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RESUMO

SANTOS, Viviane. Potencial de nematdides entomopatogénicos
(Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) para o controle de
Diabrotica speciosa Germar, 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae). Lavras:
UFLA, 2009. 46 p. (Dissertacao de Mestrado em Agronomia/Entomologia). *

Os nematdides entomopatogénicos (NEP) sdo utilizados no controle
biolégico de insetos de solo, sendo promissores para o controle de D. speciosa.
Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram avaliar a viruléncia de
diferentes NEP sobre larvas de D. speciosa, verificar sua agdo sobre ovos, larvas
de terceiro instar e pupas de D. speciosa em diferentes concentracdes, verificar a
influéncia da temperatura sobre a mortalidade de larvas, bem como a ac¢do dos
NEP sobre larvas em casa-de-vegetacdo. Foi avaliada a viruléncia de dezessete
isolados de NEP sobre larvas. O bioensaio consistiu de cinco repeti¢des,
contendo dez larvas e 1 mL de suspensdo na concentracdo de 1500 juvenis
infectantes (JI)/repeticao. Dois isolados selecionados foram testados sobre ovos
e larvas. O bioensaio com ovos consistiu de cinco repeti¢des, contendo dez ovos
cada e 0,3 mL de suspensdo nas concentra¢des de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
Jl/inseto. O bioensaio com larvas consistiu de cinco repeti¢cdes, contendo dez
larvas cada e 1 mL de suspensdo nas concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e
300 Jl/inseto. Um isolado foi selecionado e testado sobre pupas. O bioensaio
consistiu de quatro repeti¢des, com oito pupas cada e 1 mL de suspensdo nas
concentragdes de 100, 150, 200, 250 e 300 Jl/inseto. Os dois isolados
selecionados foram testados sobre larvas nas temperaturas de 15, 20, 22, 25 e
28°C. Os bioensaios consistiram de cinco repeti¢des, com oito larvas cada e 1
mL de suspensdo contendo 200 Jl/inseto. Foi avaliada a susceptibilidade de
larvas a um isolado de NEP em casa-de-vegetacdo. O bioensaio consistiu de seis
repeticdes com vinte larvas cada e 50 mL de suspensdo nas concentragdes de
6.500, 13.000, 26.000 e 52.000 Jl/repeticdo. Verificou-se que todos os NEP
causaram mortalidade larval. Os mais virulentos foram Heterorhabditis sp.
RSCO1 (94%), Steinernema glaseri (84%), Heterorhabditis sp. JPMO04 (82%) e
Heterorhabditis sp. RSCO05 (78%). Nao houve efeito dos isolados
Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri sobre ovos. A mortalidade larval por
Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri foi crescente até a concentragdo de 200
Jl/inseto. O isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 causou mortalidade de pupas
superior a 80% na concentragdo de 250 Jl/inseto. A viruléncia de
Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri foi diretamente proporcional ao aumento
da temperatura. Heterorhabditis sp. RSCO1 causou reducdo na sobrevivéncia de
larvas em condi¢des de casa-de-vegetagdo.

* QOrientador: Alcides Moino Junior



ABSTRACT

SANTOS, Viviane. Potential of entomopatogenic nematodes (Rhabditida:
Steinernematidae and Heterorhabditidae) for the control of Diabrotica
speciosa Germar, 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae). Lavras: UFLA, 2009.
46 p. (Dissertation — Master in Agronomy/Entomology).*

Entomopathogenic nematodes (EPN) are used in the biological control
of soil insects, being promising for D. speciosa control. Considering that, the
objectives of this work were to evaluate the virulence of different EPN on D.
speciosa larvae, verify its action on eggs, larvae of third instar and pupae of D.
speciosa in different concentrations, verify the influence of the temperature on
larvae mortality, as well as the action of EPN on larvae when in greenhouse
condition. The virulence of seventeen EPN strains was evaluated on larvae. The
bioassay was composed of five replicates each one composed of ten larvae and 1
mL of suspension with concentration of 1500 infective juveniles (IJ)/replicate.
Two selected strains were tested on eggs and larvae. The bioassay with eggs
consisted of five replicates, each one containing ten eggs and 0.3 mL of
suspension with concentrations of 25, 50, 100, 150, 200 and 250 1J/insect. The
bioassay with larvae consisted of five replicates, each one containing ten larvae
and 1 mL of suspension with concentrations of 50, 100, 150, 200, 250 and 300
IJ/insect. One strain was selected and tested on pupae. The bioassay consisted of
four replicates, each one with eight pupae and 1 mL of suspension with
concentrations of 100, 150, 200, 250 and 300 IJ/insect. The evaluations were
made after three days. Both selected strains were tested on larvae in
temperatures of 15, 20, 22, 25 and 28°C. The bioassays consisted of five
replicates, each one with eight larvae and 1 mL of suspension containing 200
IJ/insect. The susceptibility of larvae to one strain of EPN was evaluated in
greenhouse. The bioassay consisted of six replicates with twenty larvae each and
50 mL of suspension with concentrations of 6,500, 13,000, 26,000 and 52,000
I/replicate. It was verified that all EPN caused larval mortality. The most
virulent were Heterorhabditis sp. RSCO1 (94%), Steinernema glaseri (84%),
Heterorhabditis sp. JPM04 (82%) and Heterorhabditis sp. RSC05 (78%). There
was no effect of Heterorhabditis sp. RSCO1 and S. glaseri on eggs. Larval
mortality caused by Heterorhabditis sp. RSCO1 and S. glaseri was increased
until the concentration of 200 1J/insect. Heterorhabditis sp. RSCO1 strain caused
pupae mortality higher than 80% with concentration of 250 IJ/insect. The
virulence of Heterorhabditis sp. RSCO1 and S. glaseri was directly proportional
to the increase of temperature. Heterorhabditis sp. RSCO1 caused reduction in
larvae survival in greenhouse conditions.

*Adviser: Alcides Moino Junior - UFLA
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INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia de pragas de solo causando perdas, em maior ou menor
proporcdo, € uma realidade da agricultura a nivel mundial (Santos, 1997). Dentre
os insetos de solo destacam-se alguns coledpteros, como Cerotoma arcuata
(Olivier, 1971) (Coleoptera: Chrysomelidae), Diabrotica speciosa (Germar,
1824) (Coleoptera: Chrysomelidae), Mygdolus fryanus (Westwood, 1863)
(Coleoptera: Vesperidae), Sternechus subsignatus Boheman, 1836 (Coleoptera:
Curculionidae), Oryzophagus oryzae (Costa Lima, 1936) (Coleoptera:
Curculionidae), Anomala flavipennis Burmeister, 1844 (Coleoptera:
Scarabaeidae), Phyllophaga sp. Harris, 1827 (Coleoptera: Melolonthidae) e
Diloboderus abderus Sturm, 1826 (Coleoptera: Melolonthidae) (Salvadori et al.,
2004).

O controle de pragas de solo no Brasil tem recebido maior atencdo por
parte da pesquisa, principalmente apds a proibicio do uso dos inseticidas
clorados, em 1985. Além desse aspecto, a adocdo do sistema de plantio direto,
por volta da década de 1970, apesar de tantos beneficios para o solo e o
ambiente, favoreceu o aumento de algumas pragas, principalmente pela reduzida
acdo de mdquinas agricolas e a modificacdo do nicho ecolégico, em razido da
manuten¢do da palha na superficie do solo (Menezes & Pasini, 2001).

O crisomelideo D. speciosa tem causado grande preocupacido aos
agricultores, devido 2 sua vasta ocorréncia e ao seu hébito polifago (Avila,
1999). Os adultos alimentam-se, preferencialmente, de folhas, brotagdes, frutos e
pélen de plantas cultivadas e silvestres, enquanto as larvas preferem as raizes.
Em ataques precoces no milho, as larvas de D. speciosa podem broquear o
cauliculo das plantulas, causando o secamento e a morte das folhas centrais; ja
em plantas mais desenvolvidas, preferem se alimentar das raizes adventicias

(Gassen, 1989). A perda dessas raizes reduz a capacidade da planta de absorver



dgua e nutrientes, tornando-a menos produtiva e mais susceptivel a doengas e ao

tombamento, o que intensifica os prejuizos durante a colheita (Avila & Gomez,

2001).

