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RESUMO

PINTO, Carla Cristina da Silva; M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Abril de 2009. Efeito de substratos com diferentes
classes texturais na mobilidade do Nematéide entomopatogénico
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Rhabditida: Heterorhabditidae). Orientador:

Profa. Claudia de Melo Dolinski.

Os nematéides entomopatogénicos (NEPs) (Rhabditida: Heterorhabditidae
and Steinernematidae) sdo utilizados no controle biolégico de insetos pragas.
Diante disto, existe grande interesse no conhecimento das condicbes ambientais
que possam favorecer sua sobrevivéncia e movimentagdo no solo. A
sobrevivéncia e sucesso no controle de insetos dependem da habilidade de
persisténcia e disperséo destes juvenis infectantes (JIs) no solo. O objetivo deste
trabalho foi determinar o efeito das diferentes classes texturais na mobilidade do
nematdide entomopatogénico Heterorhabditis baujardi LPP7. Os Jls foram
quantificados e as concentracdes foram ajustadas a 10.000 IJ / 30mL em agua
destilada. Os bioensaios foram realizados em tubos de PVC com 1 m de
comprimento e 150 mm de diametro. O total de 40 larvas de Galleria mellonella foi
adicionado para cada tubo de PVC confinadas em tela metalica, para cada classe

textural testada: areia, franco- argilo-arenosa, franco-argilosa e argila. Cada tubo
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foi preenchido com 4 kg de substrato previamente solarizado e com umidade
ajustada a 12% (peso/ volume). Para cada classe textural testada, larvas de G.
mellonella foram colocadas as distancias de 30, 60 e 90 cm do ponto de aplicacao
dos Jls. Apés 12 dias, as larvas e pupas foram recuperadas, e as mortalidades
foram guantificadas ao dissecar as larvas em lupa para verificar a infec¢cdo pelos
nematoides. Os resultados demonstraram que a mortalidade das larvas de G.
mellonella apresentou interagdo significativa entre a varidvel distancia e classe
textural. As maiores médias de mobilidade e infectividade ocorreram para as
classes areia e franco- argilo- arenosa. A mortalidade das larvas de G. mellonella
foi elevada para as classes areia e franco-argilo-arenosa a distancia de 30 cm
(39,9 e 39,2), do que para franco—argilosa (19,0). As taxas de mortalidade para as
distancias de 60 e 90 cm, somente foi computada para as classes areia (33,8 e
15,2) e franco-argilo-arenosa (19,0 e 6,0). Nenhuma mortalidade foi observada
para a classe franco-argilosa a 60 e 90 cm. Para a classe argila ndo se observou
infecg@o para nenhuma das distancias avaliadas. Os dados mostraram que os JIs
de Heterorhabditis baujardi LPP7, sdo muito moveis em substratos mais
arenosos, o que contribui para sua maior eficiéncia de uso no controle biolégico

de insetos pragas, em areas onde os teores de argila sdo menores.

Palavras- chave: mobilidade, classes texturais, Heterorhabditis baujardi LPP7.
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ABSTRACT

PINTO, Carla Cristina da Silva; M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. April, 2009. Effect of substrates with different
textures classes in the mobility of entomopathogenic nematode
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Rhabditida: Heterorhabditidae). Major adviser:
Ph.D. Claudia de Melo Dolinski.

Entomopathogenic nematodes (EPNs) (Rhabditida: Heterorhabditidae and
Steinernematidae) are used as biological control agents against insects pests.
Therefore there is a great interest in studying the environmental conditions that
favor their survival and movement in the soil. The survival and success in
controlling insects depends on infective juveniles (l1Js) ability to persist and
disperse in the soil. The objective of this research was to determine the effects of
different textures classes on mobility of the entomopathogenic nematode
Heterorhabditis baujardi LPP7. The 1Js were quantified and concentrations were
adjusted to 10.000 1J/ 30 mL in distilled water. Bioassays were realized PVC pipes
1 m long and 150 mm in diameter. A total of 40 Galleria mellonella larvae were
added to each PVC pipe confined in metallic screen in each texture class tested:

sandy, sandy clay loam, clay loam and clay. Each pipe was filled with 4 kg of
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substrate previously placed in a solar collector, and adjusted to 12% humidity
(weight/volume). In each texture class tested, G. mellonella larvae were placed at
a distance of 30, 60 and 90 cm from the application point of the JIs. After a 12 day
period, larvae and pupae were recovered, and mortality was quantified under a
dissected magnifying glass to verify nematode infection. Our results showed that
the average mortality of G. mellonella larvae presented a significant interaction
between the variables distance and textural class. The greatest average mobility
and infectivity occurred for the classes sand and sandy clay loam. The mortality of
the G. mellonella larvae was higher in the classes sand and sandy clay loam at the
distance of 30cm (39,9 and 39,2), than in clay loam (19,0). The mortality rate for
the distances of 60 and 90 cm, was only computed for the classes sand (33,8 and
15,2) and sand clay loam (19,0 and 6,0). No mortality was observed for the class
clay loam at 60 and 90 cm. For class clay infection was not observed for all of the
distances evaluated. The data showed that 1Js of Heterorhabditis baujardi LPP7,
are very movable in sandy substrate, what contributes to her larger use efficiency
in the biological control of insects pests, in areas where the clay contents are

smaller.

Key-words: mobility, texture classes, Heterorhabditis baujardi LPP7.
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1- INTRODUCAO

Os insetos pragas ocasionam perdas da ordem de 2,2 bilhdes de dolares nas
principais culturas brasileiras (Bento, 1999). Portanto, sdo considerados um dos
fatores limitantes no aumento da producao de alimentos. Diante disso, o controle de
pragas tem sido objeto de estudo em varios projetos de pesquisa, com maior
enfoque no controle quimico e cultural.

