, 1996;
Molina et al., 2004) e o isolado de NEP (Jansson, 1996; Zervos et al., 1991) estao
relacionados a persisténcia e desenvolvimento dos nematdides.

A utilizacdo de NEPs em pomares comerciais como insetos-cadaveres é
uma alternativa que deve ser considerada, especialmente, quando o inseto praga
localiza-se no solo (Jansson et al.,1993; Parkman et al., 1993; Shapiro-llan et al.,
2003 e Bruck et al., 2005). Juvenis infectantes emergidos de insetos-cadaveres
apresentaram maior capacidade migratéria, infectividade e persisténcia no solo,
quando comparados com Jls aplicados em suspensao aquosa (Shapiro e Glazer,
1996; Shapiro e Lewis, 1999; Perez et al., 2003). Isto pode ser resultado de
diferencas fisiolégicas e comportamentais entre nematdides que emergem dos
hospedeiros e 0s que sdo conservados em suspensao aquosa (Shapiro e Glazer,
1996).

Nao existe informacao sobre o padrao dispersivo de NEPs aplicados no
solo em insetos-cadaveres. A capacidade dispersiva e a persisténcia no solo de
JIs sdo aspectos que precisam ser conhecidos para o estabelecimento de um
programa de controle bioldgico. A localizagdo dos Jls no perfil do solo € um outro
aspecto critico a ser considerado quando deseja-se controlar pragas com esses
agentes, principalmente no caso de insetos cadaveres, onde NEPs e insetos
pragas precisam coincidir em tempo e espaco. Existe a necessidade de estudos
adicionais que possibilitem maiores informacdes sobre tecnologias de aplicacéo,
comportamento e implicacbes ecoldgicas. Objetivou-se com este estudo
determinar a persisténcia e o padrao de distribuicdo de Jls de H. baujardi LPP7 no

tempo e no espaco quando aplicados ao solo em duas concentracoes.
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MATERIAL E METODOS

Localizacdo do experimento e caracterizacdo da area

Os experimentos foram realizados em um pomar comercial de goiaba
‘Pedro Sato’ com 25 anos de implantacao, localizado em Cachoeiras de Macacu,
RJ, Brasil. Este pomar tem sido manejado sem aplicacées de inseticidas nos
ultimos trés anos.

Cinco amostras de 200 g de solo da area experimental foram coletadas
para a analise granulométrica, sendo o solo classificado como arenoso, contendo
58% de areia, 23% de argila e 19% de silte; pH 4,6; 2.43% de matéria organica e
12,4 cmol/dm?® de capacidade de troca catidnica. Durante o estudo, a umidade do
solo foi monitorada utilizando o método gravimétrico. A cada data de coleta,
quatro amostras de solo foram coletadas para a determinagdo da umidade do
solo. Para manter o solo proximo a capacidade de campo, a area experimental foi
irrigada por aspersao, quando necessario. A temperatura do solo foi monitorada a
cada hora a profundidade de 10 cm (Watchdog® datalogger, Spectrum
Technologies, Inc.) durante o periodo experimental. O pomar é caracterizado por
densa cobertura vegetal da superficie do solo embaixo das copas das arvores.

Antes de montar o experimento foram feitas tentativas de isolamento de
NEPs na area experimental utilizando a técnica de inseto-armadilha (Kaya e

Stock, 1997). Nao foram registradas amostras positivas para NEPs.

Nematoides entomopatogénicos e cadaveres

O isolado de nematbide entomopatogénico utilizado neste estudo, H.
baujardi LPP7, é originario da floresta tropical de Monte Negro, RO, Brasil
(Dolinski et al., 2008). Foram realizadas infeccbes em larvas de Galleria
mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) com Jls de H. baujardi, segundo
procedimento descrito por Woodring e Kaya (1988). Juvenis infectantes (JIs)
foram coletados das armadilhas de White (White, 1927) durante um periodo de 6

dias apds a emergéncia dos primeiros JIs dos cadaveres. Posteriormente, os Jls
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coletados foram armazenados em suspensdo aquosa a 16 °C em camara de
germinacdo no maximo uma semana antes da utilizacéo.

Os cadaveres infectados foram produzidos pela exposicao de larvas no
sétimo instar de G. mellonella a 100 JIs de H. baujardi LPP7 em 0,5 mL de agua
destilada. Nematdides e uma larvas foram adicionadas a placas de Petri (9 cm)
com papel de filtro na base (Whatman N°1). As larvas mortas foram transferidas
para novas placas de petri, sem Jls, 48 hs apds inoculagdo. As larvas foram
incubadas durante 6 dias a 25°C em camara de germinagao para permitir o
desenvolvimento dos sintomas tipicos de infecgdo de NEPs.

Amostragem e desenho experimental
O estudo foi composto por dois tratamentos em arranjo inteiramente
casualizado, com trés repeticbes por parcela. As parcelas foram definidas como

circulos imaginarios localizados entre duas goiabeiras, com um distanciamento

minimo de 5 metros entre parcelas (Figura 1).

Local de Aplicacao
g‘ Sitios de Amostragem

Figura 1. Esquema de amostragem por meio de transectas de posicionamento

aleatério em diferentes distanciamentos.
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No tratamento 1, um inseto-cadaver foi aplicado, enquanto no tratamento 2,
15 insetos-cadaveres foram aplicados. Os cadaveres foram aplicados sub-
superficialmente a 5 cm de profundidade no centro de cada parcela e
imediatamente cobertos pelo solo removido. O experimento foi montado durante o
marco de 2007 e estendeu-se por 60 dias. Amostras de solo foram coletadas 1, 3,
5, 8 e 10 semanas apds a aplicacdo dos cadaveres para avaliar a capacidade
dispersiva e persisténcia de Jls de H. baujardi LPP7 no solo. Em cada data de
coleta, o solo foi amostrado utilizando trés transectas aleatérias. O solo foi
amostrado a 4 distancias a partir do local de aplicacdo do cadaver (30, 60, 90 e
120 cm) e a 3 diferentes profundidades (0-10 cm, 10-20 cm e 20-30 cm). Em cada
local de amostragem, uma amostra de solo foi tomada com trado a cada
profundidade (Basic Soil Sampling Kit AMS, Inc.), gerando um total de 36
amostras por parcela em cada data de avaliagdo. Durante o periodo experimental,
180 amostras foram tomadas de cada parcela e 540 por tratamento (1.080
amostras totais). Cada amostra consistiu de aproximadamente 400 g de solo, que
apos homogeneizacéao, obtinha-se uma sub-amostra de 100 g para a extracao de
Jls.

Extracao de juvenis infectantes e analise estatistica

No laboratério, sub-amostras de 100 g de cada amostra coletada foram
submetidas a extracdo de Jls seguindo o procedimento de Jenkins modificado
(Jenkins, 1964). Juvenis infectantes vivos foram identificados e contabilizados em
microscopio estereoscopico com o auxilio de uma lamina de Peters. Os JIs foram
diferenciados de outras espécies de nematdides pela sua locomocéo
caracteristica, tamanho e morfologia bucal.

Os dados foram normalizados utilizando a transformacao de raiz quadrada
e submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) para determinacao de diferencas
estatisticas entre tratamentos. Diferencas entre médias de tratamentos foram

determinadas utilizando o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

Nao foram encontrados JIs de nenhuma espécie de NEP antes do

estabelecimento do experimento. A temperatura média do solo no periodo
experimental registrada a 10 cm de profundidade foi de 20,2°C (18,3-23,1) e 0
conteudo hidrico do solo oscilou entre 13,4 e 25,9% de umidade.
Considerando todo o experimento, JIs foram recuperados em 114 das 1.080
amostras analisadas (10,6%). Nos tratamentos 1 e 2, 8,3 e 13% das amostras
foram positivas, respectivamente. O numero total de JIs recuperados em cada
distanciamento avaliado foi de 4.881, 3.807, 2.828 e 1.854, respectivamente.

O numero médio de Jls recuperados nao foi significativamente diferente
entre os tratamentos 1 e 2, e a cada distanciamento avaliado, com excecao da
distancia de 90 cm (F = 7,98; df = 1,268; P = 0,0051). Para comparar os diferentes
distanciamentos nos dois tratamentos, o niumero médio de Jls recuperados a
cada distancia foi considerado, sem apresentar diferencas estatisticas (F = 0,26;
df =3, 1.076; P = 0,84) (Figura 2).

N2 médio de Jls recuperados

30 60 90 120

Distancia (cm)

7 1 Cadaver @ 15 Cadaveres

Figura 2. Numero médio de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7
recuperados de amostras de solo coletadas a diferentes distancias do local de
aplicacado de 1 ou 15 cadaveres. Médias contendo mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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A respeito das trés profundidades avaliadas, 63,2% do total das amostras
positivas foram extraidas na profundidade de 0-10 cm. A porcentagem de
amostras positivas obtidas as profundidades de 10-20 cm e 20-30 cm foram de
23,7 e 13,1%, respectivamente. O numero médio de JIs recuperados a cada
profundidade de avaliacao foi significativamente diferente, sendo o maior nimero
de Jls recuperados na profundidade de 0-10 cm (F = 26,75, df = 2, 1.077, P <
0,05). Comparando os tratamentos 1 e 2 nas trés profundidades amostradas, nao

foram observadas diferencas significativas (Figura 3).

N© médio de JlIs recuperados

0-10 10-20 20-30

Profundidade do solo (cm)

g 1 Cadaver | 15 Cadaveres

Figura 3. Numero médio de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7
recuperados de amostras de solo coletadas a diferentes profundidades apés
aplicacdo de 1 ou 15 cadaveres. Médias contendo a mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

A maior quantidade de amostras positivas foram recuperadas na quinta
semana apdés a aplicacdo dos insetos-cadaveres (61,4%). Também, a maior
média de JIs recuperados foi no mesmo periodo (F = 37,91; df = 4, 1.075; P <
0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Numero médio de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7
recuperados de amostras de solo coletadas em diferentes datas. Médias
contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

O numero absoluto de Jls recuperados nos diferentes distanciamentos a partir do
local de aplicacdo dos tratamentos 1 e 2, ao longo das 10 semanas de avaliacao
sdo observados nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5. Distribuigcdo espacial de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7 quando uma larva de Galleria mellonella infectada foi aplicada.
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Figura 6. Distribuicdo espacial de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7 quando quinze larvas de Galleria mellonella infectadas foram aplicadas.

DISCUSSAO

Neste estudo, a capacidade dispersiva de JIs de H. baujardi LPP7
emergidos de insetos-cadaveres foi observada a campo. O maior numero de Jls
foram recuperados na profundidade de 0-10 cm, na quinta semana apés
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aplicacdo e a 90 cm do local de aplicagdo. Em geral, ndo existiram diferencas
significativas no numero médio de JIs recuperados nas duas dosagens testadas,
1 ou 15 cadaveres. Por outro lado, observa-se uma distribuicdo espacial mais
uniforme nas parcelas onde foram aplicados 15 cadaveres.

Os resultados indicam que JIs de H. baujardi LPP7 possuem estratégia
“cruiser” de busca (Lewis, 2002). A 120 cm foi observada uma redu¢ao no niumero
de Jls recuperados. Em geral, em pomares de goiaba corretamente manejados,
as areas sob as copas podem ser maiores do que 3 m de didmetro. Sabendo que
JIs de H. baujardi LPP7 podem ser encontrados em numero significante em
distancias superiores a 90 cm, sugerimos essa distancia entre os pontos de
aplicacao dos cadaveres.