Esse inseto, na fase larval, apresenta grande dificuldade de controle e a
alternativa mais indicada tem sido o controle preventivo com o uso dos
inseticidas quimicos (Waquil et al., 2004). Contudo, poucos sdo os trabalhos
realizados visando a utilizacdo de agentes de controle biolégico para suprimir as
populagdes de D. speciosa nesta fase de desenvolvimento.

Nematoides entomopatogénicos (NEP) das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae (Rhabditida) sdo agentes de controle bioldgico promissores e
particularmente efetivos, quando aplicados a insetos que habitam ou que passam
uma fase de vida no solo (Aguillera et al., 2001). Trabalhos utilizando NEP vém
sendo realizados em outros paises com outras espécies do género Diabrotica e
tém apresentado bons resultados, tanto em condi¢des de laboratério quanto de
campo (Journey & Ostlie, 2000; Jackson & Brooks, 1989; Kurtz et al., 2007;
Wright et al., 1993). Diante disso, os objetivos deste trabalho foram:

e avaliar a patogenicidade e a viruléncia de isolados nativos e exdticos de
NEP sobre larvas de terceiro instar de D. speciosa e selecionar os mais
virulentos para estudos posteriores;

e avaliar a susceptibilidade das diferentes fases de desenvolvimento de D.
speciosa (ovo, larva e pupa) aos NEP selecionados;

e avaliar o efeito de diferentes concentracdes de NEP sobre a mortalidade de
ovos, larvas de terceiro instar e pupas de D. speciosa;

e avaliar a influéncia da temperatura na viruléncia dos NEP sobre larvas de
terceiro instar de D. speciosa;

e avaliar a eficiéncia dos NEP para o controle de D. speciosa em condi¢des de

casa de vegetacao.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabrotica speciosa
2.1.1 Caracterizacao, importancia econdomica e danos

As espécies subterrineas consideradas fitéfagas alimentam-se
principalmente de tecidos vivos das raizes e caules subterrdneos das plantas,
mastigando-os ou absorvendo seus sucos, embora seus hdbitos possam ser
bastante diversos. Por exemplo, algumas espécies comportam-se como brocas de
raizes, caules ou tubérculos, formando galerias, enquanto outras cortam os
tecidos, aproveitando diferentes partes do sistema radicular, de acordo com suas
etapas de crescimento, podendo causar grandes danos nas culturas (Salvadori et
al., 2004).

Dentre essas pragas destaca-se a espécie D. speciosa, cujos adultos sio
conhecidos popularmente como vaquinhas-verde-amarelas, brasileirinhos ou
patriotas e as suas larvas sao conhecidas como larvas-alfinete. Este inseto ocorre
praticamente o ano todo e é encontrado amplamente distribuido por toda a
América Central e América do Sul (Zucchi et al., 1993). No Brasil, ocorre em
abundéncia principalmente nas regides sul e sudeste (Avila & Milanez, 2004).

Os adultos de D. speciosa t€m de 5 a 6 mm de comprimento, sdo de
coloracdo verde-clara, cabeca marrom, élitros lisos com seis manchas castanhas
dispostas transversalmente e tibias pretas. Sdo muito semelhantes aos da espécie
Diabrotica viridula (Fabricius, 1801) (Coleoptera: Chrysomelidae), que possui a
cabeca verde, as tibias marrons e os élitros com pontuagdes mais grossas
(Zucchi et al., 1993). Os ovos s@o branco-amarelados e colocados isoladamente.
As larvas, depois de completamente desenvolvidas, tém 10 mm de comprimento,
sdo de coloragdo branco-leitosa, cabeca marrom e possuem, no tltimo segmento

abdominal, uma placa escura, quase preta. A pupa tem 5 mm de comprimento, é



branca e fica protegida numa camara pupal que a larva de terceiro instar constréi
logo abaixo da superficie do solo (Ferreira & Barrigossi, 2006).

Os adultos s@o polifagos, alimentando-se de folhas de hortalicas de
modo geral (solandceas, cucurbitdceas, cruciferas, gramineas, etc.) (Zucchi et al.,
1993). Tém preferéncia por leguminosas (folhas largas), como o feijao e a soja
(Marques et al., 1999), podendo causar reducdo na quantidade ou na qualidade
da producdo, seja pelo efeito direto por meio da injdria causada a planta ou
indireto, por atuarem como agente transmissor de fitopatégenos, especialmente
de virus (Avila & Milanez, 2004).

As fémeas desta espécie ovipositam no solo, préoximo as plantas e as
larvas, logo que eclodem, alimentam-se das raizes, preferencialmente de milho
ou tubérculos de batata (Zucchi et al., 1993). As plantas de milho, quando
atacadas pelas larvas de D. speciosa, ficam com um aspecto recurvado,
caracterizando o sintoma conhecido como “pescogo de ganso” (Waquil et al.,
2004), o que compromete a arquitetura das plantas e a sua eficiéncia para
realizar a fotossintese, intensificando as perdas quando a colheita é realizada
mecanicamente (Avila & Milanez, 2004).

Griitzmacher & Link (2000), realizando um levantamento da
entomofauna associada a cultivares de batata em duas épocas de cultivo (safra de
verdo e safrinha), verificaram que, no periodo da safrinha, a familia
Chrysomelidae representa 92,59% dos coledpteros coletados nesta cultura, sendo
a espécie D. speciosa a mais abundante.

Marques et al. (1999) observaram que o dano ao sistema radicular do
milho causado pela larva-alfinete proporcionou um reflexo na parte aérea da
planta, reduzindo a sua altura e, consequentemente, o seu peso seco, quando
comparado a testemunha (sem infestacdo).

No Brasil, o impacto econdmico causado por larvas e adultos de D.

speciosa na agricultura e o montante de recursos gastos para o seu controle nao



foram ainda estimados, embora se aplique, anualmente, uma expressiva
quantidade de inseticidas para o controle dessa praga nas culturas da batata e do

milho, especialmente nas regides sudeste e sul (Avila & Milanez, 2004).

2.1.2 Aspectos bioecoldgicos

Milanez & Parra (2000a), trabalhando com D. speciosa em condic¢des de
laboratorio, verificaram que o periodo de incubacio dos ovos foi, em média, de
8,8 dias e o periodo de desenvolvimento de larva a adulto de 25,2 dias, a
temperatura de 25°C.

As fases imaturas de D. speciosa em laboratério sdo menores quando os
insetos sdo alimentados com raizes de milho (25,1 dias) do que quando sdo
alimentados com tubérculos de batata (36,5 dias). Entretanto, ambas as culturas
sdo nutricionalmente adequadas para o inseto, garantindo sua sobrevivéncia
nesta fase de desenvolvimento (Avila & Parra, 2002). J4 as raizes de soja e de
feijoeiro ndo sdo adequadas para o desenvolvimento das fases imaturas deste
inseto, pois, quando alimentados com estas culturas, apresentam sua viabilidade
larva-adulto reduzida.

Avila & Parra (2002) verificaram também que adultos de D. speciosa
alimentados com folhas de batata e de feijoeiro apresentam capacidade de
postura superior a daqueles mantidos em folhas de soja ou milho. Em milho, os
insetos ovipositaram menos do que 2% do que aqueles alimentados com folhas
de batata ou feijoeiro.

Avila et al. (2000) verificaram que este inseto, quando alimentado com
dieta artificial no laboratdrio, apresenta periodo de desenvolvimento larva a
adulto mais longo do que os insetos alimentados com raizes de milho no
substrato vermiculita.

Milanez & Parra (2000b) observaram que os solos de coloracio escura e

que possuem maior porcentagem de matéria organica e maior teor de umidade



sdo preferidos para oviposicdo pelas fémeas de D. speciosa. Esse aspecto
justifica sua maior incidéncia e ocorréncia como praga em dreas de producdo de
milho irrigado, onde as condicdes de umidade dos solos favorecem o
desenvolvimento do inseto.