As principais medidas de controle de pragas agricolas desenvolvidas nas
ultimas décadas tém como base a utilizagdo de inseticidas sintéticos. Contudo,
alguns questionamentos sobre a viabilidade e seguranga dessa tecnologia tém sido
feitos, principalmente devido aos efeitos indesejaveis, como a contaminagao
ambiental e a persisténcia dos residuos nos alimentos (Gaugler, 1988; Georgis e
Hague, 1991; Georgis, 1992). Atualmente, ha uma forte demanda por tecnologias
“limpas”, que atendam aos preceitos sociais de preservacido do meio ambiente e a
producdo de alimentos de qualidade, de forma a promover uma agricultura
sustentavel.

O controle biolégico tem se destacado como alternativa promissora para o

controle fitossanitario de pragas e doengas. Dentre os agentes biocontroladores, os
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nematoides entomopatogénicos (NEPs) destacam-se pelo seu potencial no controle
de alguns insetos pragas, sendo assim utilizados como ferramenta para os
programas de manejo integrado de pragas (MIP) (Ehlers, 1996).

NEPs vém sendo largamente testados no controle biolégico de pragas (Kaya
e Gaugler, 1993). A utilizacdo destes agentes € uma opgado no manejo de pragas
presentes no solo e em locais criticos e se destacam, sobretudo, pelas
caracteristicas de inocuidade ao meio ambiente e a saude humana (Glaugler e Han,
2002).

Estudos da biologia e epidemiologia tém sido realizados principalmente com
agentes pertencentes as familias Heterorhabditidae e Steinernematidae, em razao de
seu elevado potencial de controle. Testes de patogenicidade tém revelado a eficacia
destes agentes no controle de varias pragas. Além disso, efeitos na reducdo da
producao de ovos e juvenis de nematodides parasitos de plantas também tém sido
verificados (Smiths, 1997; Lewis e Grewal, 2005).

Outros trabalhos também demonstraram que € possivel a interacdo entre
NEPs e alguns fungos biocontroladores de pragas. Neste caso, verificou-se que a
associacdo entre nematdides Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar e David e
Metarhizium anisopliae Metchnikoff ou Steinernema carpocapsae e Beauveria
bassiana Balsamo aumentou a mortalidade da larva de Curculio caryae Horn
(Coleoptera: Curculionidae) (Shapiro et al., 2005).

Os NEPs destacam-se pelo seu potencial para persistir no solo por
determinado tempo, garantindo sua sobrevivéncia em diversos sistemas de produgao
agricola (Kaya e Gaugler, 1993). Essa persisténcia se da pela presenga de uma
dupla cuticula no estadio de juvenil infectante (JI), ou seja, a cuticula do segundo e a
do terceiro estadio (J2 e J3, respectivamente) ficam retidas. Contudo, alguns estudos
tém revelado uma variagao entre as pesquisas de campo e os resultados obtidos em
laboratorio, o que tem comprometido a aceitagdo dos NEPs em programas de
manejo integrado de pragas agricolas (Gaugler, 1988; Klein, 1990; Smith, 1999).

Isso é agravado quando resultados obtidos em laboratérios sdo contrastantes

em relacdo aos de campo (Efron et al.,, 2001; Wilson e Gaugler, 2004). Tal fato



sugere a necessidade de mais pesquisas sobre a biologia e ecologia destes agentes,
bem como de seus insetos alvo em associagdo com o meio ambiente.

O comportamento dos NEPs e sua eficiéncia sao afetados por fatores
ambientais, com destaque para os raios ultravioleta (U.V), umidade, temperatura,
densidade e textura do solo (Kaya, 1990; Ames, 1990; Kung et al., 1991; Babercheck
e Kaya, 1991a; Gaugler et al., 1992; Griffin, 1993; Grewal et al., 1994; Koppenhdfer
et al., 1995; Fuijiie et al., 1996; Fujiie e Yokoyama, 1998; Portillo-Aguilar et al., 1999;
Lewis, 2002). Kaya (1990) afirma que as interagdes de todos esses fatores podem
alterar desde a sobrevivéncia até a capacidade de infecgdo do nemataéide.

Em condigdes ideais para a sobrevivéncia e agao dos NEPs, os primeiros 25
a 65 cm do solo devem estar bem irrigados, para permitir 0 movimento desses
agentes no solo (Shetlar, 1999). A umidade tem sido reconhecida como um dos mais
importantes fatores do solo, que afeta a sobrevivéncia, viruléncia e persisténcia dos
JIs (Klein, 1990; Curran, 1993; Grant e Villani, 2003a, 2003b).

A textura do solo também precisa ser adequada, pois afeta a sobrevivéncia e
a movimentacéo dos Jls (Shapiro et al., 2006). Por isso, ao utilizar NEPs a campo, é
importante que se fagam estudos para pleno aproveitamento de seu potencial de
controle, e a habilidade de deslocamento dos Jls & determinante no controle de
pragas agricolas (Kaya e Gaugle, 1993).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a mobilidade do nematdide
entomapatogénico Heterorhabditis baujardi Phan, Sabbotin, Nguyen e Moens, LPP7

em substratos de diferentes classes texturais.