Examinando as amostras coletadas a cada profundidade, a maior
proporcado de amostras positivas e de Jls recuperados foram aos 0-10 cm. Nossos
resultados concordaram com os de Cabanillas e Raulston (1994), que
recuperaram a maior parte de JIs de NEPs nos primeiros 10 cm do solo. Esta
localizacédo dos Jls favorece o controle de pragas que possuem parte do seu ciclo
de vida nas camadas superficiais do solo. Por outro lado, essa localizag&o dos Jls
os expbem as variacbes ambientais que podem afetar a densidade populacional,
movimentagao e infectividade. E importante destacar que ndo foram observadas
diferengas no numero de JIs recuperados nos distanciamentos estudados. O
maior numero de Jls recuperados foi obtido na quinta semana apdés aplicacao. O
namero de JIs recuperados nas primeiras duas datas de avaliagdo foi
significantemente menor que na terceira, e similar a quarta e quinta data de
coleta.

Na primeira avaliacdo escassos Jls foram recuperados. Em condi¢des de
laboratério o comeco da emergéncia em larvas de G. mellonella infectadas com
H. baujardi LPP7 é no dia 14 pds-infeccao, continuando por um periodo de 5 dias
(Dolinski et al., 2007). Em conseqiéncia, a primeira data de avaliacao coincide
com o dia 15 pos-infeccao, onde JIs acabaram de emergir e nao tiveram tempo
suficiente para movimentar-se até os locais de amostragem. A temperatura ideal
para o desenvolvimento desse isolado é de 26 °C. A média de temperatura do
solo na primeira semana foi de 18 °C, portanto a temperatura pode ter afetado
negativamente a emergéncia de JIs dos cadaveres.
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Embora o efeito da umidade do solo na movimentacédo dos Jls ndo tenha
sido o objetivo deste trabalho, € importante fazer algumas consideracdes. Na
segunda semana apdés aplicacao dos cadaveres, registrou-se o nivel mais alto de
umidade de todo o experimento, causado pelas precipitacdes que aconteceram
na regido. O elevado conteudo hidrico do solo poderia ter afetado a
movimentacao dos JIs que emergiram dos cadaveres. Infere-se que um grande
nuamero de Jls teriam emergido dos cadaveres e teriam permanecido préximos ao
local de emergéncia até que o conteudo hidrico do solo atingisse niveis que
facilitassem a sua locomoc¢ao. Molyneux e Bedding (1984) demonstraram que a
atividade de NEPs é influenciada pela espessura da camada de agua que recobre
as particulas de solo. O solo na area experimental foi classificado como arenoso,
permitindo a formagdo de uma camada de agua ao redor das particulas de solo,
sem afetar a aeracdo. Wallace (1958) enfatizou que a maior eficiéncia de
locomocgéao era observada quando a camada de agua ao redor das particulas do
solo possuiam a espessura da metade do didmetro do corpo do nematdide.
Portanto, durante a segunda semana, o elevado contetdo hidrico do solo nao foi
suficiente para matar os nematéides, mas sim para inibir a sua locomocao. Na
terceira semana pés-aplicagdo, o conteudo hidrico do solo decresceu, permitindo
a movimentacao dos Jls. Como consequiéncia, na terceira data de amostragem,
foi registrado o maior nimero de amostras positivas (61,4%) e de Jls recuperados
(88%). Além do alto conteudo hidrico do solo afetando a locomocdo dos Jls,
outros fatores bidticos e abidticos podem ter afetado tanto a locomocdo como a
emergéncia dos JIs dos insetos-cadaveres. Estudos adicionais sdo necessarios
para o entendimento da emergéncia de JIs em condi¢gbées de campo.

A alta concentracao de Jls em espaco e tempos definidos (por exemplo, 90
cm do ponto de aplicacdo e quinta semana po6s-aplicacdo) pode evidenciar que
esses se movimentam em massa, podendo formar um padrdo de dispersédo
agregado. Varios pesquisadores tém encontrado esse padrdao agregado de Jls
(Stuart e Gaugler, 1994; Cabanillas e Raulston, 1994; Glazer et al., 1996; Efron et
al., 2001). Esta distribuicdo pode ser devido a uma soma de fatores, tais como
caracteristicas especificas da espécie (estratégia de busca dos hospedeiros,
capacidade dispersiva, reciclagem, energias de reserva, tolerancia a temperatura
e dessecacao), que por sua vez sao reguladas por fatores bidticos (predacéo,
competicdo, relagdes foréticas, sinergismo, raizes de plantas, entre outros) e
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abiéticos (umidade do solo, radiacdo, temperatura, aeracédo, caracteristicas do
solo, entre outros) existentes no ambiente (Kaya, 1990; Stuart e Gaugler, 1994;
Koppenhofer et al., 1995; Shapiro-llan et al., 1995; Koppenhéfer e Kaya, 1997;
Efron et al. 2001; Kaya, 2002; Duncan et al., 2003; Grant e Villani, 2003; Shapiro-
llan et al, 2006; Stuart et al, 2006). Adicionalmente, praticas culturais
implementadas nos pomares de goiaba podem afetar todos esses fatores
mencionados.

Ao término do experimento aos 2,5 meses, JIs de H. baujardi LPP7
permaneciam viaveis. Pesquisas adicionais sdo necessarias para determinar a
persisténcia de H. baujardi LPP7 em condicbes de campo. Heterorhabditis
bacteriophora Oswego apresentou persisténcia superior a 24 meses posterior a
aplicacao (Shields et al., 1999; Loya e Hower, 2002). Um isolado do género
Heterorhabditis persistiu 10 meses quando aplicado em solos cultivados com
Vaccinium spp. (Shanks e Agudelo-Silva, 1990). Contudo, a persisténcia dos Jls
estda altamente correlacionada as condicbes ambientais e as condicoes
intrinsecas e extrinsecas dos diferentes isolados. Loya e Hower (2002) nao
observaram diferencas significativas nas densidades de H. bacteriophora apos 43
dias de aplicacao por aspersado nas dosagens de 2.5, 7 ou 15 bilhdes de Jls/ha,
indicando que a concentracdo de aplicacdo provavelmente ndo afeta a
persisténcia de Jls por longos periodos de tempo. Em pomares de goiaba, a
persisténcia pode ser facilitada pela auséncia de praticas culturais que promovam
a remocgao do solo e da cobertura vegetal de baixo das copas das arvores. A
existéncia de cobertura vegetal diminui o efeito negativo dos raios ultravioletas e
amortece estresses ambientais, principalmente oscilagcdes da temperatura do solo
e umidade. Também as condi¢des tropicais podem incrementar o nimero de
geracgdes de potenciais hospedeiros, favorecendo a reciclagem de Jls.

Neste estudo foi considerada a viabilidade e n&o a infectividade dos Jls.
Juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 permaneceram infectantes durante os 4
meses de experimento no campo (Del Valle et al., 2007). Para que um agente
bioldgico seja eficiente no controle de pragas agricolas de solo, estes devem
permanecer infectantes no solo por um periodo de tempo minimo de duas
semanas (Shapiro-llan et al., 2006). Este estudo demonstra que Jls de H. baujardi
LPP7 aplicados como insetos-cadaveres permaneceram viaveis um periodo de
tempo superior ao anteriormente mencionado. O padrao espacial de JIs de H.
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baujardi LPP7 apresentou uma distribuicdo horizontal mas ampla quando os
insetos-cadaveres foram aplicados em maior dosagem, permanecendo nos

primeiros centimetros do solo.
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EFICACIA DE Heterorhabditis baujardi LPP7 (NEMATODA: RHABDITIDA)
APLICADOS EM CADAVERES DE LARVAS DE Galleria mellonella PARA O
CONTROLE DE LARVAS DE Conotrachelus psidii (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)?

RESUMO

O gorgulho-da-goiaba, Conotrachelus psidii Marsall 3(1922), é a praga de maior
importancia nos pomares de goiaba do Brasil, causando severa depreciagcao na
qualidade dos frutos. Neste trabalho avaliou-se a susceptibilidade das larvas do
gorgulho-da-goiaba frente a juvenis infectantes (JIs) de Heterorhabditis baujardi
LPP7 em casa de vegetacdo e a campo, quando aplicados em cadaveres de
larvas de Galleria mellonella no sétimo instar. A persisténcia desses nematoides
foi avaliada mediante a técnica inseto-armadilha, utilizando larvas de G.
mellonella. As concentracdes de 2, 4 e 6 insetos-cadaveres por vaso em casa-de-
vegetacdo causaram mortalidades significativamente diferentes quando
comparadas a testemunha. A campo, diferencas significativas foram observadas
em relagdo a testemunha somente quando insetos-cadaveres foram aplicados
nas parcelas. A persisténcia dos Jls emergidos dos cadaveres foi de 6 semanas

apos a aplicacao. Apds este periodo, significante queda na persisténcia dos Jls foi

* Publicado no periddico Biocontrol Science & Technology 18 (1): 33-41, 2008.
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observada. Nosso estudo demonstra que JIs H. baujardi LPP7 emergidos de
cadaveres de G. mellonella infectados sao patogénicos contra larvas no quarto

instar do gorgulho-da-goiaba e que sao persistentes.

ABSTRACT

The guava weevil, Conotrachelus psidii, is a major pest of guava in Brazil causing
severe reduction in fruit quality. We assessed its susceptibility to Heterorhabditis
baujardi LPP7 infective juveniles (IJs) in the greenhouse and under field conditions
applying the nematodes in cadavers of 7" instar Galleria mellonella larvae Field
persistence of these nematodes in the soil was evaluated through G. mellonella-
baiting. Insect cadaver concentrations of 2, 4, and 6 applied in pots in the
greenhouse experiment caused significant mortality compared to the control.
Significance differences were observed in the field between control and treatments
only when 6 cadavers per 0.25 m? were applied. Infective juveniles from the
cadavers persisted 6 weeks after application in the field, but decreased greatly
thereafter. Our work demonstrates that H. baujardi LPP7 IJs emerging from G.
mellonella cadavers can be efficacious against guava weevil fourth instar larvae.

Also, we demonstrated the long term persistence of IJs in the soil.

INTRODUCAO

O gorgulho-da-goiaba, Conotrachelus psidii Marshall (Coleoptera:
Curculionidae), é a praga de maior importancia nas plantacées comerciais de
goiaba no Estado do Rio de Janeiro, afetando a qualidade e quantidade dos frutos
obtidos. Também é responsavel por grandes perdas econémicas, atacando 60-
100% da totalidade dos frutos produzidos (Béscan de Martinez e Casares, 1982).

Esse curculionideo possui quatro estagios de desenvolvimento dentro do fruto de
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goiaba. Frutos infectados amadurecem prematuramente e caem ao solo. As
larvas abandonam os frutos amadurecidos, penetram e permanecem nos
primeiros 10 cm do solo, desenvolvendo-se para os estadios pre-pupal e pupal
durante o inverno e primavera, para a posterior emergéncia dos adultos no verao
(Bailez et al., 2003; Boscan de Martinez e Casares, 1982). Os adultos emergidos
se acasalam e as fémeas ovopositam sobre os frutos verdes recém formados ( 3
cm de diametro). Durante o desenvolvimento do fruto, cada local de ovoposicéao
se converte em uma depressao escura comercialmente indesejada. Métodos
quimicos convencionais sao utilizados rotineiramente para manter a populacéo de
adultos a niveis baixos, mas quimicamente nao se pode se atingir as larvas no
interior dos frutos ou as que permanecem no solo (Orlando et al., 1974). Além
disso, o controle dos adultos freqlientemente ndo é eficaz, devido a emergéncia
escalonada desses e o0 curto periodo de tempo entre sua emergéncia e
OVOpOosicao.