As larvas de primeiro instar de D. speciosa sdo atraidas pelo CO,
produzido pelas raizes no momento da respira¢do, que funciona como um
estimulo de localizag@o da planta hospedeira. As plantas mais atrativas as larvas
sdo o milho pipoca, o milho e a aveia, em comparacdo as culturas do feijao, da
soja, do trigo e do sorgo (Pereira et al., 2005).

O periodo de maior atividade dos adultos na cultura do milho € entre 17
e 19 horas, independente do sexo. Por isso, recomenda-se que as coletas para a
manutencdo de criagdes em laboratério ou a aplicagdo de inseticidas em
pulverizagdes para o controle de adultos sejam realizadas neste hordrio, ocasido
em que o inseto ficaria mais exposto, proporcionando assim melhor eficiéncia de

controle quimico (Nava et al., 2004).

2.1.3 Métodos de controle de larvas

O controle quimico de larvas de D. speciosa deve ser preventivo. O
tratamento de sementes tem se mostrado ineficiente para proteger o sistema
radicular. Todavia, alguns inseticidas, quando aplicados na formulacio
granulada ou em pulveriza¢do no sulco de semeadura, sao eficazes no controle
dessa espécie na cultura milho (Waquil et al., 2004; Salles & Griitzmacher,
1999; Schmidt et al., 2004; Viana & Marochi, 2002; Salles, 2000; Cruz et al.,
1999) (Tabela 1).

Apesar de, na prética, o controle quimico ser a tnica op¢do utilizada
pelos agricultores para controlar as larvas de D. speciosa, foram realizados
alguns trabalhos visando testar a eficiéncia de organismos entomopatogénicos

sobre esses insetos.



Consolo et al. (2003) verificaram, em condi¢cdes de laboratdrio,
mortalidade de 70% de larvas de terceiro instar de D. speciosa, utilizando-se o
fungo Beauveria bassiana (FHD13) (Balsamo) Vuillemin, 1912, na
concentragdo de 1 x 10® conidios/mL e a DLs, de 3,48 x 10" conidios/mL.

Silva-Werneck et al. (1995) realizaram um bioensaio em laboratério,
visando avaliar a susceptibilidade de D. speciosa a bactérias e fungos
entomopatogénicos. Foram avaliados 21 isolados de Bacillus thuringiensis
Berliner, 1911 e 6 de Bacillus cereus Frankland & Frankland, 1887 sobre larvas
de D. speciosa, porém, nenhum se mostrou patogénico. No entanto, em testes
realizados com 13 isolados de B. bassiana e 9 de Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883, foi constatada pequena porcentagem de
infeccdo (30%) para M. anisopliae, utilizando o isolado CG 293.

Paron et al. (2002) testaram os nematoides Steinernema glaseri Steiner,
1929, Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) e Heterorhabditis sp. CCA na
concentracdo de 100 JI/inseto sobre larvas de D. speciosa em laboratério e
observaram mortalidade acumulada de 95% apds sete dias de inoculacio para S.
carpocapsae e de 72,5% para Heterorhabditis sp. CCA. Isso demonstra que
esses organismos apresentam grande potencial para o controle deste inseto na

fase larval.

2.2 Nematoides entomopatogénicos: modo de acdo e sua utilizacdo no
controle biolégico de larvas de crisomelideos

Os NEP sio agentes de controle biol6gico promissores e particularmente
efetivos quando aplicados a insetos que habitam ou que passam a fase de pupa
no solo. Estdo reunidos nas familias Heterorhabditidae e Steinernematidae
(Rhabditida), nas quais incluem-se as espécies dos géneros Heterorhabditis
Poinar, 1976 e Steinernema Travassos, 1927, que tém sido mais intensivamente

pesquisadas visando o emprego comercial (Ferraz et al., 2008). Estes nematoides



agem em associacdo com bactérias em uma relagdo simbidtica mutualistica e,
por meio de diferentes estratégias de busca, localizam hospedeiros potenciais,
invadindo-os através de aberturas naturais. Uma vez na hemocele, liberam as
bactérias associadas, as quais matam o hospedeiro entre 24 e 72 horas apds a
invasdo. Bactérias e nematoides se multiplicam no interior do corpo do inseto e,
apo6s duas a trés geracdes, tem inicio a formacg@o de juvenis infectantes (JI), os
quais abandonam o caddver a procura de novos hospedeiros (Aguillera et al.,
2001).

Diversos trabalhos vém sendo realizados em varios paises, visando
testar a eficiéncia dos NEP e vdrios deles tém relatado resultados de controle
satisfatdrios, tanto em condi¢des de laboratdrio, quanto no campo.

Yang et al. (2003), visando testar a eficiéncia dos NEP sobre larvas do
crisomelideo Luperomorpha suturalis Chen, 1938 (Coleoptera: Chrysomelidae),
uma das principais pragas da cebolinha na China, em condi¢des de laboratdrio,
verificaram que Steinernema feltiae (Filipjev, 1934), Steinernema ceratophorum
Jian, Reid & Hunt, 1997 e Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955), na
concentragdo de 100 Jl/inseto, foram patog€nicos as larvas e as pupas deste
inseto, causando mortalidade de larvas entre 79,2% e 95,8% e de pupas, entre
55,8% € 97,1%.

Segundo Ellers-Kirk et al. (2000), S. riobravis Cabanillas et al. 1994 foi
capaz de causar aproximadamente 50% de redug@o na sobrevivéncia de larvas de
Acalymma vittatum Fabricius, 1775 (Coleoptera: Chrysomelidae), em condicdes
de campo, tanto em sistema de cultivo organico quanto em sistema de cultivo
comercial. Isso demonstra que esta espécie apresenta grande potencial como
agente de controle bioldgico desta praga na cultura do pepino.

Os NEP Steinernema glaseri Steiner, 1929, Steinernema arenarium
(Artyukhovsky, 1967), Steinernema abassi Elawad et al. 1997, Steinernema

bicornutum Tallosi et al. 1995, Steinernema feltiae, Steinernema kraussei



(Steiner, 1923), Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis bacteriophora
Poinar, 1976 foram patogénicos as larvas de terceiro instar de Diabrotica
virgifera virgifera LeConte, 1868 (Coleoptera: Chrysomelidae), praga do milho
nos EUA. Entretanto, raramente infectaram os adultos desta espécie (Toepfer et
al., 2005). O mesmo estudo demonstrou que, em concentracdes de 7,9 e 15,9
Jem?®, as espécies Steinernema glaseri, Steinernema arenarium, Steinernema
abassi e Heterorhabditis bacteriophora causaram mortalidade larval superior a
77%.

Kurtz et al. (2007) demonstraram, em um experimento de campo com
NEP realizado na cultura do milho, que H. bacteriophora, Heterorhabditis
megidis Poinar et al. 1988 e Steinernema feltiae sobreviveram no solo apds as
pulverizagdes e persistiram por 2 a 5 meses no campo. Assim, larvas de D. v.
virgifera podem ser controladas por estes nematoides durante a estacdo de
cultivo em que foi realizada a aplicac¢do, no entanto, nao ha efeito de controle de
um ano para o outro.

No Brasil, os NEP tém sido avaliados para o controle de insetos,
apresentando resultados promissores para o controle de algumas pragas, como
Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae) (Leite et al.,
2005), M. fryanus (Machado et al., 2005), Dysmicoccus texensis (Tinsley, 1900)
(Hemiptera: Pseudococcidae) (Andalé et al., 2004) e Bradysia mabiusi (Lane,
1959) (Leite et al., 2007), entre outras. Entretanto, nenhum produto comercial a
base de nematoides foi registrado ainda para o controle dessas pragas e os
trabalhos em campo sao escassos.

Os NEP podem ser facilmente produzidos em larga escala e aplicados
com equipamentos convencionais de pulverizacdo. Esses organismos t€ém ampla
gama de hospedeiros e s@o inécuos ao ambiente, oferecendo uma opgao segura e
limpa para o controle de pragas agricolas (Nardo et al., 2001; Grewal et al.,

2001). Atualmente, no mercado mundial, ja existem varios produtos & base de



NEP, comercializados principalmente nos Estados Unidos e na Europa, em
especial para o controle de pragas de solo que ocorrem em ambientes protegidos,

campos de golfe, hortas e jardins domésticos, entre outros (Gaugler et al., 2000).