- Objetivos especificos

- Analisar a capacidade de mobilidade do nematdide entomopatogénico
Heterorhabditis baujardi LPP7 para as distancias lineares de 30, 60 e 90cm em

substratos de diferentes classes texturais, através da mortalidade;

- Verificar a possivel correlagéo entre as variaveis fisicas e quimicas das seguintes
classes texturais: areia, franco-argilo-arenosa, franco-argilosa e argila e a mobilidade
do nematdide H. baujadi LPP7.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nematoéides Entomopatogénicos (NEPs): Taxonomia e biologia

Os NEPs tém sido isolados dos solos em diferentes ecossistemas, que
incluem regides do artico aos trépicos, e isolados de varios insetos hospedeiros
(Hominick et al., 1996). Estes nematdides pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda:
Secernentea) e as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae (Adams e Nguyen,
2002). Os géneros Steinernema Travassos, 1927 e Neosteinernema Nguyen e Smart,
1994 estdo incluidos na familia Steinernematidae, enquanto que o género
Heterorhabditis Poinar,1976 na familia Heterorhabditidae. Atualmente sao
reconhecidas 41 espécies do género Steinernema, uma do género Neosteinernema
e 12 do género Heterorhabditis (Adams et al., 2006). 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).

Esses nematdides possuem associagao simbionte com bactérias

patogénicas dos géneros Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp. (géneros
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Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente) (Poinar, 1990), apresentam
capacidade de infectar e matar insetos no solo e em ambientes criticos em 24 a 72
horas, por isso chamados entomopatogénicos (Dowds e Peters, 2002).

Esses nematodides possuem as fases de ovo, juvenil e adulto. A fase juvenil é
composta por quatro estadios (J1, J2, J3 ou juvenil infectante e J4). O juvenil
infectante (JI) € o estadio em que o nematodide € encontrado no solo carregando as
bactérias simbiontes. Essas bactérias sao transportadas na parte anterior do
intestino ou em uma vesicula no intestino dos JIs dos géneros Heterorhabditis e
Steinernema, respectivamente.

Em ambos os géneros o processo de infecgao se inicia quando os Jls entram
em contato com o hospedeiro, e 0 penetram por suas aberturas naturais: boca, anus
elou espiraculos (Forst e Clarke, 2002). Os Jls de Heterorhabditis podem penetrar
também diretamente pela cuticula, devido a presenca de um dente quitinoso na sua
extremidade anterior (Kaya e Gaugler, 1993). Apds a penetracado, estes agentes
seguem para a hemocele, onde liberam as células das bactérias simbiontes, que se
multiplicam, liberam toxinas, e iniciam um processo de infeccdo generalizada
(septicemia) e O6bito do inseto hospedeiro. As bactérias também produzem
antibidticos que exercem a fungao de protegao dos nematdides, os quais continuam
os seus ciclos de desenvolvimento, e se alimentam das células bacterianas e tecidos
degradados do inseto (Forst e Clarke, 2002; Sicardi et al., 2004).

No género Heterorhabditis na primeira geragdo ocorrem fémeas hermafroditas
que se autofecundam e produzem os demais estadios (ovo, J1, J2, J3 e J4), que irdo
se diferenciar em machos e fémeas na segunda geracdo (Poinar, 1990). No género
Steinernema, a primeira e a segunda geracao sao formadas por machos e fémeas, e
com a fecundacdo havera o desenvolvimento dos demais estadios de juvenis
reiniciando o ciclo (Forst e Clarke, 2002). Apds duas ou trés geracdes, quando o
alimento é esgotado, os JIs saem do inseto cadaver e vao para o solo a procura de

novos hospedeiros (Grewal e Georgis, 1998) (Figura 1).



-

2-3 generations

N,

J

Figura 1. Ciclo de vida dos nematoides do género Heterorhabditis sp. Fonte: Dolinski.

O processo de dispersdao dos NEPs € um mecanismo de comportamento
essencial para sua sobrevivéncia e infeccdo de novos insetos hospedeiros. O
conhecimento da estratégia de busca € essencial na escolha da espécie de NEPs
para o controle de uma praga alvo.

Os Jls séo atraidos por produtos da atividade fisioldgica do hospedeiro, como
a respiragdo, que produz diferentes gradientes de CO; (diéxido de carbono)
(Zuckerman e Jansson, 1984; Gaugler et al., 1989). De acordo com Grewal et al.
(1994), JIs de H. bacteriophora Poinar, H. megidis Poinar, Jackson e Klein, S.
anormali Kozodoi, S. glaseri Steiner, S. feltiae Filipjev e espécies de Steinernema
responderam de forma direcional e positiva aos compostos liberados pelo inseto.
Outros compostos também podem influenciar na atracdo de NEPs. Estudos de
Kanagy e Kaya (1996) ao investigarem o comportamento de quimiotaxia em

nematdides em testes realizados em placas de Petri, concluiram que individuos de S.



carpocapsae foram atraidos por sementes de cravo em estadio de germinagao e
fragmentos de raizes nao-estéreis de cravo e tomate. Segundo Boff et al. (2002), os
JIs sdo estimulados a se mover devido a presenca de compostos quimicos que se
formam nas raizes, larvas ou através da combinagdo de ambos. Boff et al. (2001)
observaram que em raizes de morango, utilizando G.mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae), Otiorhynchus sulcatus Fabricius (Coleptera: Curculionidae) e H. megidis
que a resposta de movimentacéo dos Jls, esta relacionada com a fonte de estimulo,
uma vez que obtiveram alta resposta para G. mellonella, enquanto que a
combinagdo de O. sulcatus e raizes de morango aumentou positivamente as
respostas de H. megidis, quando comparado com O. sulcatus individualmente.
Raizes de certas espécies de plantas comprometem a habilidade de busca dos
NEPs pelo hospedeiro, porém a intensidade e direcdo da resposta variam de acordo
com o NEP aplicado (Cutler e Webster, 2003).