Nematdides entomopatogénicos (NEPs) do género Heterorhabditis e
Steinernema podem ser eficientes agentes de controle de larvas do gorgulho-da-
goiaba. Estudos realizados por Del Valle et al. (2005) e Dolinski et al. (2006)
demonstraram a elevada susceptibilidade do quarto instar larval do gorgulho-da-
goiaba a H. baujardi Phan, Subbotin, Nguyen e Moens LPP7, em experimentos de
laboratério e casa-de-vegetacgao.

Esses nematdides sao patdogenos obrigatorios de insetos. Os juvenis
infectantes (JIs) do género Heterorhabditis carregam bactérias do género
Photorhabdus no seu intestino. Apds a entrada dos Jls através das aberturas
naturais (boca, espiraculos, anus) ou diretamente pela cuticula, eles migram até a
hemocele, onde as bactérias sao liberadas na hemolinfa do inseto (Forst e Clarke,
2002). Em geral, as bactérias matam o inseto hospedeiro por septicemia em 24-
48 horas. Os nematdides em desenvolvimento se nutrem dos tecidos do
hospedeiro digeridos e das bactérias que se proliferam, para posteriormente se
reproduzirem (Forst e Clarke, 2002).

Nas ultimas duas décadas, NEPs foram aplicados principalmente na forma
de suspensdo aquosa para o controle de pragas agricolas. Contudo, este método
de aplicagdo apresenta limitacbes (Wright et al., 2005). Para pragas com algum
estadio susceptivel no solo, uma alternativa de aplicacido é a colocacdo sub-
superficial no solo de cadaveres de insetos hospedeiros infectados com NEPs
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(referido como inseto-cadaver). Juvenis infectantes no inseto-cadaver podem
levar entre 4 e 14 dias para completar o seu desenvolvimento e migrar para o solo
na procura dos hospedeiros. Pesquisas tém demonstrado que Jls emergidos de
insetos-cadaveres apresentaram maior capacidade migratoria, infectividade e
persisténcia no solo em relacéo a JIs aplicados em suspenséao aquosa (Shapiro
e Glazer, 1996; Shapiro e Lewis, 1999). Objetivou-se neste estudo determinar a
susceptibilidade das larvas do gorgulho-da-goiaba a JIs H. baujardi LPP7
emergidos de cadaveres infectados de Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) em experimentos de casa-de-vegetacdo e campo. A persisténcia de Jls
aplicados no campo foi também determinada. Este é o primeiro trabalho no Brasil
avaliando o desempenho de JIs emergidos de insetos-cadaveres para o controle

de pragas agricolas.

MATERIAL E METODOS

Nematoides entomopatogénicos e insetos-cadaveres

Juvenis infectantes do nematdide entomopatogénico H. baujardi LPP7,
proveniente da floresta equatorial em Ronddnia-Brasil, foram utilizados para
infectar larvas de sétimo instar de Galleria mellonella (peso aproximado de
300mg) em cédmara de germinacao a 25°C, de acordo com o procedimento
descrito por Woodring e Kaya, (1988). Os Jls foram coletados mediante a
utilizacdo de armadilhas de White modificadas (White, 1927) por 6 dias
consecutivos apdés a primeira emergéncia. Juvenis infectantes foram
armazenados em agua por no maximo uma semana a 16°C, antes de sua
utilizacao.

Os insetos-cadaveres foram produzidos pela exposi¢do de larvas no sétimo
instar de G. mellonella, em grupos de cinco, 100 JIs adicionados em placas de
Petri (90 mm), com papel de filiro na base (Whatman N°1). As placas foram
fechadas e mantidas por 4 dias em camara de germinagcdo a 25 °C.
Posteriormente, os cadaveres foram transferidos a outras placas de Petri (90 mm)
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com papel de filtro seco (Whatman N°1), por um periodo adicional de 2 dias para
permitir o desenvolvimento dos sintomas tipicos de infeccao de NEPs.

Larvas no quarto instar de C. psidii foram coletadas manualmente em
pomares de goiaba infectados na localidade de Sao Francisco de Itapaboana-RJ
e armazenados em areia estérii umedecida (20% de umidade) a,
aproximadamente, 20 °C até utilizacéo.

Experimento em casa-de-vegetacao

Potes plasticos (15 X 13 X 11 cm — com capacidade de 1,5 L) revestidos de
tela plastica para evitar o escape de larvas foram preenchidos com 1000 cm?® de
solo (58% areia, 23% argila, 19% silte; pH 4.6; 2.4% de matéria organica)
coletados no pomar de goiaba. Os potes foram umedecidos a cada dois dias,
visando manter o conteddo hidrico proximo a capacidade de campo ao longo do
experimento. Quatro larvas de quarto instar do gorgulho-da-goiaba foram
colocadas na base de cada pote, com 24 horas de antecedéncia a adigdo dos
insetos-cadaveres. Cadaveres infectados foram colocados a 2 cm de
profundidade em relagdo a superficie superior dos potes. Os tratamentos
consistiram na aplicagdo de 0 (testemunha), 1, 2, 4 e 6 insetos-cadaveres em
cada pote (area superficial de 133 cm). O desenho experimental foi inteiramente
casualizado, com 6 repeticoes para cada tratamento. A mortalidade das larvas do
gorgulho-da-goiaba foi registrada aos 10 dias pés-aplicacao. A remocao completa
do solo nos potes contendo os tratamentos foi necessaria para avaliar a
mortalidade das larvas, sendo consideradas larvas infectadas por NEPs aquelas
que apresentaram sintomas e sinais tipicos de infeccao por heterorhabditideos
(cor marrom-tijolo homogénea e textura firme). O experimento foi repetido 3 vezes
no tempo, utilizando-se 72 larvas por tratamento e cada repeticdo. Registros da
temperatura do solo e do ar foram realizados durante o periodo experimental.

Os dados de mortalidade foram convertidos em porcentagem (média + erro
padrao), transformados em arco-seno e analisados, utilizando analise de variancia
(ANOVA) com o auxilio do programa estatistico: Sistema de Analises Estatisticas
(SAEG, 1990). Diferengas entre médias de tratamentos foram separadas
utilizando o teste de Tukey (P<0.05).
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Experimento a campo

Este estudo foi conduzido em um pomar de goiaba comercial localizado em
Cachoeiras de Macacu, RJ, Brasil. Na area experimental, goiabeiras com 25 anos
de idade da variedade Pedro Sato tém sido manejadas sem a aplicacdo de
inseticidas nos ultimos 3 anos. Cinco amostras de solo de 200 g foram tomadas
da area experimental para a analise granulométrica, sendo o solo classificado
como arenoso (58% areia, 23% argila, 19% silte; pH 4.6; 2,4% de matéria
organica e 12,4 cmol,/dm® de capacidade de troca catidnica). A umidade do solo
foi monitorada utilizando o método gravimétrico, coletando quatro amostras em
cada data de avaliacado. Para manter o solo préximo a capacidade de campo, um
sistema de irrigagdo por aspersao foi acionado quando necessario. Durante o
transcurso do experimento a temperatura do solo foi monitorada a cada hora a
profundidade de 10 cm (Watchdog® datalogger, Spectrum Technologies, Inc.)

O goiabal foi caracterizado por uma densa copa e cobertura vegetal sob
esta. Antes do experimento, amostras de solo foram coletadas para determinar a
presenca de NEPs. Para isso, foi implementada a técnica de inseto-armadilha
(Kaya e Stock, 1997). O estudo foi realizado durante o outono brasileiro (marco-
junho). No experimento foram utilizadas parcelas de 0,25 m? de superficie,
delimitadas por tela de nylon até a profundidade de 20 cm. Vinte e quatro horas
antes da adicao dos insetos-cadaveres, 50 larvas de quarto instar no gorgulho-da-
goiaba foram colocadas a 3 cm da superficie. Os tratamentos consistiram na
aplicagéo de 2, 4 e 6 insetos-cadaveres infectados com H. baujardi LPP7. Apo6s
aplicacao, as parcelas foram cuidadosamente cobertas pela vegetacao retirada
para simular as condigcdes naturais. As parcelas correspondentes a testemunha
nao receberam insetos-cadaveres. Cada parcela foi irrigada com 2 L de agua
apos a adicao dos insetos-cadaveres, devido a baixa umidade do solo na época
de montagem. As 12 parcelas foram distribuidas aleatoriamente entre as
goiabeiras. Os tratamentos foram arranjados em um desenho inteiramente
casualizado e repetido no tempo logo apds o primeiro ensaio. As parcelas foram
avaliadas registrando o numero de larvas vivas aos 7, 14 e 28 dias pos-aplicacao
dos insetos-cadaveres. Para a avaliacdo, o solo foi cuidadosamente removido de
cada parcela e as larvas vivas do gorgulho-da-goiaba foram contadas. As larvas
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foram consideradas vivas quando apresentavam movimento ao serem
manuseadas com pinga laboratorial. As larvas mortas do gorgulho-da-goiaba e
insetos-cadaveres rapidamente se desintegram no solo (4-6 dias),
impossibilitando sua remocéao. Por esta razao, foi registrado o nimero de larvas
vivas. As larvas vivas foram retiradas das parcelas apés avaliacdao. O solo foi
recolocado nos locais correspondentes as parcelas para a determinacdo da
persisténcia dos Jls em condicbes de campo. A persisténcia de NEPs foi
monitorada em cada parcela durante 3 meses utilizando o método modificado de
inseto armadilha (Fan e Hominick, 1991). Duas amostras de solo de 500 g foram
coletadas nas parcelas correspondentes aos diferentes tratamentos a cada 2
semanas, com trado de solo (Basic Soil Sampling Kit AMS, Inc.). As amostras
foram separadas em duas de 250 gramas e colocadas em potes plasticos com
tampas de 500 mL de capacidade. Cinco larvas de G. mellonella foram
adicionadas em cada pote plastico e incubadas em laboratério a temperatura
ambiente (aproximadamente 27°C). Apés 7 dias o solo dos potes plasticos foi
removido para a determinacdo do numero de larvas de G. mellonella mortas. A
infeccdo por NEPs foi confirmada através dos sintomas caracteristicos (cor,
textura e consisténcia dos tecidos).