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada no Laboratério de Patologia de Insetos e na
casa de vegetacdo do Departamento de Entomologia (DEN) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de
2008.

3.1 Criacao de Diabrotica speciosa

Para a manuteng¢do de adultos e a obtencdo de ovos e larvas de D.
speciosa, foi utilizada a metodologia descrita por Avila & Milanez (2004)
modificada. Adultos de D. speciosa foram coletados em lavouras de feijao no
campo experimental da UFLA, no municipio de Lavras, MG, e na Fazenda
Palmital, no municipio de Ijaci, MG.

Os insetos foram mantidos em potes de vidro cilindricos de 17cm de
altura, 10cm de largura e 10cm de didmetro, com tampa pléstica perfurada
(Figura 1) e foram mantidos em cimara climatizada (temperatura de 25+1°C,

umidade de 70+£10% e fotofase de 14 horas).
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FIGURA 1. Potes de vidro utilizados para a manutencdo de adultos de
Diabrotica speciosa.

Os potes foram forrados com papel toalha cortados em formato
circular, para evitar o excesso de umidade. No seu interior, foram colocadas
folhas de feijdo, para a alimentacdo dos insetos e uma placa de Petri com
didmetro de 5 cm, contendo, no fundo, um pedaco de gaze de coloragdo preta,
umedecido com radiculas seminais de milho na superficie, onde os insetos

realizavam a oviposicdo (Figura 2).

FIGURA 2. Placa de Petri com gaze preta para a oviposicao de Diabrotica

speciosa.

11



Os ovos foram retirados do substrato de oviposicdo, lavando-se a gaze
em 4gua corrente sobre um tecido fino (voil), onde ficavam retidos. Para evitar a
contaminacdo por fungos durante o periodo de incubagdo, os ovos foram
tratados com solucdo de sulfato de cobre (CuSQOy) a 1%, durante dois minutos e,
em seguida, foram transferidos para placas de Petri com didmetro de 9 cm,
forradas com papel filtro umedecido, que foram mantidas em camara
climatizada (25+£1°C, umidade 70+10% e fotofase de 14 horas) até a eclosdo das
larvas.

As larvas neonatas foram transferidas para os recipientes de
“infestacdo” que consistiram de potes plasticos de 4,5 cm de profundidade,
12 cm de comprimento e 7 cm de largura, contendo vermiculita de tamanho
médio, esterilizada e umedecida com dgua destilada, e radiculas seminais de

plantulas de milho para a alimentacao das larvas neonatas (Figura 3).

FIGURA 3. Potes plasticos utilizados para a manutencdo de larvas de
Diabrotica speciosa.

Para evitar a contaminag@o por fungos, as sementes de milho foram
tratadas com o fungicida Vitavax®-Thiram 200SC (carboxina + tiram), na

dosagem de 2g pc./kg de semente e colocadas para germinar em bandejas
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plasticas contendo vermiculita esterilizada e mantidas em casa de vegetacdo por
trés a cinco dias.

Apés dez dias de desenvolvimento, as larvas que ja estavam no
segundo ou terceiro instar foram transferidas para um recipiente com 24 cm de
comprimento, 8 cm de altura e 16,5 cm de largura, que continha o dobro de
vermiculita esterilizada e umedecida e novas radiculas seminais de milho, onde
foram mantidas até completarem o desenvolvimento ou até serem utilizadas na

instalacdo dos experimentos.

3.2 Criacdo de Galleria mellonella e multiplicacio dos nematoides
entomopatogénicos

Os adultos de Galleria mellonella Linnaeus 1758 (Lepidoptera:
Pyralidae) foram mantidos em laboratério em potes de vidro cilindricos de
17 cm de altura, 10 cm de largura e 10 cm de diametro e tampa pldstica
perfurada. No seu interior havia folhas de papel jornal dobradas em forma de
sanfona, onde as fémeas realizavam a oviposi¢ao.

Os pedacos de papel contendo os ovos foram recortados e transferidos
para potes plasticos com capacidade para 300 mL, forrados com papel jornal,
contendo dieta artificial (Tabela 1) para servir como alimento para as larvas
neonatas.

Apés atingirem o segundo instar de desenvolvimento, as larvas foram
transferidas para potes de 24 cm de comprimento, 8 cm de altura e 16,5 cm de
largura, forrados com papel jornal, contendo dieta artificial para a manutencao
dos insetos até completarem o seu desenvolvimento ou até serem utilizados para
a multiplicacdo dos NEP. Os adultos emergidos foram recolhidos e transferidos

para os potes de vidro, para a manutencdo da criagao.
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TABELA 1. Composi¢do da dieta artificial utilizada na criacdo de lagartas de
Galleria mellonella.

Ingredientes Quantidade
Farinha de trigo 200 g
Farelo de trigo 200 g
Leite em p6 desnatado 400 g
Levedo de cerveja 120 g
Gérmen de trigo 200 g
Mel 240 g
Glicerina 130 g
Agua destilada 20 mL

Fonte: Cl4udia Dolinski (comunicacdo pessoal).

Os isolados de NEP utilizados nos experimentos foram obtidos do
Banco de Entomopatégenos do Laboratério de Patologia dos Insetos
(DEN/UFLA), onde permaneceram armazenados em suspensao aquosa € em
condicdes controladas (temperatura de 15+1°C, umidade 7010 %, na auséncia
de luz) (Tabela 2). Quando necessario, os NEP foram multiplicados em larvas de
ultimo instar de G. mellonella, conforme procedimento descrito por Woodring &
Kaya (1988).

Para a multiplicacdo dos NEP, utilizaram-se cinco larvas de G.
mellonella provenientes da criacdo, que foram transferidas para placas de Petri
de 9 cm de diametro, contendo duas folhas de papel filtro e 1,5 mL de suspensdo
aquosa contendo, em média, 500 JI/mL. As placas de Petri foram mantidas por
48 horas em camara climatizada a temperatura de 25+1°C, UR 70£10% e

fotofase de 12 horas, condigdes essas favoraveis para a multiplicagdo dos NEP.
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TABELA 2. Nematoides entomopatogénicos utilizados no teste de viruléncia.

Isolados Local de origem
Steinernema anomali Voronezh/Russia
Steinernema carpocapsae All Carolina do Norte/USA
Steinernema feltiae SN Flérida/USA
Steinernema riobravis 355 Texas/USA
Steinernema glaseri CCA Araras, SP/Brasil
Heterorhabditis bacteriophora New Jersey/USA
Heterorhabditis bacteriophora HP88 New Jersey/USA
Heterorhabditis sp. JPM 04 Lavras, MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM 03 Lavras, MG/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM 3.1 Lavras, MG/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 01 Benjamin Constant, AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 02 Benjamin Constant, AM/Brasil
Heterorhabditis amazonensis RSC 05 Benjamin Constant, AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 03 Benjamin Constant, AM/Brasil
Heterorhabditis sp. ALHO Lavras, MG/Brasil
Heterorhabditis sp. SORGO Lavras, MG/Brasil
Heterorhabditis sp. P1 Piaui/Brasil

Posteriormente, as larvas mortas foram transferidas para camara seca,
que consistiram de placas de Petri plasticas de 9 cm de didmetro contendo um
circulo de acrilico no centro do fundo da placa, coberto com papel filtro, onde as
larvas ficaram suspensas (Figura 4). Ap6s quatro dias foram acrescentados 5 mL
de dgua destilada, ficando os nematoides retidos apds abandonarem o caddver do
hospedeiro. A dgua contendo os nematoides era recolhida e transferida para uma

proveta com um litro de dgua destilada, na qual os nematoides permaneciam por
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24 horas, para a decantagdo e a purificagdo. Os nematoides decantados foram

recolhidos e quantificados para serem utilizados nos experimentos.

FIGURA 4. Armadilha de White modificada, com lagartas de Galleria
mellonella infectadas com nematoides.