De acordo com a estratégia de busca os NEPs podem ser classificados
como: “ambusher” ou “cruiser” (Lewis et al., 2006). Fazer nictacdo, ou seja,
suspender o corpo e sustenta-lo sobre a ponta da cauda € uma caracteristica de
espécies “ambushers”. A parte anterior do nematdide fica livre, e, ele aguarda a
passagem de um hospedeiro e quando isso ocorre langa-se sobre ele. Sdo exemplos
de NEPs que fazem nictagdo, S. carpocapsae Weiser e S. scapterisci Nguyen e
Smart (Lewis et al., 1993). Heterorhabditis. bacteriophora e S. glaseri séo
nematoides com estratégica de busca “cruiser’, que buscam o hospedeiro
ativamente no solo, respondem aos seus volateis e deslocam-se até localiza-lo
(Ishibashi e Kongo, 1990). Além disso, existem espécies de NEPs que podem
apresentar ambos os comportamentos: “ambusher” e “cruiser’”, dependendo da
proximidade do inseto, como no caso de S. feltiae (Grewal et al., 1994a).

O mecanismo apropriado de busca do inseto hospedeiro é essencial. Portanto,
a estratégia “ambusher” S. carpocapsae, por exemplo, € apropriada para o controle
de insetos que se movimentam na regido mais superficial do solo, enquanto que, os
com a estratégia “cruiser’, que se movimentam ativamente no solo, como H.
bacteriophora, sdo adequados para suprimir insetos menos moveis abaixo da

superficie do solo (Lewis, 2002). Ao avaliar a capacidade de deslocamento do
8



nematoide S. carpocapsae, Wennemam et al. (2004) observaram que houve maior
deslocamento no sentido vertical do que no horizontal. Em estudos de distribuicdo de
NEPs, populagdes naturais de S. carpocapsae foram encontradas na camada mais
superficial do solo (1-2 cm), ao passo que H. bacteriophora se encontrava distribuido
em toda a superficie a 8 cm de profundidade do solo (Campbell et al., 1995). Ja se
tem conhecimento da facil mobilidade de H. bacteriophora no solo, mostrando a alta
habilidade para buscar hospedeiros em diferentes profundidades (Campbell et
al.,1996).

Nematdides com estratégia de busca “cruiser” percebem seu hospedeiro por
meio da quimiorrecepgdao e seu comportamento € mais eficiente em substratos
arenosos, enquanto que os “ambusher” se mostram mais eficazes que os
nematdides “cruiser” em ensaios realizados com papel filtro como substrato e menos

sensiveis a quimiorrecepgao (Grewal et al., 1994b).

2.2 — Controle biolégico utilizando NEPS

Os NEPs sao considerados ambientalmente seguros e nao toxicos para
vertebrados, desta forma sao isentos de registro e regulamentagdo na maior parte
dos paises, o que favorece seu uso e o desenvolvimento de novas formulacdes
(Neves et al., 2000). Gaugler (1988) infere que NEPs podem ser multiplicados em
grandes quantidades tanto “in vivo” quanto “in vitro”. Testes de patogenicidade
demonstraram que aproximadamente 17 ordens e 135 familias de insetos sao
susceptiveis aos NEPs (Akhurst e Smith, 2002). O uso de NEPs no controle de
pragas agricolas ja vem sendo testado desde a década de 70 (Kaya e Gaugler,
1993), mas nos ultimos dez anos estudos vém se intensificando tanto em laboratério
como em aplicagdes a campo (McCoy et al., 2000).

No Brasil ja é conhecido o efeito positivo dos NEPs no controle do gorgulho-
da-goiaba, Conotrachelus psidii Marshall (Coleoptera: Curculionidae), tanto em
condigdes de laboratério como a campo, com destaque para a espécie H. baujardi

Phan, Subbotin, Nguyen e Moens LPP7 nativa do Brasil e que possui elevado
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potencial para atuar no controle biolégico também de outras pragas (Dolinski et al.,
2006, 2007). Ao estudar a viruléncia de NEPs em larvas do gorgulho-da-goiaba em
placas de Petri, todas as espécies e linhagens testadas apresentaram alta
mortalidade quando comparada ao controle, sendo que as quatro linhagens de
Heterorhabditis foram mais virulentas (75,5 a 84,5 %), que as espécies de
Steinernema (33,5 a 66 %) (Dolinski et al., 2006).

Estudos também demonstraram a eficacia no uso dos NEPs no controle de
carrapato de bovino (Vasconcelos, 2004, Freitas-Ribeiro et al., 2005, Reis, 2005). A
espécie H. indica Poinar, Karanukar e David LPP4, também se mostrou muito
eficiente em suprimir populacbes de estipes resistentes a carrapaticida de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Canestrini (Acari: Ixodidae),
com controle acima de 90% na concentragdo de 960 JIs/fémea (Machado et al.,
2007). Em uma avaliagdo da eficiéncia do NEP Heterorhabditis sp. (CB-n5) no
parasitismo de ovos de Migdolus fryanus Westwood (Coleoptera: Cerambycidae) em
condicbes de laboratorio, verificou-se uma elevada capacidade de parasitismo,
destacando-se como uma alternativa dentro do programa de manejo das larvas de
M. fryanus na cultura da cana-de-agucar pelos produtores do Estado de Sao Paulo
(Machado et al., 2003).

Andalo et al. (2004), ao realizarem trabalho de sele¢c&o de isolados de NEPs
para a cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro Dysmicoccus texensis Tinsley (Hemiptera:
Pseudococcidae), observaram que as fémeas adultas do inseto apresentaram
susceptibilidade ao isolado de S. carpocapsae a baixas concentragbes (25
JIs/inseto). Experimentos utilizando H. indica IBCB-n05 no controle de Alphitobius
diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae) sob comedouros em granja avicola
se mostraram muito eficazes. Apds doze dias da aplicacdo, o nematdide causou
94%, 97% e 100% de mortalidade das larvas para as dosagens de 0,4, 4,0 e 40
JlI/ecm2, respectivamente (Rodrigueiro et al., 2008).