As porcentagens de larvas vivas em cada parcela foram arco-seno
transformadas e analisadas utilizando andlise de variancia (ANOVA) com o auxilio
do software Sistema de Andlises Estatisticas (SAEG, 1990). As porcentagens
(média + erro padrdo) mostradas nas figuras correspondem aos dados nao
transformados. Diferencas entre médias de tratamentos foram separadas
utilizando o teste de Tukey (P<0.05). A relagdo entre infectividade de JIs e

persisténcia foi analisada mediante regressao linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento em casa-de-vegetacao
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A temperatura média do solo e do ar durante o experimento foi de 22,6 e
28,6 °C, respectivamente. Os tratamentos (2, 4 e 6 insetos-cadaveres por pote)
causaram mortalidades significativamente diferentes a testemunha, mas
semelhantes entre si (F = 17.7; gl = 4,85; P<0.01) (Figura 1).
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Figura 1: Mortalidade de larvas no quarto instar de Conotrachelus psidii em potes
plasticos contendo 5 diferentes concentracbes de cadaveres de Galleria
mellonella infectados com Heterorhabditis baujardi LPP7. Médias contendo a
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

Tinha-se a expectativa de que a mortalidade das larvas do gorgulho-da-
goiaba fosse superior a 51,4%, baseados em resultados prévios (Dolinski et al.,
2006). Contudo, a baixa mortalidade observada provavelmente foi devido ao curto
periodo de tempo entre emergéncia de Jls dos cadaveres e o tempo de avaliacao.
A avaliacao foi realizada aos 10 dias pds-tratamento, para que pudessem ser
observados claramente os sinais da infec¢cao de NEPs nas larvas do gorgulho-da-
goiaba, antes da desintegracao dessas. Dolinski et al. (2007) determinaram que a
emergéncia de Jls de H. baujardi LPP7 em G. mellonella comecga a partir do 11°
dia pés-infeccéo, sendo que a grande maioria dos JIs emergem entre 0 12° e 0
152 dia. Neste experimento, os JlIs tiveram cinco dias para abandonar o cadaver,
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procurar o hospedeiro, penetra-lo e mata-lo. Além disso, as larvas infectadas
requerem no minimo um dia para desenvolver os sintomas e sinais caracteristicos
de infeccao de NEPs. O experimento confirma pesquisas prévias relacionadas a
susceptibilidade das larvas no quarto instar do gorgulho-da-goiaba frente a H.
baujardi LPP7. Pesquisas desenvolvidas por Del Valle et al. (2005) mostraram
mortalidades acima de 80% das larvas em ensaios de coluna de areia quando
adicionados 500 JIs de H. baujardi LPP7. Em um experimento em casa-de-
vegetacao, utilizando potes de 20 litros, Dolinski et al. (2006) obtiveram 30 e 58%
de mortalidade de larvas do gorgulho-da-goiaba quando aplicados 1000 e 2000
JIs de H. baujardi LPP7 em suspensdo aquosa, respectivamente. No caso de H.
baujardi LPP7, apbs 14,7 dias a 25 °C, 147,680 + 24,126 JIs emergiram a partir
de uma unica larva de G. mellonella infectada (Dolinski et al., 2007).

Experimento de campo

Através do método inseto-armadilha, ndo foram encontrados NEPs na area
experimental. O experimento foi conduzido durante o outono, pois nesta época a
maior parte dos frutos produzidos ja tinha sido coletadas e a populagao de larvas
no solo estava alta devido a queda dos frutos infestados. A aplicagdo de NEPs
nesta época do ano beneficia os JlIs, devido a presenca e futura disponibilidade
de larvas do gorgulho-da-goiaba no solo, incrementando a possibilidade de
contato entre Jls e hospedeiros. Esta estratégia de controle biolégico baseia-se
na utilizacdo de NEPs para diminuir o nimero de adultos que emergirdo e
causarao danos no proximo periodo de colheita.

A temperatura média do solo aos 10 cm de profundidade durante o periodo
experimental foi de 20,2 °C. O conteudo hidrico do solo variou entre 13,4 e 25,9%.
Quando foram aplicados 6 insetos-cadaveres houve diferengas significativa entre
a testemunha e os tratamentos (F = 3.54; gl = 3,20; P = 0.033) (Figura 2). Nesse
estudo, o efeito de supressdo de NEPs sobre as larvas do gorgulho-da-goiaba
também foi avaliado de forma indireta, contabilizando as larvas vivas, devido a
duas razdes. Primeiro, devido a alta mortalidade natural das larvas do gorgulho-
da-goiaba no campo e, segundo, devido as larvas infectadas se desintegrarem
rapidamente, dificultando a avaliacdo. A mortalidade natural de larvas do
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gorgulho-da-goiaba nas parcelas correspondente as testemunhas foi de 80,7 +
5%. Del Valle (comunicacao pessoal) observou que, apds 30 dias em parcelas de
campo, a mortalidade natural de larvas do gorgulho-da-goiaba foi de 78,2 + 1.5%.
Estudos adicionais sdo necessarios para precisar a biologia e as causas de
mortalidade natural dessa praga no campo. Essa porcentagem pode ser
incrementada se for considerado um periodo de tempo maior, devido aos efeitos
adversos de fatores bidticos e abidticos (Griffin et al.,, 2005). Em condi¢cbes de

laboratério, a mortalidade natural de larvas supera 70 % (Bailez et al., 2003).
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Figura 2: Porcentagem de larvas vivas de Conotrachelus psidii ap6s aplicacdo de
0, 2, 4 e 6 cadaveres de Galleria mellonella infectados com Heterorhabditis
baujardi LPP7 em condicbes de campo. Médias contendo a mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

Em relacéo as diferentes datas de avaliagdo no experimento de campo (7,
14 e 28 dias pds-aplicacao), diferencas significativas nao foram observadas entre
tratamentos (F = 1.91; gl = 2,20; P = 0.1734).

A infectividade dos Jls decresceu com o tempo, apresentando diferencas
significativas entre as diferentes datas de avaliacdo (F = 4.71; gl = 5,66; P =
0.001). A partir da sexta semana pos-aplicacdo observou-se consideravel queda
na infectividade dos Jls (Figuras 3 e 4). Relacionando a persisténcia com o
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namero de insetos-cadaveres aplicados, maior persisténcia de Jls foi observada
nas parcelas que receberam maiores concentragdes de insetos-cadaveres (Figura
3). Contudo, a persisténcia provavelmente estd associada a presenca e
quantidade de reservas lipidicas e condicdes de solo (umidade, textura e
temperatura) (Grant e Villani, 2003; Koppenhofer et al., 1995; Koppenhdfer e
Fuzy, 2006). Além disso, inimigos naturais também influenciam os niveis
populacionais de NEPs (Strong, 2002). Regressdes foram feitas para mostrar a
infectividade de H. baujardi LPP7 ao longo do tempo. Quando dois insetos-
cadaveres foram aplicados por parcela, a infectividade decresceu seguindo uma
resposta logaritmica, enquanto quando quatro e seis insetos-cadaveres foram
aplicados a queda de infectividade apresentou resposta linear (Figura 4). Sugere-
se que seis semanas de persisténcia de JIs nos pomares de goiaba sejam
suficientes para controlar a maior parte das larvas do gorgulho-da-goiaba no solo.

Infeccao (%)

_

_

Semanas apds aplicacéo dos cadaveres

0 cadaver | 2 cadaveres E 4 cadaveres N6 cadaveres

Figura 3: Mortalidade de larvas de Galleria mellonella ap6s a aplicacdo de quatro
concentragdes de cadaveres de G. mellonella infectados com Heterorhabditis
baujardi LPP7, avaliada em diferentes periodos de tempo apds aplicacdo. Médias
contendo a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Figura 4: Infectividade de JIs de Heterorhabditis baujardi LPP7 diante de larvas de
Galleria mellonella ao longo de 12 semanas para trés concentracoes de insetos-

cadaveres (A: dois cadaveres; B: quatro cadaveres e C: seis cadaveres).

O controle de pragas utilizando NEPs formulados como insetos-cadaveres
deve ser recomendado por varias razdes. Juvenis infectantes emergidos de
cadaveres sao mais infectivos e possuem maior capacidade dispersiva em
condicées de laboratério quando comparados a Jls aplicados em suspensao
aquosa (Shapiro e Glazer, 1996; Shapiro e Lewis, 1999; Shapiro-llan et al., 2003).



44

A utilizacdo de insetos-cadaveres evita os custos de armazenamento dos Jls e
evita 0 gasto energético associado ao metabolismo dos Jls. Esta “otimizacdo” no
uso das reservas energéticas dos Jls favorece a procura de hospedeiros e
aumenta a tolerancia contra estresses ambientais. Por outro lado, JIs emergem
no mesmo local onde os hospedeiros se encontram, facilitando o contato
nematdide-hospedeiro. Adicionalmente, a efetividade da aplicagcdo pode ser
incrementada mediante a utilizagdo de coberturas dos cadaveres (Shapiro-llan et
al., 2001). A implementagdo desta tecnologia € simples e envolve baixo custo
econbmico, podendo ser aproveitada por produtores agricolas de diferentes
realidades tecnoldgicas.

Concluindo, demonstra-se com este trabalho a susceptibilidade das larvas
no quarto instar do gorgulho-da-goiaba frente a Jls de H. baujardi LPP7
emergidos de cadaveres infectados de G. mellonella. Também a longa
persisténcia de Jls foi comprovada. Sugerimos o NEP H. baujardi LPP7 como
uma espécie confiavel para seu uso como biopesticida no controle desta praga
agricola.
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EFEITO DA PROTECAO DE CADAVERES DE Galleria mellonella L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) NA EMERGENCIA E NA INFECTIVIDADE DE
Heterorhabditis baujardi LPP7 (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE) E NA
SUA REMOCAO POR Ectatomma spp. (HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

Danos fisicos em cadaveres de insetos hospedeiros infectados por nematoides
entomopatogénicos (NEPs) sdo freqlentes durante a manipulacdo e aplicacéo
desses para o controle biolégico de pragas agricolas. No solo, estes se
encontram sujeitos a agdo de organismos, como formigas, que podem alterar a
eficacia da aplicacdo. Objetivou-se no presente trabalho determinar o efeito de
diferentes coberturas protetoras de cadaveres de Galleria mellonella infectados
por Heterorhabditis baujardi LPP7 e avaliar o comportamento de formigas do
género Ectatomma spp. frente aos cadaveres. Os tratamentos de cobertura foram
calcareo comercial, talco e capsulas de gelatina. Avaliou-se a emergéncia e
infectividade de juvenis infectantes (JIs) dos insetos-cadaveres formulados. O
namero de Jls extraidos das amostras procedentes de insetos-cadaveres
formulados com talco em p6 (9721,6 £ 1382,3) e em capsulas de gelatina (7892,0
+ 1072,4) ndo apresenta diferencas em relacao a testemunha (6346,4 + 1310,7),
indicando que essas coberturas nao interferem na emergéncia dos Jls. A
cobertura com calcario em pé afetou negativamente a emergéncia dos Jls.

Elevada infectividade foi observada nos Jls emergidos das diferentes coberturas
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analisadas. Quando os cadaveres formulados foram colocados proximos as
aberturas dos ninhos de formigas do género Ectatomma spp., estas carregaram
mais do que 20 cm de raio os insetos cadaveres com as distintas coberturas para
longe das aberturas dos respectivos ninhos, com excecdo dos formulados em

capsulas de gelatina, que nao sofreram remocao.

ABSTRACT

Physical damages on insect cadavers infected with entomopathogenic nematodes
(EPNs) are frequent during manipulation and application for biological control of
agricultural pests. In soil, these insect cadavers are exposed to organisms, that
can alter the application effectiveness. Our objective was determine the effect of
different protective coverings on emergence and virulence of infective juveniles
from Galleria mellonella insect cadavers, infected with Heterorhabditis baujardi
LPP7, and also to evaluate their removing by Ectatomma spp.. The covering
treatments were commercial calcareous, commercial talc and gelatin capsules.
The number of emerging IJs from insect cadavers formulated with talc (9,721.6 +
1,382.3) and gelatin capsules (7,892.0 £ 1,072.4) was similar to the control
(6,346.4 = 1,310.7), indicating that those coverings do not interfere on IJs
emergency. The coverings with powdered calcareous affected negatively the IJs
emergency. High infectivity was observed in IJs emerged from tested coverings.
Ectatomma spp. removed insect cadavers from the nests’ entrance as far as 20
cm, with exception of insect cadavers formulated in gelatin capsules, which did not

suffer removal.
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INTRODUGCAO

Nematbides entomopatogénicos (NEPs) pertencentes aos géneros
Steinernema e Heterorhabditis (Rhabditida: Steinernematidae e
Heterorhabditidae) vém sendo utilizados no controle de pragas agricolas como
parte de programas de manejo integrado de pragas (MIP) ou como alternativa ao
controle. A utilizagdo de NEPs é considerada de sucesso no controle de
numerosas pragas que possuem alguma parte do seu ciclo de vida no solo ou
ambientes cripticos (Klein, 1990).