3.3 Teste de viruléncia de nematoides entomopatogénicos a larvas de
terceiro instar de Diabrotica speciosa

Foi avaliada a viruléncia de dezessete isolados de NEP (Tabela 2),
pertencentes aos géneros Heterorhabditis e Steinernema, sobre larvas de D.
speciosa. O bioensaio consistiu de cinco repeti¢cdes, cada uma delas constituida
por uma placa de Petri com didmetro de 9 cm, contendo 15 g de vermiculita, 1,5
g de raizes de milho e 9 mL de dgua, para a qual foram transferidas dez larvas de
terceiro instar de D. speciosa (Figura 5).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dezoito
tratamentos (17 isolados de NEP + testemunha). Foi adicionado 1 mL de
suspensdo aquosa de NEP na concentragdo de 1500 JI/mL, correspondente a 150

Jl/inseto, enquanto, na testemunha, foi adicionado 1 mL de dgua destilada.
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FIGURA 5. Placa de Petri com vermiculita, raizes de milho e larvas de
Diabrotica speciosa.

As placas de Petri foram mantidas em camara climatizada a temperatura
de 25+1°C, umidade de 70+10% e fotofase de 14 horas. As avaliagdes foram
realizadas trés dias apds a aplicacdo dos nematoides, com a contagem do niimero
de larvas mortas. A sintomatologia das larvas mortas foi verificada para a
confirmacdo da causa mortis, de acordo com as caracteristicas tipicas de morte

causada pelos nematoides (Figuras 6A e 6B).

P
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FIGURA 6. Larvas de Diabrotica speciosa infectadas com nematoides do
género Steinernema (A) e Heterorhabditis (B).

N

Os dados de mortalidade foram submetidos a andlise de variadncia e

comparados, pelo teste de médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3.4 Efeito de diferentes concentracoes de nematoides entomopatogénicos
sobre ovos, larvas e pupas de Diabrotica speciosa

Foram selecionados dois isolados de NEP dentre os mais virulentos
obtidos no teste de viruléncia, Heterorhabditis sp. RSCO1 e Steinernema glaseri,
para serem testados sobre larvas de terceiro instar e ovos em diferentes
concentragdes e um nematoide para o bioensaio com pupas.

Foi testado apenas o isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 sobre pupas de
D. speciosa, devido a dificuldade de multiplicacdo de S. glaseri para a instalacao
do experimento.

Os experimentos foram mantidos em condigdes controladas a

temperatura de 25+1°C, umidade de 70£10% e fotofase de 14 horas.

3.4.1 Teste com ovos

O bioensaio consistiu de cinco repeti¢des, cada uma delas constituida
por uma placa de Petri com didmetro de 5 cm, contendo, no fundo, uma folha de
papel filtro, para a qual foram transferidos dez ovos de D. speciosa com cinco

dias de idade (Figura 7).

FIGURA 7. Placa de Petri com papel filtro e ovos de D. speciosa.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram
adicionados 0,3 mL de suspensdo aquosa de NEP, nas concentragdes de 25, 50,

100, 150, 200 e 250 JI/inseto. Na testemunha, foram acrescentados 0,3 mL de
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dgua destilada. A cada dois dias, foram acrescentados 0,25 mL de dgua
desltilada/placa de Petri, para manter a umidade. As avaliacdes foram realizadas

diariamente, contando-se as larvas eclodidas dos ovos em cada repeticdo.

3.4.2 Teste com larvas de terceiro instar

O teste consistiu de cinco repeticdes, cada uma delas constituida por
uma placa de Petri com diametro de 9 cm, contendo 15 g de vermiculita, 1,5 g
de raizes de milho e 9 mL de 4gua destilada, para a qual foram transferidas dez
larvas de terceiro instar de D. speciosa. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Foi adicionado 1 mL de suspensio aquosa de NEP nas
concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 JI por inseto e, na testemunha, foi
adicionado 1mL de dgua destilada. As avaliagdes foram realizadas trés dias ap6s
a instalacdo do experimento, contando-se as larvas mortas em cada repeti¢do. A
mortalidade das larvas por nematoides foi confirmada observando-se a

sintomatologia.

3.4.3 Teste com pupas

O bioensaio consistiu de quatro repeti¢cdes, cada uma delas constituida
por uma placa de Petri com didmetro de 9 cm, contendo 15 g de vermiculita e 9
mL de dgua destilada, para a qual foram transferidas oito pupas de D. speciosa.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

O ndmero de repeticdes, bem como o nimero de insetos por repeticao,
foi inferior aos utilizados nos testes anteriormente descritos, devido a
dificuldade de obtencdo de insetos nesta fase de desenvolvimento na criacdo em
laboratorio, no periodo da instalacdo dos experimentos.

Foi adicionado 1 mL de suspensdo aquosa de NEP/placa de Petri nas
concentragdes de 100, 150, 200, 250 e 300 Jl/inseto e, na testemunha, foi

adicionado 1mL de 4dgua destilada/placa de Petri. As avaliagdes foram realizadas
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trés dias apds a instalacdo do experimento, contando-se as pupas mortas por
nematoides, em cada repeticio. A mortalidade das pupas por nematoides foi
confirmada observando-se a sintomatologia.

Os dados de mortalidade (larvas e pupas) ou de viabilidade dos ovos
obtidos nas diferentes concentracdes testadas de NEP foram submetidos a
andlise de regressdo, a 5% de probabilidade, tendo como varidvel dependente a

mortalidade do inseto e independente, as concentracdes do nematoide.

3.5 Efeito da temperatura sobre a mortalidade de larvas de Diabrotica
speciosa por nematoides entomopatogénicos

Foi realizado um bioensaio para estudar o efeito da temperatura,
utilizando-se os nematoides Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri. Os
bioensaios consistiram de cinco repetigdes/tratamento, cada uma delas
constituida por uma placa de Petri com didmetro de 9 cm, contendo 15 g de
vermiculita esterilizada, 1,5g de raizes de milho e 9 mL de 4gua destilada, para a
qual foram transferidas oito larvas de terceiro instar de D. speciosa. Os
tratamentos foram as temperaturas de 15°, 20°, 22° 25° e 28°C, mantidas
constantes em cinco camaras climatizadas, nas quais as placas de Petri
permaneceram por trés dias, com UR de 70£10 % e fotofase de 12 horas . Foi
adicionado 1 mL de suspensdo aquosa padronizada na concentracdo de 200
Jl/inseto, que foi a concentracdo que causou maior mortalidade de larvas de D.
speciosa, conforme testes realizados em condi¢des de laboratério. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

As avaliacdes foram realizadas trés dias apds a instalacdo dos
experimentos, contando-se as larvas mortas por NEP em cada repeticdo. Os
dados de mortalidade foram submetidos a andlise de regressdo, 5% de
probabilidade, sendo a temperatura a varidvel independente e a mortalidade de

larvas a varidvel dependente.
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3.6 Susceptibilidade de larvas de D. speciosa a nematoides
entomopatogénicos, em condicdes de casa de vegetacio

O bioensaio consistiu de seis repeticdes, cada uma delas constituida por
um vaso plastico com capacidade para 2,5 litros, contendo solo esterilizado com
1/10 de vermiculita média esterilizada e 500 mL de dgua destilada. Foram
semeadas oito sementes de milho em cada vaso e, apds sete dias da semeadura,
foi realizado o desbaste, deixando-se apenas cinco plantas por vaso e
transferiram-se vinte larvas de terceiro instar de D. speciosa em cada vaso.

As larvas foram colocadas a uma profundidade de cinco centimetros
abaixo do nivel do solo e préximo as raizes das plantas. Vinte e quatro horas
apos a transferéncia das larvas, foram adicionados 50 mL de suspensdo aquosa
de NEP, nas concentragdes de 6.500, 13.000, 26.000 e 52.000 JI de
Heterorhabditis sp. RSCO1, por repeti¢do (vaso). Os vasos correspondentes a
testemunha receberam 50 mL de 4gua destilada. A concentracdo de 6.500
Jl/repeti¢ao foi estabelecida de acordo com resultados do teste realizado em
condi¢gdes de laboratério, que determinou a concentracdo letal mdxima de
Heterorhabditis sp. RSCO1 sobre larvas de terceiro instar de D. speciosa. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

A cultura utilizada foi a do milho, devido a adaptacdo das larvas criadas
no laboratério a esta cultura, evitando maior estresse das mesmas durante o
periodo de execucdo do experimento. A temperatura média mantida para o
experimento foi de 27,4°C e a umidade relativa média de 62%.