Resultados promissores obtidos em laboratério ou a campo tém sido citados
por todo mundo. Shapiro-llan et al. (2008), ao fazerem aplicagdes de S. riobrave 3-8b
e 335 em areas demarcadas com ameixeiras selvagens, constataram que houve

supressédo na emergéncia do gorgulho da ameixa, Conotrachelus nenuphar Herbest
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(Coleoptera: Curculionidae). As aplicagcbes contra as larvas de C. nenuphar
apresentaram altos niveis de mortalidade para S. ribrave 355 (100 %) durante os
dois anos de experimento, enquanto que as areas tratadas com S. riobrave 3-8b,
resultaram em controle de 98,6 % e 87,9 %. Kim e Alston (2008), em estudos de
laboratdrio, também obtiveram maiores indices de mortalidade de C. nenuphar. Para
os estadios de pupa e adultos infectados com H. bacteriophora a concentragdes de
500 JIs do que para os outros tratamentos (100 JIs de H. bacteriophora; 100 JIs e
500 JIs de S. feltiae). A mortalidade neste estadio de vida foi baixa com S. feltiae.
Todas as pupas e adultos do gorgulho da ameixa foram susceptiveis aos
nematoides, contudo H. bacteriophora foi mais virulento que S. feltiae.

Diaprepes abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae) é outro inseto que tem
sido muito estudado por gerar grandes prejuizos em plantas de interesse econémico.
Ao avaliar a eficiéncia de nematéides na supressao de D. abbreviatus em solos com
elevado conteudo de argila (Oxisol) foi detectado mortalidade de 100% de larvas em
vasos que receberam S. riobrave TP ou em vasos contendo S. riobrave 355. A
mortalidade causada por S. riobrave foi mais elevada para as larvas de D.
abbreviatus em relagédo a S. diaprepesi Nguyen e Duncan e H. megidis (Jenkins et
al., 2008).

A combinagao de fungos e nematdides entomopatogénicos também mostrou a
viabilidade de uso e sucesso no controle de insetos pragas. Barbercheck e Kaya
(1991b) investigaram a interagao de H. bacteriophora e Beauveria bassiana Balsamo
Vuillemin (Moniliales: Moniliaceae) contra larva de Spodoptera exigua (Lepidoptera:
Noctidae), e mostraram que ao associar os dois agentes de controle, elevou-se a
taxa de mortalidade comparada ao uso individual. Isolados de H. bacteriophora JPM4
e dos fungos Metarhizium anisopliae Metchnikoff Sorokin (Hypocreales:
Clavicipitaceae) denominados LPP45 e LPP39, causaram altas taxas de mortalidade.
Isoladamente, JPM4 e LPP45 causaram 100% de mortalidade e LPP39 66%, porém
ao combinar JPM4 com LPP39, houve 100% de mortalidade ocorrida em menor
periodo de exposi¢ao aos agentes (Acevedo et al., 2007).

E notdria a eficiéncia dos NEPs no controle de pragas, mas o conhecimento

de seus efeitos sobre a populacdo de nematdides fitoparasitas ainda € pouco
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conhecido (Lewis e Grewal, 2005). Por outro lado, o efeito antagénico entre NEPs e
fitoparasitas ja havia sido demonstrado por pesquisas realizadas por Bird e Bird
(1986) e Ishibashi e Kondo (1986). Bird e Bird concluiram que houve uma reducéo da
infestacdo de Meloidogyne javanica Treub em plantas de tomateiro aplicando-se S.
glaseri. Fato reforgado por Ishibashi e Kondo, que em estudos fazendo uso tanto de
S. glaseri como de S. feltiae evidenciaram ndo apenas a redugao da populacado de
diferentes fitonematdides, assim como aumentaram as populacbes de nematdides
rhabditideos bacteriofagos. Estudos desenvolvidos por Pérez e Lewis (2004)
indicaram que a pré e pos aplicagdo de JIs vivos de S. feltiae diminuiram a
penetracao de juvenis de M. hapla (Chitwood) em raizes de tomateiro.

Recentemente, Acevedo (2008) afirmou que tanto JIs vivos como mortos de
H. baujardi LPP7 e S. feltiae Sn influenciaram negativamente a infeccédo de
tomateiros com ovos e J2 de M. mayaguensis Rammah e Hirschmann, ocasionando
reducdo no numero de galhas. O fato de JIs mortos apresentarem resultados
significativos estaria relacionado a possiveis compostos eliminados por estes e/ou
sua bactéria simbionte, gerando efeito direto ou indireto no comportamento do
fitonematdide.

Varios trabalhos afirmam que aleloquimicos produzidos pelos JIs dos NEPs ou
por suas bactérias simbiontes surtem efeitos repelindo e/ou intoxicando algumas
espécies de fitonematoides (Grewal et al., 1999; Hu et al., 1999; Li e Webster, 1999;
Jagdale et al., 2002). Além disso, de acordo com Siddiqui e Mahmood (1999), os
efeitos repelentes podem degradar os exudados da raiz, alterando o comportamento
de fitonematdides quanto a atracao pelas raizes.

Resultados de Grewal et al. (1999) confirmaram que filtrados de células
bacterianas pertencentes a isolados de Xenorhabdus sp. a 15 % sao altamente
toxicos a juvenis de M. incognita Chitwood, gerando de 98-100 % de mortalidade.
Pesquisas mais recentes reafirmam o potencial de reducdo sobre a populagcdo de
fitonematodides gerada por bactérias simbiontes Xenorhabdus spp. e Photorhabdus
spp. (Lewis e Grewal, 2005). Acevedo (2008) concluiu a partir das respostas de
diferentes tratamentos, que J2 de M. mayaguensis sao repelidos devido a aplicacao

de JIs de S. feltiae Sn e H. baujardi LPP7 para o sentido contrario ao da fonte de
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estimulo (raizes de tomateiro), e que essa reacao de repeléncia e toxidez dos juvenis
pode ser devido a semioquimicos e/ou fatores de alelopatia gerados pelas bactérias

simbiontes.