Nematdides entomopatogénicos sdo comumente preservados e aplicados
em suspensao aquosa. Nas ultimas décadas, a aplicacdo de NEPs formulados
em insetos-cadaveres vém chamando a atencédo de pesquisadores ao redor do
mundo. Em experimentos de campo, Jansson et al. (1993) e Parkman et al.
(1993), demonstraram que a aplicacao de cadaveres é confiavel e eficiente para o
controle do gorgulho-da-batata doce (Cylas formicarius Fabricius) e grilos
(Scapteriscus spp.), respectivamente. Trabalhos conduzidos a campo por Del
Valle et al. (2008 a,b) demonstraram a elevada capacidade migratéria de Jls
emergidos de cadaveres infectados com H. baujardi LPP7 Phan, Subbotin,
Nguyen e Moens, assim como a sua patogenicidade frente a larvas de quarto
instar do gorgulho-da-goiaba (Conotrachelus psidii). Estudos realizados com Jls
emergidos de insetos-cadaveres mostram que estes nematbides apresentam
maior capacidade migratéria, infectividade e persisténcia no solo em relagao a Jls
aplicados em suspensao aquosa (Shapiro e Glazer, 1996; Shapiro e Lewis, 1999).

Cadaveres de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) infectados por
NEPs séo utilizados para introduzir JIs diretamente no solo. Insetos-cadéaveres
podem ser formulados com coberturas protetoras visando aumentar a facilidade
de manuseio e aplicacdo, evitando os danos fisicos provocados pela friccao e
ruptura dos cadaveres (Shapiro et al, 2001). Adicionalmente, as coberturas
podem atuar amenizando o estresse gerado por condicées adversas do ambiente
(Hussaini et al., 2004). Coberturas com calcario podem alterar o ambiente ao
redor dos cadaveres, evitando a proliferacdo de microrganismos que compdéem a
biota do solo e pelo efeito osmoético gerado (Andrén e Lagerlof, 1983). Talcos

comerciais contém enxofre em sua composicdo quimica, de acado fungicida



50

(Williams e Cooper, 2004). As capsulas de gelatina podem gerar um isolamento
maior entre o cadaver e as particulas do solo.

Insetos-cadaveres no solo estdo expostos a acao de artrépodes e
microrganismos (Kaya, 2002). Algumas espécies de formigas diminuem a eficacia
da aplicacdo dos cadaveres por se alimentarem destes ou os removerem dos
locais de aplicacao quando colocados préximos a seus ninhos (Kaya, 2002). Baur
et al. (1998) constatou que formigas ndo possuem preferéncia para consumir
cadaveres infectados com heterorhabditideos, mas os pequenos orificios
produzidos na cuticula do cadaver como consequéncia da acao delas pode
desencadear a dessecacao dos cadaveres, com a subseqliente morte dos JIs em
desenvolvimento e das bactérias associadas.

Formigas do género Ectatomma (Hymenoptera: Formicidae: Ponerinae)
apresentam uma ampla distribuicdo no Brasil. Esse género € composto por 12
espécies que sao representadas por formigas moderadamente grandes
(aproximadamente entre 8 a 11 mm de comprimento), sendo endémicas em
regides neotropicais e de ocorréncia em habitats naturais e alterados pelo homem
(Brown, 1958; Kugler e Brown, 1982; Levings e Franks, 1982). Essas formigas
ocorrem nos extratos hipdégeo e epigeo, tanto para nidificagcdo como para
forrageamento (Fernandez, 1991). Possuem ninhos simples, pouco polimérfico
entre a casta das operarias € a rainha, e a sua comunicagao quimica é incipiente
(Wilson, 1971). Consideradas polifagas, essas formigas sdo predadoras
generalistas de uma variedade de pequenos artrépodes e anelideos,
eventualmente coletando néctar extrafloral e exudados de homépteros
(Fernandez, 1991; Del-Claro e Oliveira, 1999; Oliveira e Pie, 1998; Pie, 2004;
Schmidt e Morais, 2007). Duas espécies deste género foram observadas no
campo removendo insetos-cadaveres localizados 5 cm abaixo da superficie do
solo.

O objetivo no presente trabalho foi testar diferentes coberturas protetoras de
cadaveres de G. mellonella infectados por H. baujardi LPP7, avaliando a
viabilidade e infectividade dos Jls emergidos, observando a reacao de duas
espécies de formigas do género Ectatomma a insetos-cadaveres colocados

préximos a abertura de seus ninhos.
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MATERIAL E METODOS

Nematoides entomopatogénicos e insetos-cadaveres

Juvenis infectantes dos NEPs H. baujardi LPP7, originalmente isolados da
Floresta Amazénica em Rondénia, Brasil, foram utilizados para infectar larvas no
sétimo instar de G. mellonella. As larvas apresentaram em média 300 mg de
massa e foram infectadas, em grupos de cinco, através da adicao de 1000 JIs/mL
em placas de Petri (90 mm de didmetro), com papel de filtro (Whatman N°1) na
base e incubadas em camara de germinacao a 25 °C e 80 % de umidade. Apds
quatro dias, os cadaveres foram colocados em armadilhas de White modificadas
(White, 1927). Os JIs foram coletados das armadilhas por 6 dias consecutivos e
armazenados em agua destilada por no maximo uma semana a 16 °C antes da
utilizacao.

Os insetos-cadaveres foram obtidos pela exposicdo de larvas do sétimo
instar de G. mellonella da mesma forma descrita acima.

Coberturas de cadaveres

Para as coberturas foram utilizados calcario calcitico comercial (carbonato de
céalcio — PRNT 80%) da empresa Heringer nas formulagcdes pé e solucdo aquosa
(10 %), talco (Granado®) na formulacao pé e solucédo aquosa (10 %) e capsulas
de gelatina. A composi¢cdo quimica do talco era tipo veneza (42,341 @), acido
ortoxibenzéico (0,352 g), enxofre (17,602 g), acido ortobdrico (3 g), 6xido de zinco
(11,735 g), amido (23,470 g) e aromatizante (1,5 g). As cépsulas de gelatina
(100% gelatina, peso médio de 118 mg, tamanho: 000) foram adquiridas do
Laboratérios Pfizer Ltda.. Para formular os cadaveres nos poés, esses foram
suavemente passados em 10 g do produto até que uma fina camada os cobrisse
totalmente. As formulagdes aquosas foram obtidas mediante a imersdo dos
insetos-cadaveres por 10 segundos em Beckers de 50 mL contendo o produto
diluido a 10% em agua estéril. As capsulas de gelatina foram preparadas
colocando os cadaveres individualmente no seu interior e em seguida fechadas.

Nos tratamentos controle, os insetos-cadaveres nao receberam cobertura.
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Emergéncia e infectividade dos juvenis infectantes

Copos plasticos (200 mL de capacidade) foram preenchidos com 120 g de
solo procedente de uma lavoura comercial de goiaba (58% de areia, 23% de
argila e 19% de silte; pH 4,6; 2,43% de matéria organica). Insetos-cadaveres com
as diferentes coberturas foram colocados individualmente a 2 cm da superficie do
solo. Os insetos-cadaveres foram formulados como descrito anteriormente aos 4
e 8 dias de infeccdo. Os copos foram umedecidos a cada 2 dias, visando manter
o conteudo hidrico proximo a capacidade de campo ao longo do experimento.
Vinte dias apds a montagem do experimento foi feita a extracao de JIs seguindo o
procedimento de Jenkins modificado (Jenkins, 1964). Juvenis infectantes vivos
foram diferenciados de outras espécies de nematdides pela sua locomocéo
caracteristica, tamanho e morfologia bucal, e contados em microscépio
estereoscédpico com o auxilio da lamina de Peters.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado e repetido quatro vezes
no tempo, com 25 repeticoes por tratamento. Foi feita a analise de variancia
(ANOVA) dos dados e as diferencas entre tratamentos foram determinadas
utilizando o teste Tukey a 5% de significancia (Sistema de Andlises Estatistica e
Genéticas, 1990).

Adicionalmente foi avaliada a infectividade dos JIs emergidos dos insetos-
cadaveres formulados. Para isso, copos plasticos de 200 mL de capacidade foram
preenchidos com 120 g de solo (acima descrito) e um cadaver de cada tratamento
formulado aos oito dias, preparados como explicado anteriormente. Ap6s 12 dias,
a infectividade dos JIs dos cadaveres foi testada. Cada 120 g de solo foi colocado
em potes plasticos de 1,5 L, acrescidos de 1,5 kg de solo testado negativamente
para NEPs e com cinco larvas no sétimo instar de G. mellonella. Os potes foram
invertidos e mantidos a temperatura ambiente (25 = 3 °C). O numero de larvas
mortas de G. mellonella com sintomas e presenca de nematéides no interior foi
registrado apdés dez dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 repeticdes
para cada tratamento. O teste de infectividade foi repetido 3 vezes. Os resultados
foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos
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tratamentos comparadas utilizando o teste Tukey a 5 % de significancia (Sistema
de Andlises Estatistica e Genéticas, 1990).

Observacao de Ectatomma spp. na presenca de insetos-cadaveres

A observacao de duas espécies de Ectatomma sp. foi feita no pomar de
goiaba pertencente ao campo experimental da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, em Campos dos Goytacazes-RJ. No local, foram
escolhidos aleatoriamente trés formigueiros de cada espécie. Insetos-cadaveres
com oito dias de infeccdo foram formulados com os diferentes tratamentos
anteriormente descritos. Um inseto-cadaver de cada tratamento foi colocado
aleatoriamente sobre a superficie do solo a um raio de 5 cm da entrada dos
formigueiros. Os insetos-cadaveres foram considerados “removidos” quando as
formigas carregavam os cadaveres para pelo menos 20 cm de distancia da
abertura dos formigueiros. As observacdes foram realizadas a partir das 17:00
horas de cada um dos cinco dias de avaliagdo. Foi também registrado o tempo
em que as formigas demoravam em remover os insetos-cadaveres ao longo de 90
minutos.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial, com
3 repeticdes por tratamento. O experimento foi repetido 4 vezes no tempo. Foi
feita a andlise da variancia dos dados (ANOVA) e as médias dos tratamentos
comparadas utilizando o teste Tukey a 5 % de significancia (Sistema de Analises
Estatistica e Genéticas, 1990).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes formulagdes testadas n&o apresentaram diferencas
significativas quanto ao numero de JIs emergidos quando formulados aos quatro
dias ap6s a infeccédo das larvas de G. mellonella (F = 0,68; g/ = 144; P = 0,6414).
Houve diferencas estatisticas entre os tratamentos quando as coberturas foram
aplicadas oito dias ap6s a infeccdo (Tabela 1). O efeito das coberturas nos
insetos-cadaveres é mais evidente a medida que se aumenta o periodo de pos-
infeccdo, pois os cadaveres comecam a perder a firmeza e a turgidez devido ao
processo de degradacdo que esta ocorrendo no cadaver. Insetos-cadaveres
formulados oito dias ap6s a infeccdo das larvas de G. mellonella apresentaram
diferencas estatisticas no numero de Jls emergidos entre as coberturas testadas
(F = 2,68; gl = 144; P = 0,0239). A emergéncia de Jls observada nos insetos-
cadaveres formulados com talco em p6 (9.721,6 + 1.382,3) indica que essa
cobertura nao interfere na emergéncia dos JIs no solo e ainda poderia favorecé-
la, pois mantém o cadaver integro.