As avaliagdes foram realizadas cinco dias apds a instalacdo do
experimento, contando-se as larvas vivas por repeticdo. Os dados de
sobrevivéncia foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de viruléncia

Todos os nematoides testados causaram mortalidade de larvas de
terceiro instar de D. speciosa, diferindo da testemunha, na qual ndo foi
observada mortalidade. Entretanto, a viruléncia variou entre os diferentes
isolados (Tabela 3).

Dentre os dezessete isolados testados, quatorze causaram mortalidade de
larvas de D. speciosa superior a 50%, e os mais virulentos foram os isolados
Heterorhabditis sp. RSCO1 (94%), S. glaseri (84%), Heterorhabditis sp. JPM04
(82%) e Heterorhabditis sp. RSCOS5 (78%) (Tabela 3).

Nao foi observada nenhuma relagdo entre o género do nematoide e a
mortalidade de larvas, j4 que os nematoides mais virulentos sdo de géneros
diferentes, bem como os que apresentaram menor viruléncia (S. riobravis,
Heterorhabditis sp. HP88 e Heterorhabditis sp. JPMO01) (Tabela 3).

Toepfer et al. (2005) verificaram que o isolado S. glaseri NC origindrio
dos EUA foi patogénico a larvas de terceiro instar de D. v. virgifera, em
condicdes de laboratério.

Converse & Grewal (1998), visando selecionar NEP para o controle de
Cyclocephala hirta LeConte, 1861 (Coleoptera: Scarabaeidae), verificaram que
o isolado NJ65 de S. glaseri foi o mais virulento entre os 22 isolados testados,
causando mortalidade larval de 76,5% em condi¢des de laboratério, apds trés

dias de exposicdo aos JI.
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TABELA 3. Porcentagem de mortalidade de larvas de terceiro instar de D.
speciosa por diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos na
concentragdo de 150 JI/inseto (temperatura de 25+1°C, UR 70£10% e fotofase
de 14 horas).

Tratamento (isolado de NEP) Mortalidade£EP (%)
Heterorhabditis sp. RSCO1 9442 34 a
Steinernema glaseri CCA 84+3.66 a
Heterorhabditis sp. JIPM04 8242.89 a
Heterorhabditis amazonensis RSC05 78+3,61 a
Heterorhabditis sp. RSC02 744,68 b
Heterorhabditis bacteriophora 722,89 b
Heterorhabditis sp. JPMO03 72+2.89 b
Heterohabditis sp. RSC03 70+3,76 b
Heterorhabditis sp. ALHO 68+3,61 b
Heterorhabditis sp. P1 68+4,39 b
Steinernema feltiae 662,99 b
Steinernema carpocapsae 64+4,55b
Heterorhabditis sp. SORGO 562,99 b
Steinernema anomali 54+4,42 b
Heterorhabditis sp. JPMO1 464234 ¢
Heterorhabditis sp. HP88 38+4,66 ¢
Steinernema riobrave 30+3,98 ¢
Testemunha 0+0d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).

Rohde (2007), em trabalho que visou selecionar NEP para o controle da

mosca-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae),
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verificou que o isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 causou a maior mortalidade
larval (87,5%) dentre os quatorze isolados testados em condi¢des de laboratério,
ndo diferindo estatisticamente apenas do isolado S. carpocapsae (86,3%).

Ellers-Kirk et al. (2000), testando os nematoides H. bacteriophora, S.
carpcapsae, S. feltiae e S. riobravis em larvas de A. vittatum, praga do pepino,
verificaram que todas estas espécies foram virulentas em condicdes de
laboratério.

As caracteristicas bioldgicas e comportamentais dos NEP podem afetar a
sua capacidade de busca, bem como a capacidade de infectar o inseto
hospedeiro, interferindo, dessa forma, na sua viruléncia e na sua eficiéncia como
agente de controle biolégico. Por isso, é fundamental que sejam realizados
estudos de selecdo de espécies e ou isolados de NEP, com a finalidade de
identificar aqueles que apresentam potencial para serem utilizados no manejo
integrado da praga-alvo.

Os resultados evidenciam que vérios isolados de NEP sdo virulentos
contra larvas de terceiro instar de D. speciosa e devem ser investigados, visando

ao controle desta praga em condi¢des naturais.

4.2 Efeito de diferentes concentracdes de nematoides entomopatogénicos

sobre ovos, larvas e pupas de D. speciosa

4.2.1 Teste com ovos
Niao houve efeito dos nematoides Heterorhabditis sp. RSCO1 e S.
glaseri sobre a mortalidade de ovos de D. speciosa em nenhuma das

concentracdes testadas (Tabelas 4 e 5).
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TABELA 4. Numero médio de larvas de primeiro instar de Diabrotica speciosa
eclodidas do total de dez ovos tratados e ndo tratados com as diferentes
concentragdes de JI de Heterorhabditis sp. RSCO1 (temperatura de 25£1°C, UR
70+£10% e fotofase de 14 horas).

Tratamento Média de larvas eclodidas/repeticao™
+ EP
Testemunha 8,6+1,29
25 Jl/ovo 4,6+0,74
50 Jl/ovo 5,8+1,64
100 Jl/ovo 6x1,64
150 Jl/ovo 6x1,11
200 Jl/ovo 4,4+1,91
250 JI/ovo 8+1,26

* Andlise de regressdo ndo significativa (p<0,05).

TABELA 5. Ndmero médio de larvas de primeiro instar de Diabrotica speciosa
eclodidas do total de dez ovos tratados e ndo tratados com as diferentes
concentragdes de JI de S. glaseri (temperatura de 25£1°C, UR 70+£10% e
fotofase de 14 horas).

Tratamento Média de larvas eclodidas/repeticao *
+ EP
Testemunha 7,6%1,23
25 Jl/ovo 7,4+1,52
50 JI/ovo 7,0£1,26
100 Jl/ovo 7,8+1,05
150 JI/ovo 7,0+1
200 Jl/ovo 7,6£1,35
250 Jl/ovo 5,8+1,55

* Andlise de regressao nao significativa (p<0,05).
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Estes resultados assemelham-se aos relatados por Jackon & Brooks
(1995) que, trabalhando D. v. virgifera, ndo verificaram efeito do nematoide S.
carpocapsae sobre a mortalidade de ovos deste inseto, em condi¢cdes de
laboratdrio.

Journey & Ostlie (2000), testando S. carpocapsae para o controle de D.
v. virgifera em campo, também verificaram que este isolado ndo apresentou
reducdo na viabilidade de ovos.

Segundo Jackson & Brooks (1995), a auséncia de infectividade de NEP
em ovos de vaquinhas pode estar relacionada & impermeabilidade dos ovos por
esses organismos. No entanto, Toepfer & Kuhlmann (2004) relataram a
ocorréncia natural de NEP nativos em ovos de D. v. virgifera na Europa Central,
entretanto, a identificacdo dos isolados ndo foi realizada.

Esses resultados diferem dos observados por Machado et al. (2005) que,
trabalhando com M. fryanus, verificaram mortalidade de 53,33% de ovos
inoculando 60 JI/ovo de Heterorhabditis indica Poinar et al. 1992, nido diferindo

da concentracdo de 600 JI/ovo (60%).

4.2.2 Testes com larvas de terceiro instar

A mortalidade de larvas causada por S. glaseri variou entre 34% e 90%,
nas concentracdes de 50 Jl/inseto e 200 Jl/inseto e entre 64% e 96%, nas
concentragdes de 50 e 300 Jl/inseto, quando aplicado Heterorhabditis sp.
RSCO1.

Foi encontrada relacdo entre as diferentes concentracdes dos dois
isolados estudados e a intensidade de mortalidade de larvas de D. speciosa, que
foi ajustada pelo modelo quadratico de regressdo (Figuras 9 e 10).