2.3 - Fatores que afetam a infectividade dos NEPs

Diante da alta eficiéncia destes nematodides, testes de patogenicidade tém
sido realizados em pragas de grande importancia econémica, além de estudos da
biologia e epidemiologia dos isolados de maior potencial a serem usados no controle
biolégico. Entretanto, € importante lembrar que fatores abidticos e bidticos podem
interferir na eficiéncia do uso de NEPs a campo.

A umidade do solo tem sido relacionada a infectividade de NEPs a populagdes
de insetos pragas. A irrigacao, chuva e as flutuagdes na umidade do solo sao citadas
como razdes para o sucesso ou falha desses nematdides (Grant e Villani, 2003).
Portanto, as condi¢gdes de umidade podem influenciar diretamente a viruléncia dos
NEPs. A exemplo disso, em solos com baixo porcentual de umidade, alguns Jls
podem ser estimulados a quiescéncia e anidrobiose, diminuindo o metabolismo, e as
vezes chegar a morte se a umidade do solo se mantiver baixa por um periodo muito
longo (Kung et al.,1990a). A sobrevivéncia de JlIs tanto de Steinernema sp. como de
Heterorhabditis sp. esta associada ao nivel de umidade do ambiente (Glazer et al.,
1992), no entanto esse fator pode interferir de forma distinta de acordo com a
especie.

Koppenhofer e Fuzy (2006), ao estudar o efeito da umidade na infectividade
de S. scarabaei e H. bacteriophora contra Popilia japonica Newman (Coleoptera:
Scarabaeidae) e Anomala orientalis Waterhouse (Coleoptera: Scarabaeidae)
concluiram que ambos s&o mais eficientes em solos com umidade moderada, do que
em solos mais secos ou saturados. Os NEPs s&o sensiveis a baixa umidade do solo,
e a mesma influencia negativamente em sua dispersédo e infectividade (Molina e
Lépez 2003).
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Hussaini et al. (2004) estudando o efeito do pH na patogenicidade de S.
carpocapsae PDBC EN11 e H. indica PDBC 13.3, observaram que a sobrevivéncia
de NEPs foi reduzida significativamente em pH 2 a 3 e que ocorreu 100% de
mortalidade de G. mellonella a pH 5 a 8 por H. indica e S. carpocapsae em pH 4 a 9
com 72 h de imersdo do nematdide nesses pHs. Observou-se uma correlagao
negativa entre o periodo de imersdo e a patogenicidade. Em H. indica a imers&o
prolongada por 28 dias a pH 9 deleteriamente afetou a patogenicidade e somente
66,6% de mortalidade de G. mellonella foi alcangada, e 33,3% de mortalidade por S.
carpocapsae.

A sensibilidade destes nematdides as elevadas temperaturas existentes nas
regides tropicais, pode ser outro fator limitante para a implementacdo de programas
de controle biolégico utilizando NEPs (Kaya e Gaugler, 1993). A amplitude da
temperatura, que conduz ao aproveitamento maximo das potencialidades dos NEPs
como agentes de controle biologico € relativamente estreita e especialmente sua
capacidade de infecgcdo e persisténcia no solo sao afetadas em temperaturas
superiores a 30 °C ou inferiores a 15 °C (Kaya, 1990).

Geralmente, a atividade inseticida dos NEPs é mais eficiente na faixa de
temperatura de 18 a 28 °C (Akhurst, 1986). Contudo, em condi¢des de laboratdrio
obteve-se populagdes (H. baujardi LPP7 28) de NEPs tolerantes a temperaturas de
30°C a partir de H. baujardi LPP7 submetidas a pressdo de selegdo, que se
mostraram mais virulentas a essas temperaturas em relagdo a populagao original
(Del Valle et al., 2005)

A temperatura influencia varios processos metabdlicos dos Jls, principalmente
a taxa de mobilizacdo de suas reservas (lipidios, proteinas e carboidratos), sua
dispersdo, sobrevivéncia, capacidade de infecgdo, desenvolvimento e reprodugao
(Dunphy e Webster, 1986). Cada isolado de NEP tem suas exigéncias térmicas e
temperaturas especificas em que sdo melhores adaptados, sendo tal conhecimento
de vital importancia para a sua persisténcia e desenvolvimento, e desta forma elevar
as chances de sucesso em aplicagbes a campo (Kaya,1990; Zervos et al., 1991;
Choo et al., 2002).
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Ao avaliar a habilidade de S. glaseri para infectar G. mellonella em colunas de
areia umedecida com extratos de raizes de cravo de defunto e tomateiro, uma
suspensao de a-terthienyl e o exudado de algumas plantas incluindo o cravo, Kanagy
e Kaya (1996) demonstraram que o extrato de cravo e tomateiro ndo afetou a
infectividade deste nematdide quando comparado ao controle, enquanto que as
concentragdes de 20 e 40 ppm de a-terthienyl reduziram significativamente o numero
de nematdides que infectaram os insetos hospedeiros.

Outro fator importante é que os nematdides podem estar sujeitos a infecgao
ou a serem afetados por algumas bactérias, protozoarios, fungos nematofagos,

acaros predadores e outros nematoides (Kaya, 2002).

2.4- Formas de aplicacdo de NEPs.