Estes resultados diferem de Shapiro-llan et al. (2001), os quais testaram
coberturas de argila, glaten, lignina e amido em larvas de G. mellonella infectadas
com H. bacteriophora isolado Hb, encontrando maior tolerancia a dessecagéo e
sobrevivéncia de Jls quando foram formulados aos quatro dias em relagdo aos
formulados aos oito dias. Essa diferenca pode ser causada pela diferenca no
inicio da emergéncia dos JIs em insetos-cadaveres infectados com ambas as
espécies de NEPs. Cadaveres infectados com H. bacteriophora com nove dias de
infeccdo sofrem niveis superiores a 80% de ruptura fisica (Shapiro-llan et al.,
2001). No oitavo dia, insetos-cadaveres infectados com H. baujardi LPP7 ainda
possuem consisténcia firme, permitindo a formulacdo com coberturas, ja que os
JIs s6 comegam a emergir com 12 dias de infecgédo (Dolinski et al., 2007).

O calcario pode ter influenciado negativamente a sobrevivéncia de Jls devido
aos efeitos prejudiciais do potencial osmaético por ele criado (Andrén e Lagerléf,
1983). As formulacbes com calcario aplicadas aos oito dias apds a infeccéao
afetaram mais os Jls, talvez em conseqiiéncia do menor periodo entre formulacao
e o inicio da emergéncia de JIs. A menor concentracdo de calcario em torno dos

cadaveres formulados na forma aquosa resultou no incremento de Jls emergidos.
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Aparentemente, o potencial osmaético é amenizado através do tempo e quando
diluido. Portanto, em aplicagdes a campo, deve-se observar as caracteristicas
fisico-quimicas dos solos, pois as coberturas utilizadas nos cadaveres poderao
ser influenciadas por elas (Barbercheck, 1992).

As capsulas de gelatina protegeram os cadaveres e a emergéncia nao foi
afetada. Contudo, néo foi significativamente diferente da testemunha.

Tabela 1: Numero médio de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7
emergidos de insetos-cadaveres formulados com diferentes coberturas aos 4 € 8
dias apds infeccdo (média + erro padrao). Médias seguidas de letras diferentes na

mesma coluna sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tratamento de cobertura 4 dias 8 dias

Calcario em po 6.956,0 + 1.029,2 a 4.153,6 +942,3 a
Talco aquoso a 10% 7.100,0 £931,7 a 6.038,4 + 986,4 ab
Calcario aquoso a 10% 5.359,2+9234 a 6.071,2+1.189,5 ab
Testemunha 6.396,8 +963,9 a 6.346,4 + 1.310,7 ab
Cépsulas de gelatina 7.8152+1.189,6 a 7.892,0 +1.072,4 ab
Talco em po 6.755,2+906,1 a 9.721,6 £1.382,3 b

Uma elevada infectividade as larvas de G. mellonella foi observada nos Jls
emergidos das diferentes coberturas analisadas. N&o foram observadas
diferencas significativas nas porcentagens de infeccbes provocadas pelas
coberturas testadas (F = 1,38; g/ = 18; P = 0,2768) (Figura 1). Estes dados
sugerem que os tratamentos de cobertura podem afetar o nimero de Jls que
emergem, mas nao ha efeito sobre a patogenicidade dos mesmos.
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Figura 1: Porcentagem de mortalidade de larvas no sétimo instar de Galleria
mellonella utilizadas como insetos-armadilhas em solo no qual previamente
haviam sido adicionados insetos-cadaveres infectados com Heterorhabditis
baujardi LPP7 e formulados com diferentes coberturas aos oito dias apés infeccao
(n=30).

No experimento em que se observou o comportamento de Ectatomma spp.
em relacdo aos insetos-cadaveres com diferentes coberturas testadas, foram
observados elevados indices de remocao (Figura 2). Contudo, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos, com excecdo das capsulas de
gelatina, neste caso Ectatomma spp. nao respondeu a sua presenca € nhao
efetuou nenhuma remocédo (F = 5,50; gl = 54; P = 0,0004). Em geral, as
porcentagens de remocdo foram elevadas em todos os tratamentos. As
porcentagens de cadaveres removidos por Ectatomma sp. 1 variaram entre 73 e
80%, enquanto que para Ectatomma sp. 2 oscilaram entre 40 e 67% (Figura 2).
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Figura 2: Porcentagens de insetos-cadaveres formulados com diferentes

coberturas e removidos por Ectatomma spp. da proximidade de seus ninhos.
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Figura 3: Tempo utilizado por Ectatomma spp. para a remogado de insetos-
cadaveres formulados.

Esses resultados indicam que ambas as espécies sao atraidas pelos insetos-
cadaveres, removendo estes a uma distancia superior a 20 cm de raio em relagéao

a abertura dos ninhos. Ectatomma sp.1 apresentou um comportamento mais
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agressivo na presenca de insetos-cadaveres, pois 0s retirou em maior quantidade
e com maior rapidez. Hospedeiros infectados com NEPs produzem compostos
volateis e secrecdes que sao liberados no ambiente (Grewal et al., 1997; Glazer,
1997), que podem interferir no comportamento das formigas desse género.

Embora no presente trabalho tenham sido considerados como removidos os
insetos-cadaveres transportados a uma distancia de pelo menos 20 cm, a maior
parte dos cadaveres foram transportados pelas formigas a uma distancia superior
a 1 metro de distancia do ninho, chegando até 4 metros. Alguns insetos-
cadaveres da testemunha foram transportados para o interior dos ninhos,
principalmente pelas formigas da espécie Ectatomma sp.1. Este comportamento
pode ser conseqiiéncia do habito polifago dessa espécie (Schmidt e Morais,
2007). Experimentos a campo desenvolvidos por Baur et al. (1998) demonstraram
que a formiga Linepithema humile (Mayr) se alimenta de cadaveres infectados por
steinernamatideos, mas raramente de cadaveres infectados por
heterorhabditideos. Estes resultados coincidem com os obtidos no nosso trabalho,
confirmando que cadaveres infectados por Heterorhabditis nao sao atraentes para
a alimentacao de formigas. Supde-se que as bactérias do género Photorhabdus,
existentes em grande quantidade no cadaver, estejam causando esse
comportamento de repeléncia (Akhurst e Boemare, 1990).

Em relacao ao tempo de remocgao dos cadaveres, observou-se a atracao que
geraram os insetos cadaveres pertencentes ao tratamento testemunha (sem
coberturas) em comparagdo aos insetos-cadaveres dos diferentes tratamentos,
pois Ectatomma spp. primeiramente removeram as testemunhas (Figura 3). Isso
indica que as diferentes coberturas testadas podem diminuir a atratividade dos
cadaveres, exercendo uma protecao contra as formigas desse género.

A facilidade de manipulacdo, aplicagdo, a diminuicdo dos danos fisicos
sofridos, somado a aceitavel emergéncia de JIs e alta infectividade dos Jls
emergidos dos insetos-cadaveres formulados em capsulas de gelatina justificam a
sua utilizacao no controle biolégico de pragas agricolas com estagios de vida no
solo. O comportamento das formigas do género Ectatomma spp. prejudica a
utilizacdo de cadaveres infectados, principalmente Ectatomma sp.1. Por isso,
sugere-se evitar a aplicacao de insetos-cadaveres em areas com alta densidade
populacional destas formigas ou fazé-lo formulando os cadaveres em capsulas de
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gelatina. Contudo, a tecnologia para facilitar essa formulagcao ainda precisa ser
desenvolvida.
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INFLUENCIA DO PERIODO DE TEMPO ENTRE INFECCAO E APLICACAO
DOS INSETOS-CADAVERES DE Galleria mellonella (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) INFECTADOS POR Heterorhabditis baujardi LPP7
(RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE) NA EMERGENCIA DE JUVENIS
INFECTANTES*

RESUMO

A aplicacao de nematéides entomopatogénicos (NEPs) formulados como insetos-
cadaveres sdo uma alternativa para o controle biolégico de pragas agricolas com
estagios de desenvolvimento no solo. Objetivou-se neste trabalho determinar a
influéncia de diferentes periodos de tempo entre infeccéo e aplicacdo no solo de
cadaveres de Galleria mellonella infectados com Heterorhabditis baujardi LPP7
sobre a emergéncia de juvenis infectantes. Cadaveres de larvas de G. mellonella
infectados com H. baujardi LPP7 foram colocados individualmente a 1 cm de
profundidade em relacéo a superficie do solo contido nos copos plasticos (200 mL
de capacidade) com 120 g de solo aos 6, 8, 10 e 12 dias apés infeccdo. Vinte dias
apds a infeccdo das larvas de G. mellonella, realizou-se a extragdo de Jls

seguindo o procedimento de Jenkins modificado. Juvenis infectantes recuperados

* Preparado de acordo com as normas do periédico “Nematologia Brasileira”.
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foram contados em microscopio estereoscopico com o auxilio de laminas de
Peters. Insetos-cadaveres aplicados no solo seis dias apo6s infeccao
apresentaram emergéncia significativamente maior do que os demais periodos
avaliados (4.816,7 + 427,8). A menor emergéncia foi registrada quando os
cadaveres foram aplicados aos 12 dias apds infecgdo (1.951,7 £ 538,2). O
periodo de tempo de seis dias entre infeccdo e aplicagdo apresentou-se como

adequado para aplicagao dos insetos-cadaveres com esta espécie.

ABSTRACT

Entomopathgenic nematodes (EPNs) applied as insect cadavers are an alternative
for biological control of agricultural pests with any soil stage. The objective of this
study was to determinate the influence of different time periods between infection
and soil Galleria mellonella cadaver infected with Heterorhabditis baujardi LPP7
on the IJs emergency. Galleria mellonella cadavers infected with H. baujardi LPP7
were placed individually 1 cm below surface on plastic cups (200 mL capacity)
with 120 g soil at 6, 8, 10 and 12 days post-infection. Twenty days after G.
mellonella larvae infection, IJs were recovered following a modified Jenkins
procedure. Infective juveniles recovered were counted in stereoscopic microscope
with Peters slide. Soil applied insect cadavers with six days post-infection
presented higher emergency than remaining periods (4,816.7 + 427.8). The
smallest emergency was when the cadavers were applied at 12 days post-
infection (1,951.7 + 538.2). Six days between infection and application seems to
be appropriate for applying insect-cadavers with this species.
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CONTEUDO

Nematdides entomopatogénicos (NEPs) pertencentes aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema sao parasitas obrigatérios de insetos. Estes
nematdides possuem uma associacado simbionte com bactérias patogénicas dos
géneros Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp., associadas aos géneros
Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente (Poinar, 1990). Os juvenis
infectantes (JIs), considerados como o unico estadio de vida-livre dos NEPs,
penetram no inseto-hospedeiro através de suas aberturas naturais (cavidade oral,
anus e espiraculos) ou, em alguns casos, perfurando a cuticula com um “dente”
localizado em sua extremidade anterior. Apdés a entrada na hemocele do
hospedeiro, Jls liberam as bactérias simbiontes que vao causar a morte do
hospedeiro, servir de base para nutricdo dos nematéides e para defesa contra
invasores secundarios (Poinar, 1990). Esses nematbides completam seu
desenvolvimento e permanecem 2 ou 3 geragdes dentro do hospedeiro. Quando o
alimento se exaure, os JIs saem do hospedeiro-cadaver a procura de novos
hospedeiros (Grewal e Georgis, 1998).