O ponto midximo de mortalidade observado para o isolado

Heterorhabditis sp. RSCO1 calculado pela equac@o resultante da andlise de
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regressdo foi observado na concentracdo de 217 Jl/inseto e, para o isolado S.

glaseri, na concentracdo de 237 Jl/inseto.

30 4 ¥=-0.000184x2 + 0.079857x + 1.252381
00 R2=0.89

Mortalidade (%)
o
S

O T T T T T T 1
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concentracio (JVinseto)

FIGURA 9. Relacdo entre as diferentes concentragdes de juvenis infectantes de
Heterorhabditis sp. RSCO1 e a mortalidade de larvas de Diabrotica speciosa
(temperatura de 25+1°C, UR 70+10% e fotofase de 14 horas).
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FIGURA 10. Relagao entre as diferentes concentracdes de juvenis infectantes de
S. glaseri e a mortalidade de larvas de Diabrotica speciosa (temperatura de
25%1°C, UR 70£10% e fotofase de 14 horas).
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Com base na projecdo da curva de regressao, observou-se um aumento
da mortalidade com o aumento da concentracdo até a concentracdo de 200
Jl/inseto, decrescendo na concentragdo de 250 Jl/inseto, em ambos os
tratamentos (Figuras 9 e 10). Estes resultados podem ser explicados por haver
competicdo entre os nematoides nesta condi¢do, interferindo na taxa de
infectividade (Selvan et al., 1993).

Selvan et al. (1993) verificaram que a proporcdo de nematoides S.
carpocapsae ¢ H. bacteriophora infectando larvas de G. mellonella também
declinou com o aumento da concentracdo de JI.

Rohde (2007), trabalhando com o nematoide Heterorhabditis sp. RSCO1
sobre larvas de C. capitata em diferentes concentragdes, observou um ponto
méaximo de mortalidade de 69,88% com a concentracdo de 293 Jl/inseto em
condicdes de laboratério.

Toepfer et al. (2005), testando a viruléncia de S. glaseri sobre larvas de
terceiro instar de D. v. virgifera em diferentes concentragdes, verificaram que
houve aumento na mortalidade de larvas com o aumento da concentragdo, sendo
observada uma mortalidade superior a 77% na concentracdo de 15,9 nematoides
por cm’.

Thurston & Yule (1990) verificaram que os NEP S. feltiae All e S.
bibionis Sn foram patogénicos as larvas de terceiro instar de Diabrotica barberi
Smith & Lawrence, 1967 (Coleoptera: Chrysomelidae), em condi¢des de
laboratério, sendo verificadas DLs, de 49 e 100 Jl/inseto, respectivamente.

Journey & Ostlie (2000), testando S. carpocapsae para o controle de D.
v. virgifera em campo, verificaram que os insetos foram susceptiveis ao
nematoide nas fases finais de desenvolvimento, isto €, no segundo e,
principalmente, no terceiro instar de desenvolvimento, apresentando controle

satisfatério apenas nestas fases do desenvolvimento.
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4.2.3 Testes com pupas

O isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 foi patogénico a pupas de D.
speciosa, causando mortalidade em todas as concentracdes estudadas.
Entretanto, a maior concentracdo testada (250 JI/inseto ou 31,44 JI/cmz) causou
mortalidade superior a 80% (Figura 11). Da mesma forma que o observado para
larvas, verificou-se relagdo positiva entre as diferentes concentragdes do isolado
Heterorhabditis sp. RSCO1 e a mortalidade de pupas de D. speciosa, sendo essa
relacdo ajustada pelo modelo quadritico de regressdo (Figura 11). O ponto
maximo de mortalidade calculado pela equacdo resultante da andlise de

regressdo foi observado na concentracio de 268 J1/inseto.

100 7
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y = -0.000083x2 + 0.044429x + 1.636905
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FIGURA 11. Relacdo entre as diferentes concentracdes de juvenis infectantes do
isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 e a mortalidade de pupas de D. speciosa
(temperatura de 25+1°C, UR 70£10% e fotofase de 14 horas).
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Jackson & Brooks (1995) verificaram que o nematoide S. carpocapsae
foi bastante virulento a pupas de D. v. virgifera, sendo observada uma DLs, de
2,408 Jl/inseto.

Yang et al. (2003), trabalhando com S. feltiae para o controle L.
suturalis, verificaram mortalidade de pupas de 97,1% e 83%, em condic¢des de
laboratdrio, nas temperaturas de 25° e 15°C, respectivamente.

O efeito dos nematoides sobre as pupas de D. speciosa maximiza a acio
desde entomopatdgeno na redugio da populagdo deste inseto no campo a longo
prazo, interferindo no crescimento populacional da praga e, consequentemente,
evitando reinfestacdes da praga. Além disso, a reducdo da populacio de adultos
no campo contribui para a redugfo das injurias que estes insetos causam na parte

aérea das plantas.

4.3 Efeito da temperatura sobre a mortalidade de larvas de D. speciosa por
nematoides entomopatogénicos

A temperatura influenciou na infectividade dos nematoides
Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri a larvas de terceiro instar de D. speciosa,
sendo observado um aumento na mortalidade com o aumento da temperatura.

Na temperatura de 15°C, os nematoides ndo causaram mortalidade
larval, em ambos os tratamentos (isolados de NEP). Nas demais temperaturas, a
mortalidade foi crescente com o aumento da temperatura para ambos os NEP
estudados, sendo essa relacdo ajustada pelo modelo linear de regressao (Figuras

12 e 13).
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FIGURA 12. Relagdo entre as diferentes concentracdes de juvenis infectantes
testadas do isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 e as diferentes temperaturas
sobre a mortalidade de larvas de Diabrotica speciosa (UR 70£10% e fotofase de
14 horas).
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FIGURA 13. Relacao entre as diferentes concentragdes de juvenis infectantes do
isolado S. glaseri e as diferentes temperaturas sobre a mortalidade de larvas de
D. speciosa (UR 70£10% e fotofase de 14 horas).
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Rohde (2007) verificou que houve relagdo diretamente proporcional
entre a viruléncia do entomopatdgeno Heterorhabditis sp. RSCO1 e o aumento
da temperatura, observando-se mortalidade maxima de larvas de C. capitata de
80% a 31°C, que foi a temperatura mais alta em que o bioensaio foi realizado.
Isso confirma a possibilidade de utilizacdo deste entomopatégeno para o
controle de insetos-praga de ocorréncia em regides de clima tropical.

Boivin & Belair (1989), trabalhando com S. feltiae para o controle de
Listronatus  oregonensis LeConte, 1857 (Coleoptera: Curculionidae),
verificaram um decréscimo na TLsy com o aumento da temperatura.

A temperatura é o principal fator que interfere na mobilidade dos
nematoides e, consequentemente, no gasto das suas reservas nutricionais e na
sobrevivéncia dos JI (Molyneux, 1985). Nas temperaturas mais baixas, os
nematoides cessam a movimentacio, enquanto que nas temperaturas mais altas
permanecem em intenso movimento, gastando assim mais energia (Andalé et al.,
2006).

A reduc@o na mortalidade de larvas de D. speciosa nas temperaturas
mais baixas, para ambos os isolados testados, € um fator que deve ser levado em
consideracdo no momento de utilizacdo deste entomopatégeno no campo, tendo
em vista a sua ampla distribuig@o territorial e as diferentes condi¢des climaticas
nas regides em que este inseto se desenvolve. Em ambientes mais frios, a

mortalidade dos insetos em curto periodo de tempo poderd ser afetada.

4.4 Susceptibilidade de larvas de D. speciosa a nematoides
entomopatogénicos em condicoes de casa de vegetacio

O nematoide Heterorhabditis sp. RSCO1 reduziu a sobrevivéncia de
larvas de D. speciosa no solo em todas as concentracdes testadas, quando

comparado a testemunha, sem, no entanto, diferirem entre si (Figura 14).
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FIGURA 14. Porcentagem média de sobrevivéncia de larvas de D. speciosa nas
diferentes concentracdes de juvenis infectantes de Heterorhabditis sp. RSCO1
por vaso, em condi¢cdes de casa de vegetacio.