Existem relatos demonstrando que o éxito na utilizagdo de nematdides como
agentes de controle biolégico esta relacionado ndo sé a escolha do NEP, porém
também ao método de aplicagdo. Por isso, a tecnologia de aplicagdo destes agentes
tem sido muito pesquisada. De maneira geral, NEPs podem ser aplicados por
pulverizagao, através de sistemas de irrigacéo e em insetos cadaveres (Gewal, 2002).

Para os nematdides, o diluente mais usado é a agua. A gota é o veiculo ou
meio de transporte para fazer chegar a substancia ativa até o seu destino (Villalba,
2003). Geralmente, todos os equipamentos para aplicagao de pesticidas, fertilizantes
e aguas de irrigagdo podem ser usados na aplicagao de JIs nas areas de cultivo. Em
aplicagdes por aspersdo, as vezes € aconselhavel retirar os filtros e as telas, mas
isto requer re-calibragdo do equipamento. As telas e os filtros dos equipamentos de
aspersao devem permitir que os nematoides passem atraves deles. S. carpocapsae
pode passar através de telas tdo finas quanto 100 micrébmetros de didametro, mas
espécies maiores como S. glaseri e H. megidis necessitam de telas com aberturas
maiores (Grewal, 1998).

O nematodide Steinernema sp. pode ser aplicado com equipamentos manuais

e de pressao previamente definida até 40 psi sem causar nenhum dano fisico e sem
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diminuir sua infectividade (Lara e Lépez, 2005). Entretanto, de forma geral os NEPs
nao devem ser submetidos a pressdes superiores a 300 psi nos tanques dos
equipamentos e a temperaturas superiores a 30 °C (Grewal, 1998).

A capacidade de dispersdo dos JIs armazenados em suspensdes aquosas,
pode ser afetada pelo tempo de armazenamento (Lewis et al.,1995). Por isso
formulagdes liquidas de NEPs devem ser aplicadas de 48 a 72 horas apds serem
diluidas, ou permanecerem em agitagcdo continua para evitar dessecacgéo e perdas
de viruléncia (Georgis et al., 1995). Juvenis de S. carpocapsae e H. bacteriophora
emergidos de insetos cadaveres exibem maior habilidade dispersiva quando
comparados a JIs que procedem de suspensdes aquosas (Shapiro e Glazer, 1996).
Isto se deve ao estresse fisioldgico ao qual € submetido o nematdide durante o
periodo de armazenamento na suspensao aquosa (Shapiro et al., 2000). Por outro
lado, ao aplicar os JIs em insetos cadaveres, estes devem ser utilizados
preferencialmente em areas de cultivo como pomares, onde os insetos pragas se
encontram concentrados sob a copa das plantas (Del Valle et al., 2008).

Estudos vém sendo realizados testando diferentes substancias adjuvantes
adicionadas a agua de aplicacdo com interesse de promover maior prote¢ao dos Jls
no solo. Nas aplicagdes foliares, esses adjuvantes auxiliam a persisténcia dos Jls, no
intuito de diminuir a dessecacgéo, pois esses produzem um fino filme de agua sobre a
superficie foliar, e desta forma mantém a umidade e permitem o aumento da
persisténcia dos juvenis (Lello et al., 1996).

As formulacbes também sdo uma alternativa para aumentar a eficiéncia dos
JIs. Alguns NEPs apresentam a capacidade de entrar em anidrobiose parcial
(quiescéncia). Esta caracteristica foi pesquisada e permitiu desenvolver formulagdes
com maior tempo de armazenamento, como no caso do pd molhavel e granulos
soluveis em agua (Grewal, 2002). Além disso, os insetos cadaveres podem ser
envolvidos por talco ou amido (Shapiro-llan et al., 2001). Esse procedimento confere
ao inseto cadaver que sera adicionado ao solo, maior rigidez e durabilidade.

Del Valle et al. (2009), ao avaliarem o efeito dos diferentes involucros em
insetos cadaveres na emergéncia e infectividade de H. baujardi LPP7, verificaram

alta infectividade dos Jls emergidos de larvas de G. mellonella, para os diferentes
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tipos de invélucros. Também observaram que os tratamentos podem influenciar na
emergéncia dos Jls, ainda que nenhum dado negativo tenha sido observado em
relacdo a patogenicidade. Dados também demonstraram um alto numero de insetos
cadaveres removidos por duas espécies de formigas (Ectatomma spp.) com
diferentes coberturas. Entre os tratamentos as capsulas em gelatina ndo foram
removidas pelas formigas, o que permitiu acreditar que mesmo sendo uma

tecnologia simples, este tipo de formulag&o apresenta elevado potencial de uso.

2.5— Classes Texturais

A variagdo das caracteristicas texturais do solo ocorrem em funcdo do
ambiente de deposi¢cao de sedimentos, da vegetagao, do relevo que regula o tempo
de exposicdo dos materiais a acdo do intemperismo (Young e Hammer, 2000) e,
principalmente, do material de origem (Cunha et al., 2005).

As argilas sao formadas por particulas finissimas, decorrentes da alteragao
dos silicatos de aluminio componentes das rochas, quer sejam as de origem
magmatica, metamorficas e sedimentares. Os silicatos de aluminio mais abundantes
sao os feldspatos e as micas; € principalmente da decomposicdo destes minerais
que resultam as grandes massas de argilas. Entretanto, o quartzo € anidrido silico
(silica), material amplamente disseminado em rochas eruptivas, metamoérficas e
sedimentares. E um mineral muito comum nas camadas sedimentares, formando
arenitos e nas rochas metamorfoseadas os quartzitos (Froéis,1973).