Nos dUltimos anos, a aplicacdo de NEPs formulados como insetos-
cadaveres tornaram-se uma alternativa aos produtos quimicos para o controle de
pragas agricolas com estagios no solo, principalmente para pequenos e médios
produtores. O custo de producdo dos mesmos € baixo, porque evita-se 0s custos
relacionados a concentracao, formulagdo e armazenamento dos Jls, necessario
nas suspensdes aquosas. Juvenis infectantes emergidos deste tipo de formulacao
dispdem de maiores proporcdo de reservas energéticas, aumentando sua
capacidade de procura de hospedeiros, sobrevivéncia e tolerancia a estresses
ambientais. Adicionalmente, Jls emergidos de cadaveres infectados mostraram
maior infectividade e sobrevivéncia quando comparados a aplicacdo em
suspensao aquosa (Shapiro-llan et al., 2003). Outro beneficio da aplicacdo de
insetos-cadaveres € que os JIs emergem diretamente no solo, facilitando o
contato nematéide-hospedeiro (Shapiro e Lewis, 1999; Shapiro-llan et al., 2003).
No Brasil, pesquisas avaliando este tipo de formulagdo vém sendo desenvolvidas
nos ultimos anos. A campo, Del Valle et al. (2008a) comprovaram que Jls de H.

baujardi LPP7 emergidos de cadaveres possuem capacidade migratéria superior
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a 120 cm em relacdo ao ponto de aplicacédo, destacando-se que o incremento no
namero de insetos-cadaveres aplicados atinge maior uniformidade de JIs nas
areas de aplicacdo. Aplicacdes a campo de cadaveres infectados com H. baujardi
LPP7 demonstraram ser eficazes no controle de larvas de quarto instar do
gorgulho-da-goiaba, Conotrachelus psidii (Marshall) (Del Valle et al., 2008b). Esse
trabalho enfatizou a persisténcia e infectividade dos Jls originados de insetos-
cadaveres apoés trés meses da aplicacao dos mesmos. Entretanto, aplicagdes a
campo de cadaveres infectados com Heterorhabditis sp. CCA e JPM3, visando
controlar a cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro, Dysmicoccus texensis (Tinsley), nao
apresentaram niveis satisfatorios de controle (Alves, 2006).

Varios aspectos relacionados a biologia e fisiologia dos NEPs em
aplicagdes de insetos-cadaveres sao desconhecidos até o momento. Entre esses,
o conhecimento do efeito do periodo de tempo entre a infecgdo e a aplicagdo no
solo na emergéncia de Jls é crucial para estabelecer o momento de aplicagdo em
programas de controle de pragas com NEPs.

Neste trabalho objetivou-se determinar a influéncia de diferentes periodos
de tempo transcurrido entre infeccdo e aplicacdo de cadaveres de Galleria
mellonella infectados com Heterorhabditis baujardi LPP7 sobre a emergéncia dos
juvenis infectantes.

Insetos-cadaveres foram obtidos pela exposicao de larvas do sétimo instar
de G. mellonella, em grupos de cinco, a 1000 Jls/mL de H. baujardi LPP7 em
placas de Petri (90 mm de didametro) com papel filtro (Whatman N°1) na base e
estas depois foram incubadas em camara de germinagao aproximadamente a 25
°C e a 80 % de umidade. Apds 6, 8, 10 ou 12 dias, os cadaveres foram retirados
para os experimentos.

Copos plasticos de 200 mL de capacidade foram preenchidos com 120 g de
solo procedente de uma lavoura comercial de goiaba (58% de areia, 23% de
argila e 19% de silte; pH 4,6; 2,43% de matéria organica). Cadaveres de larvas de
G. mellonella infectados com H. baujardi LPP7 foram colocados individualmente a
1 cm de profundidade em relacdo a superficie superior do solo. Os copos foram
umedecidos a cada dois dias, visando manter o conteudo hidrico préximo a
capacidade de campo ao longo do experimento, e foram mantidos em camara de
germinagao aproximadamente a 25 °C e 80 % de umidade relativa. A umidade do

solo manteve-se em valores proximos ao 10% em peso. Vinte dias apds a
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infeccdo das larvas de G. mellonella, foi feita a extracdo de Jls seguindo o
procedimento de Jenkins modificado (Jenkins, 1964). Juvenis infectantes vivos
foram diferenciados de outras espécies de nematdides pela sua locomocéao
caracteristica, tamanho e morfologia bucal e contados em microscépio
estereoscdpico com o auxilio de laminas de Peters.

O desenho experimental foi inteiramente casualizado, com 20 repetigées por
tratamento. Os resultados foram analisados por analise da variancia e as médias
entre tratamentos foram separadas utilizando o teste Tukey a 5% de significancia.

O tempo entre a infeccao das larvas de G. mellonella por H. baujardi LPP7 e
a aplicagdo dos insetos-cadaveres influenciou significativamente a emergéncia
dos Jls no solo (F = 4,36; gl = 76; P = 0,0069) (Figura 1). Em insetos-cadaveres
aplicados no solo seis dias pés-infeccao a emergéncia foi significativamente maior
gue nos restantes dos periodos avaliados (4.816,7 + 427,8).
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Figura 1: Nomero de juvenis infectantes recuperados no solo apds aplicagao de
cadaveres de Galleria mellonella infectados por Heterorhabditis baujardi LPP7

com 6, 8, 10 e 12 dias apos a infecgao.

Aplicagdes com periodos de incubacdo superiores a dez dias podem ter
diminuido a emergéncia de JIs devido aos efeitos negativos da dessecacédo. O
cadaver do hospedeiro atua como protecdo dos JIs contra estresses
(Koppenhofer et al.,, 1995). Quando o tempo entre infecgdo e aplicagédo €

aumentado, os efeitos da dessecacdo dos cadaveres sdo mais evidentes. A
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cuticula do cadaver se retrai e endurece, incrementando a dificuldade de saida
dos Jls do interior dos cadaveres, e em consequéncia, menor numero de Jls
emergem. Também, com o aumento dos dias apds infeccdo, os cadaveres vao
perdendo turgescéncia devido ao processo digestivo de nematbides e bactérias
simbiontes, facilitando a ruptura fisica das cuticulas dos cadaveres (Kaya e
Gaugler, 1993). Danos fisicos podem permitir a saida de Jls do interior do
cadaver, deter ou impedir o normal desenvolvimentos dos Jls devido a
contaminacdes (Stuart et al., 2006). Isto poderia ser a causa da baixa emergéncia
de JIs aos 12 dias pds-infeccao (1.951,7 + 538,2).

O periodo de tempo de seis e dez dias entre infeccdo e aplicacdo de
cadaveres de Galleria mellonella infectados com H. baujardi LPP7 permite as
maiores emergéncias de Jls no solo, sendo recomendado esse periodo apdés
infeccao para aplicagdes a campo desta espécie.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

- Juvenis infectantes emergidos de cadaveres de Galleria mellonella infectados
com Heterorhabditis baujardi LPP7 apresenta persisténcia e distribuicado temporal

espacial satisfatéria para sua utilizacao no controle de pragas de solo.
- A aplicagdo de 2, 4 ou 6 insetos-cadaveres em superficies de 0.25 m?
apresentou-se eficaz no controle de larvas de quarto instar do gorgulho-da-

goiaba.

- A persisténcia no solo dos Jls emergidos dos cadaveres é superior a trés

meses.

- As coberturas de insetos-cadaveres com talco em p6 e em cépsulas de gelatina
nao prejudicam a emergéncia de Jls e facilitam a manipulagéao destes.

- Formigas do género Ectatomma removem insetos-cadaveres aplicados no solo.

- O periodo de tempo de seis dias entre infeccdo e aplicacdo no solo de

cadaveres gera a maior emergéncia de Jls.

- E viavel a utilizagdo de cadaveres de G. mellonella infectados por H. baujardi

LPP7 para o controle de larvas de quarto instar do gorgulho-da-goiaba.



70

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alves, V. S. (2006) Biologia e controle da cochonilha-da-raiz-docafeeiro
Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae) com
nematdides  entomopatogénicos  (Rhabditida:  Heterorhabditidae e
Steinernematidae). Tese de Doutorado, Universidade Federal de Lavras,
118p.

Adams, B. J., Fodor, A., Koppenhdfer, H. S., Stackebrandt, E., Stock, S. P., Klein,
M.G. (2006) Biodiversity and systematics of nematode-bacterium
entomopathogens. Biological Control 37:32-49.

Adams, B. J., Nguyen, K.B. (2002) Taxonomy and systematics. /In: Gaugler, R.
(Ed.) Entomopathogenic Nematology. CABI Publishing, Oxon, UK, pp. 1-33.

Akhurst, R. J. (1986) Controlling insects in soil with entomopathogenic nematodes.
In: Samson R. A., Vlak, J. M., Peters, D. (eds.) Fundamental applied aspects
of invertebrate pathology. Foundation of the Fourth International Colloquium
of Invertebrate Pathology, Wageningen, The Netherlands, p. 265-267.

Akhurst, R. J. (1990) Safety to nontarget invertebrates of nematodes of
economically important pests. In: Laird M., Lacey L.A., Davidson E.W. (eds.)
Safety of Microbial Insecticides. p. 234-38.

Bailez, O. E., Viana-Bailez, A. M., Lima, J. O. G., Moreira, D. D. O. (2003) Life-
history of the guava weevil, Conotrachelus psidii  Marshall
(Coleoptera:Curculionidae), under laboratory conditions. Neotropical
Entomology 32(2): 203-207.

Barelli, N. L., Galli, J. C. (1998) Avaliacdo de danos causados por Anastrepha
spp. (Dip. Tephritidae) e por Conothrachelus psidii (Marshall, 1922) (Col.,



71

Curculionidae) em frutas de goiaba da cultivar ‘paluma’. XVII Congresso
Brasileiro de Entomologia. Rio de Janeiro, p. 12.

Bathon, H. (1996) Impact of entomopathogenic nematodes on nontarget hosts.
Biocontrol Sci. Technol. 6: 421-434.

Bedding, R. A., Molyneux, A.S. (1982) Penetration of insect cuticle by infective
juveniles of  Heterorhabditis spp. (Heterorhabditidae: Nematoda).
Nematologica 28: 354-359.

Boemare, N. (2002) Biology, Taxonomy and Systematic of Phothorhabdus and
Xenorhabdus. In: Gaugler, R. (ed.) Enfomopathogenic Nematology, p. 35-55.

Campbell, J. F., Gaugler, R. (1993) Nictation behaviour and its ecological
implications in the host search strategies of entomopathogenic nematodes
(Heterorhabditidae and Steinernematidae). Behaviour 126: 155-169.

Campbell, J. F., Gaugler, R. (1997) Inter-specific variation in entomopathogenic
nematode foraging strategy: dichotomy or variation along a continuum?
Fundamental and Applied Nematology 20: 393-398.

Campbell, L. R., Gaugler, R. (1991a) Mechanisms for exsheatment of
entomopathogenic nematodes. Int. J. Parasitol. 21: 219-224.

Campbell, L. R., Gaugler, R. (1991b) Role of the sheath in desiccation tolerance of
two entomopathogenic nematodes. Nematologica 37: 324-332.

Choudhury, M., Costa, T. S., Aradjo, J. L. P. (2001) Goiaba Pés-colheita. Embrapa
Informacéao Tecnologica Série Frutas do Brasil 19, Brasilia, p. 9.

Cui, L., Gaugler, R., Wang, Y. (1993) Penetration of Steinernematid nematodes
(Nematoda: Steinernematidae) into Japanese beetle larvae, Popillia japonica
(Coleoptera: Scarabaeidae). Journal of Invertebrate Pathology 62: 73-78.