A ndo constatacao de diferencas de mortalidade de larvas de D. speciosa
entre as quatro concentragdes testadas evidencia que a concentragio de 6.500 JI
foi suficiente para causar a mortalidade maxima em casa de vegetacdo, sendo
desnecessdria a utilizagdo de concentracdes mais elevadas nesta condigao.

Nos vasos tratados com nematoides, observou-se a sobrevivéncia média
de 28,35%, 26,66%, 30% e 23,35% de larvas de D. speciosa, para as
concentra¢des de 6.500 (31,44 JW/em?), 13.000 (62,88 JI/cm?), 26.000 (125,76
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Jl/cm?) e 52.000 (251.52 Jl/cm?) JT/repeticio, respectivamente. Na testemunha, a
sobrevivéncia média larval foi de 88,35%.

Estes resultados assemelham-se aos observados por Riga et al. (2001).
Testando a eficiéncia dos nematoides S. glaseri e S. feltiae contra quatro
espécies de pragas do milho, dentre elas as larvas de vaquinhas, em condicdes de
laboratorio e casa de vegetacao, estes autores verificaram que ambas as espécies
testadas apresentaram efeito sobre a mortalidade de todas as espécies de pragas,
resultando em menor incidéncia de injdrias nas plantas de milho nas parcelas
que receberam os tratamentos com NEP em relag@o a testemunha.

A concentragdo de Heterorhabditis sp. RSCO1 que causou a mortalidade
maxima de larvas de D. speciosa em condicdes de laboratério e casa de
vegetagio (31,41 Jl/cm®, equivalente a 3,1 x 10’ JI/ha.) aproxima-se da
concentragdo utilizada por Yang et al. (2003) que, trabalhando com S. feltiae
para o controle de L. suturalis no campo, verificaram reducéo larval de 77,8% na
concentracio de 30 JI/cm®, ap6s 38 dias de tratamento e 92,4%, apés cem dias
de tratamento. Entretanto, Wright et al. (1993), trabalhando com S. carpocapsae
para o controle de D. v. virgifera aplicados no campo, no sistema de irrigacio
com pivo-central na cultura do milho, observaram redugdo na taxa de injurias
nas plantas, bem como na emergéncia dos adultos, com a aplicacio de
nematoides nas concentracdes de 1,2 e 2,5 x 10° Jl/ha., superiores a mencionada
nesta pesquisa. Da mesma forma, Thurston & Yule (1990), testando os
nematoides S. feltiae All e S. bibionis Sn contra larvas de D. barberi no campo,
na cultura do milho, observaram que ambas as espécies de NEP testadas
reduziram o nimero de larvas no solo com relacdo a testemunha, nas
concentracdes de 1,3 x 10° JI/ha e 1,3 x 10° JT/ha, ndo constatando diferenca
entre as espécies ou entre as concentragdes testadas.

Toepfer et al. (2008), trabalhando com NEP para o controle de larvas de

D. v. virgifera em condi¢cdes de campo na cultura do milho, constataram que
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todas as espécies de nematoides testadas (H. bacteriophora, S. feltiae e H.
megidis) causaram reducdo na populacio do inseto no solo. Entretanto, a espécie
mais virulenta foi H. bacteriophora, que causou redugido de 81%. Os mesmos
autores verificaram também que as espécies testadas reduziram a porcentagem
de injurias nas plantas, comprovando o potencial dos NEP para o controle de
larvas de vaquinhas na cultura do milho.

Kurtz et al. (2007) também demonstraram que as espécies H.
bacteriophora, H. megidis e S. feltiae apresentam capacidade de estabelecimento
na cultura do milho por um periodo de até cinco meses, sendo promissoras para
o controle de D. v. virgifera nesta cultura, com aplica¢des inundativas desses
NEP no campo.

O sucesso que os NEP vém demonstrando em estudos de laboratdrio,
casa de vegetacdo e campo no controle de larvas de vaquinhas, bem como os
resultados obtidos neste estudo em laboratério e casa de vegetacdo, confirma o
grande potencial de Heterorhabditis sp. RSCO1 para o controle de larvas de D.
speciosa. Pode ser vidvel a sua utilizacdo em estudos de campo visando ao
controle desta praga em culturas tais como do milho irrigado e, especialmente,
na da batata que, além de ser cultivada em dreas menores, requer bastante
umidade para seu desenvolvimento, caracteristica que favorece a sobrevivéncia e
o desempenho dos NEP.

Apesar de esta pesquisa ter sido instalada somente em cultura de milho,
¢ importante que este tipo de estudo seja realizado também com a cultura da
batata, ou com outras culturas de interesse pratico. A mudanga de cultura em que
se deseja controlar a praga pode também influenciar o desempenho do
entomopatégeno, principalmente em condicdes de campo, pois os tratos
culturais, como uso de agrotdxicos, irrigacdo, o tipo de solo, as caracteristicas

morfoldgicas das plantas, entre outros fatores, sdo diferentes entre as culturas.
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O estudo em casa de vegetacdo foi realizado apenas com o isolado
Heterorhabditis sp. RSCO1, devido a maior facilidade de multiplicacio.
Entretanto, a investigacdo em estudos posteriores com S. glaseri, bem como dos
demais NEP que foram virulentos as larvas de D. speciosa é viavel, pois o
desempenho de um nematoide em condi¢des de casa de vegetacdo e campo pode
ser diferente do desempenho apresentado em condi¢des de laboratério ou entre
as diferentes regides de ocorréncia da praga.

O nematoide S. glaseri apresenta grande tolerancia as condicdes
adversas de temperatura e a falta de alimento (Molyneux, 1985; Grewal et al.,
1994), além de apresentar o comportamento de busca do tipo “cruiser”’, que
permite o seu deslocamento a procura do inseto hospedeiro (Lewis et al., 1992;
Kaya & Gaugler, 1993). Esta espécie de nematoide também tem sido utilizada
em estudos visando o controle de outras pragas de solo, como o besouro japonés
Popillia japonica Newman (Coleoptera: Scarabaeidae) (Selvan et al., 1994), a
vaquinha D. v. virgifera (Toepfer et al., 2005), o coré C. hirta (Converse &
Grewal, 1998) e a lagarta Pseudaletia unipuncta Haworth (Lepidoptera:
Noctuidae) (Medeiros et al., 2000), entre outras.

E importante ressaltar que a utilizacio de nematoides nativos deve ter
prioridade sobre os exdticos e eles devem ser aplicados em dultimo caso,
respeitando-se as condi¢des impostas pela legislacdo vigente. Além disso, os
isolados nativos apresentam maiores chances de adaptagdo as condigdes
ambientais do Brasil, bem como a entomofauna local (Dolinski & Moino Jr.,
2006).

Nesta pesquisa, vdrios isolados nativos foram utilizados e apresentaram
potencial para o controle de larvas D. speciosa. Estes devem ser também
investigados com relacdo a sua especificidade, procurando utilizar
comercialmente somente aqueles que apresentarem maior seletividade aos

inimigos naturais (Dolinski & Moino Jr., 2006).
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5 CONCLUSOES

Todos os isolados de nematoides entomopatogénicos testados sdo

patogénicos as larvas de terceiro instar de D. speciosa.

Os isolados Heterorhabditis sp. RSCO1, S. glaseri, Heterorhabditis sp.
JPMO04 e Heterorhabditis sp. RSCOS sdo os mais virulentos para larvas

de terceiro instar de D. speciosa.

A fase de ovo de D. speciosa nao € susceptivel aos isolados

Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri.

A fase de pupa de D. speciosa € susceptivel ao nematoide

Heterorhabditis sp. RSCO1.

A viruléncia de Heterorhabditis sp. RSCO1 e S. glaseri para larvas de D.
speciosa € diretamente proporcional ao aumento da temperatura no

intervalo de 15° e 28°C.
O isolado Heterorhabditis sp. RSCO1 causa redug@o na sobrevivéncia de

larvas de terceiro instar de D. speciosa no solo, em condi¢des de casa de

vegetacao.
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