Del Valle, E. E., Dolinski, C., Souza, R. M., Samuels, R.l. (2005a) Avaliagdo de
Metodologias de Selecdo para Tolerdncia a Elevadas Temperaturas em
Heterorhabditis baujardi (Nematoda: Rhabditida). Nematol. Bras. 29: 207-
214,

Del Valle E. E., Dolinski, C., Souza, R.M., Samuels, R.l. (2005b) Performance de
Heterorhabditis baujardi LPP7(28) (Nematoda: Rhabditida), Selecionada para
Toleréncia a Elevadas Temperaturas, no Controle de Conotrachelus psidii
(Coleoptera: Curculionidae). Nematol. Bras. 29: 199-205.

Dolinski C., Del Valle E. E., Stuart R. J. (2006) Virulence of entomopathogenic
nematodes to larvae of guava weevil, Conotrachelus psidii



72

(Coleoptera:Curculionidae), in laboratory and greenhouse experiments.
Biological Control 38: 422—427.

Dolinski, C. M., Samuels, R. I. (2002) Comparative efficience of different species
of entomopathogenic nematodes for the control of guava weevil
Conotrachelus psidii (Coleoptera: Curculionidae). Proceedings of the XXXV
Annual Meeting of the Society of Invertebrate Pathology e VIl International
Colloquium on Invertebrate Pathology and Microbial Control, Foz do lguazu,
p. 54-55.

Dunphy, G. B., Webster, J. M. (1986) Temperature effects on the growth and
virulence of Steinernema feltiae strains and Heterorhabditis heliothidis. J.
Nematology 18: 270-272.

Dutky, S. R. (1974) Nematode parasites. In: Maxwell, F. G., Harris, F. A. (eds.)
Proceeding of the summer institute on biological control of plant insects and
diseases. Jackson, University Press of Mississippi, p. 576-590.

Eidt, D. C., Thurston, G. S. (1995) Physical deterrents to infection by
entomopathogenic nematodes in wireworm (Coleoptera: Elateridae) and
other soil pests. Canadian Entomologist 127: 423-429.

FNP Consultoria & Comercio (2004) Anuario da agricultura brasileira. Sdo Paulo,
545p.

Forst S., Clarke, D. (2002) Bacteria-Nematode Symbiosis In: Gaugler, R. (ed.)
Entomopathogenic Nematology. p. 57-77.

Gaugler, R. (1981) Biological control potential of neoaplectanid nematodes. J.
Nematol. 13(3): 241-249.

Gaugler, R. (1988) Ecological considerations in the biological control of soil-
inhabiting insects pests with entomopathogenic nematodes. Agr. Ecosyst.
Environ. 24(1-3): 351-360.

Gaugler, R., Molloy, D. (1981) Instar susceptibility of Simulium vittatum (Diptera:
Simuliidae) to the entomopathogenic nematode Neoaplectana carpocapsae.
Journal of Nematology 13: 1-5.

Georgis, R. (1990a) Formulation and application technology. In: Gaugler, R., Kaya
H. K. (eds) Entomopathogenic nematodes in biological control. p. 173-194.

Georgis, R. (1990b) Commercialization of Steinernematid and Heterorhabditid
entomopathogenic nematodes. Brighton Crop Prot. Conf. Insectic. Fungic. 1:
275-80.



73

Georgis, R. (1992) Present and future prospects for entomopathogenic nematodes
products. Biocontrol Sci. Technol. 2: 83-99.

Georgis, R., Hague, N. G. M. (1981) A neoaplectanid nematode in the larch sawfly
Cephalicia lariciphila (Hymenoptera: Pamphillidae). Ann. appl. Biol. 99: 171-
177.

Georgis, R., Hague, N. G. M. (1991) Nematodes as biological insecticides.
Pesticide Outlook 2: 29-32.

Georgis, R., Poinar, G. O. Jr. (1994) Nematodes as bioinsecticides in turf and
ornamentals. In: Leslie, A.R., EPA U.S., (eds.) Handbook of integrated pest
management for turf and ornamentals. p. 477-489.

Glazer, |. (2002) Survival Biology. In: Gaugler, R. (ed.) Entomopathogenic
Nematology, p. 169-187.

Glazer, I., Gaugler, R., Segal, D. (1991) Genetics of the nematode Heterorhabditis
bacteriophora strain HP88: The diversity of beneficial traits. J. Nematol. 23:
324-333.

Grewal, P. S., Lewis, E. E., Gaugler, R., Campbell, J. F. (1994a) Host finding
behaviour as a predictor of foraging strategy in entomopathogenic
nematodes. Parasitol. 108: 207-215.

Grewal, P. S., Selvan, S., Gaugler, R. (1994b) Thermal adaptation of
entomopathogenic nematodes: niche breadth for infection, establishment and
reproduction. J. Therm. Biol. 19: 245-253.

Grewal, P. S., Georgis, R. (1999) Entomopathogenic nematodes. /n: Hall, F.R.,
Menn, J.J. (eds.) Bipesticides: Uses and Delivery. Methods Biotechnol.
Totowa, Humana Press Inc. 5: 15- 271.

Hominick, W. M., Reid, A. P., Bohan, D. A., Briscoe, B. R. (1996)
Entomopathogenic nematodes: biodiversity, geographical distribution and the
convention on biological diversity. Biocontrol Science and Technology 6: 317-
331.

Hussaini, S. S., Nagesh, M., Rajeshwari, R., Dar, M. H. (2004) Formulation of host
cadavers infected with indigenous Heterorhabditis spp. (Nematoda:
Heterorhabditidae: Rhabditida) isolates. Entomon. 29(4):339-344.

Kaya, H. K. (1990) Soil ecology. In: Gaugler, R., Kaya H. K. (eds.)
Entomopathogenic Nematodes in Biological Control. p. 93-115.



74

Kaya, H. K., Gaugler, R. (1993) Entomopathogenic nematodes. Annual Rev.
Entomol. 38: 181-206.

Lacey, L. A., Goettel, M. S. (1995) Current development in microbial control of
insect pest and prospects for the early 21st century, Review. Entomophaga
40(1): 3-27.

Lewis, E. E., Gaugler, R., Harrison, R. (1993) Response of cruiser and ambusher
entomopathogenic nematodes (Steinernematidae) to host volatile cues.
Canadian Journal of Zoology 71: 765-769.

Lewis, E. E., Gaugler, R., Harrison, R. (1992) Entomopathogenic nematode host
finding: response to host contact cues by cruise and ambush foragers.
Parasitol. 105: 109-115.

Lewis, E. E., Selvan, S., Campbell, J. F., Gaugler, R. (1995) Changes in foraging
behaviour during the infective stage of entomopathogenic nematodes
Parasitology 110: 583-590.

Manica, I., Icuma, I. M., Junqueira, N. T. V., Salvador, J. O., Moreira, A., Malavolta
E. (2000) Fruticultura tropical: 6. Goiaba. Ed. Cinco continentes, 374 p.
Nickle, W. R. (1984) History, development and importance of insect nematology.

In: Nickel, W.R. (Ed.) Plant and insect nematodes. p. 627-653.

Norton, D. C. (1978) Ecology of Plant-Parasitic Nematodes. John Wiley (ed.) New
York, p. 128-132.

Orlando, A., Sampaio, A. S. M., De Carvalho, A., Scaranari, H. J., Arruda, H. V.
(1974) Notas sobre o "gorgulho das goiabas" Conotrachelus psidii Marshalll,
1922 (Coleoptera: Curculionidae) e experimentos de cambate. O Bioldgico
(Brasil) 40(10): 281-289.

Pereira, F. M., Martinez Jr., M. (1986) Goiabas para industrializagdo. Jaboticabal:
UNESP. p. 13-22.

Peters, A. (1996) The natural host range of Steinernema and Heterorhabditis spp.
and their impact on insect populations. Biocontrol Sci. Technol. 6: 389-402.

Peters, A., Ehlers, R. U. (1994) Suceptibility of leatherjackets ( Tipula paludosa and
T. oleracae, Tipulidae: Nematocera) to the entomopathogenic nematode
Steinernema feltiae. Journal of Invertebrate Pathology 63: 163-171.

Poinar, G. O., Jr. (1979) Nematodes for biological control of insects. 277 p.



75

Poinar, G. O., Jr. (1989) Non-insect host for the entomogenous rhabditoid
nematodes  Neoaplectana (Steinernematidae) and  Heterorhabditis
(Heterorhabditidae). Rev Nematol. 12: 423-28.

Poinar, G. O., Jr. (1990) Taxonomy and biology of Steinernematidae and
Heterorhabitidae. In: Gaugler, R., Kaya, H.K. (eds.) Entomopathogenic
Nematodes in Biological Control. p. 23-61.

Rovesti, L., Deseo K. V. (1990) Compatibility of chemical pesticides with the
entomopathogenic nematodes, Steinernema carpocapsae Weiser and S.
feltiae Filipjev (Nematoda: Steinernematidae). Nematologica 36: 237-245.

Rovesti, L., Deseo, K. V. (1991) Compatibility of pesticides with entomopathogenic
nematode, Heterorhabditis heliothidis. Nematologica 37: 113-116.

Rovesti, L., Heinzpeter, E. W., Tabliente, F., Deseo, K.V. (1988) Compatibility of
pesticides with the entomopathogenic nematode Heterorhabditis
bacteriophora Poinar (Nematoda: Heterorhabditidae). Nematologica 34: 462-
476.

Sampaio A. (1977) Gorgulho-da-goiaba tem agora um moderno controle.
Agricultura e Pecuaria 619: 40-41.

Selvan, S., Gaugler, R., Lewis, E. E. (1993) Biochemical energy reserves of
entomopathogenic nematodes. J. Parasitol. 79: 167-172.

Shapiro-llan, D. I., Lewis, E. E., Tedders, W. L. (2003) Superior efficacy observed
in entomopathogenic nematodes applied in infected-host cadavers compared
with application in aqueous suspension. Journal of Invertebrate Pathology 83:
270-272.

Shapiro-llan, D. I., Mizell, R. F., Campbell J. F. (2002) Susceptibility of the plum
curculio, Conotrachelus nenuphar, to entomopathogenic nematodes. Journal
of Nematology 34: 246-249.

Shapiro-llan, D. I., Glazer, . (1996) Comparision of entomopathogenic nematode
dispersal from infected host versus aqueous suspension. Environmental
Entomology 25:1455-1461.

Sudhaus, W. (1993) The nematode genera Heterorhabditis and Steinernema, both
entomopathogenic by means of symbiontic bacteria, are not sister taxa.
Verhandlungen der Deutschen Zoologischen Gesellschaft 86, p. 146.



76

Timper, P., Kaya, H. K. (1989) Role of the 2nd-stage cuticle of entomogenous
nematode preventing infection by Nematophagous fungi. Journal of
Invertebrate Pathology 54: 314-321.

Tomalak, M. (1994) Selective breeding of Steinernema feltiae (Filipjev)
(Nematoda: Steinernematidae) for improved efficacy in control of a
mushroom fly, Lycoriella solani Winnertz (Diptera: Sciaridae). Biocontr. Sci.
Technol. 4: 187-198.

Westerman, P. R. (1992) The influence of time of storage on performance of the
insect parasitic nematode Heterorhabditis sp. Fundam. Appl. Nematol. 15:
407-412.

Zimmerman, R. J., Cranshaw, W. S. (1990) Compatibility of three entomogenous
nematodes (Rhabditida) in aqueous solutions of pesticides used in turfgrass
maintenace. J. Econ. Entomol. 83: 97-100.

Zioni (Cohen-Nissan), S., Glazer, |., Segal, D. (1992) Life cycle and reproductive
potential of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis bacteriophora
strain HP88. Journal of Nematology 24: 352-358.