Os arenitos e as coberturas superficiais arenoquartzosas, produzirao solos de
textura arenosa. Por outro lado, solos oriundos de basaltos e diabasios em condi¢des
de clima quente e umido e em terrenos de relevo suave sdo geralmente muito
profundos, de textura argilosa a muito argilosa (Oliveira, 2005). Adicionalmente,
Gobin et al. (2001) afirmaram que a distribuicdo espacial da textura no terreno é
dependente espacial da diregdao e da intensidade dos fluxos de agua, o que é

influenciado pelas formas de relevo.
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A textura refere-se a proporgcédo relativa das fragdes granulométricas que
compdem a massa do solo, raramente encontra-se um solo que seja constituido de
uma so fragdo granulométrica. Desta forma surgiram as classes de textura buscando
definir as diferentes combinagdes de areia, silte e argila. (Lemos e Santos, 1996).
Sao abundantes as classificacbes para a textura do solo, para fins praticos as
particulas do solo estdo agrupadas em classes texturais. Varias sdo as classes e
subclasses de textura. Assim surgem as texturas areia, areia franca, silte, franco-
arenosa, franco-siltosa, franca, franco-argilo—arenosa, franco—argilo-siltosa, franco-
argilosa, argilo-siltosa, argilo-arenosa e argila, que exprimem a distribuicdo das
particulas do solo de acordo com os respectivos diametros (Vieira, 1988). Além das
classes anteriormente citadas, houve a ado¢cdo de uma pequena modificagcdo com o
surgimento de uma nova classe textural para solos com mais de 60% de argila; a
classe muito argilosa (Lemos e Santos, 1996).

No Brasil € amplamente empregado o agrupamento de classes proposto pelo
Servico de Conservagdo de Solos do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos, por consequéncia das muitas conjecturas e a inexisténcia de um sistema
universal (Oliveira, 2005). Tal agrupamento textural estd compreendido em um
diagrama de reparticdo de classes texturais (tridangulo) (Figura 2) que é utilizado na
descrigao morfolégica dos horizontes dos perfis de solos, e que para utiliza-lo, usam-

se duas das trés fragdes granulométricas: argila, silte e areia (Oliveira, 2005).
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Figura. 2 Diagrama triangular adaptado utilizado para a classificagédo textural do solo.
Fonte: Manual Técnico de Pedologia — IBGE (2007)

Thurler (1989) ressalta a importancia da granulometria sobre as propriedades
do solo, como aeragdo e retengcdo de agua. Ao estudar as relagdes entre
propriedades fisicas do solo, concluiu que a partir da granulometria é possivel
estimar a porosidade de distintos solos. A textura do solo tem grande influéncia no
manejo da irrigagao, pois estd relacionada com a capacidade de retencéo de
umidade e de permeabilidade do solo (Kitamura.et al., 2007). Nos solos de textura
arenosa, a maior parte dos poros apresenta diametro relativamente grande e, uma
vez que estes poros sdo drenados, somente uma pequena por¢do de agua
permanece no solo. Ja em solos de textura média a argilosa, a distribuicdo dos poros
se mostra mais uniforme, de forma que causa um decréscimo mais gradual do teor
de agua a medida que a succao se eleva (Hillel, 1982). A agua é retida a tensoes

cada vez maiores a medida que o didmetro dos poros diminui (Oliveira, 2005).
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Porosidade € o volume do solo ocupado pela agua e ar, e no campo ¢
determinada quanto ao tamanho e a quantidade de macro poros (Lemos e Santos,
1996). O solo apresenta poros de tamanhos variados, de macro poros visiveis a olho
nu, como canais formados por animais e raizes apodrecidas e fendas, e os
extremamente pequenos, representados por espagos entre as particulas coloidais
(Oliveira, 2005).

Poros grandes e médios sdo importantes na aeragao, infiltracdo e na
condugdo da agua através do solo; enquanto que 0S menores poros no
armazenamento da agua. Como a capacidade do solo de armazenar e transmitir
liquido esta diretamente relacionada com a geometria do sistema poroso, desta
forma considera-se que solos arenosos (presenca de grande quantidade de poros
médios e grandes), possuem elevada permeabilidade interna e diminuta capacidade
de retencdo de agua. Todavia solos argilosos representados por materiais muito
intemperizados, ricos em Oxidos de ferro e de aluminio, apresentam em geral,
mesmo possuindo elevada quantidade de argila, consideravel porosidade total
(Oliveira, 2005).

Solos argilosos com altos conteudos de argilas 2:1 (esmectitas), como os
Vertissolos, apresentam baixa permeabilidade quando umedecidos, por apresentar
porosidade total relativamente baixa e por possuirem micro poros predominantes aos
macro poros (Oliveira. 2005).

Buckman e Brady (1989) avaliando curvas caracteristicas de umidade do solo,
verificaram que elas variam especificamente com a granulometria e que as maiores
retengcdes de agua ao longo de toda faixa de energia, estdo associadas aos solos
com fragdes granulométricas mais finas, que possuem maior percentagem coloidal,
maior espago poroso e superficie especifica para maior adsor¢do quando
comparados aos solos de granulometria mais grosseira.

Kitamura et al. (2007) relatam que de modo geral, os solos com elevados
teores de argila possuem faixa mais ampla de umidade, enquanto a dos arenosos é
bem mais estreita. A medida que aumentam os teores de argila, aumenta também a
quantidade de agua retida. O que constata uma estreita relacdo entre os conteudos

de agua adsorvida e os teores de argila (Mota et al., 2008). Peterson et al. (1968) ao
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trabalharem com solos brasileiros estabeleceram que a disponibilidade de agua em
relacdo a textura média é maior do que a argilosa, que por sua vez € maior que a
arenosa.

A granulometria € um dos atributos do solo que influencia diretamente o fluxo
superficial e 0 movimento de agua no solo, e deve ser considerada no momento em
que se planeja a utilizagdo de metodologias de controle biolégico com NEPs.

Wallace (1958) descreve que o movimento dos nematodides em filmes de agua
com espessura aproximada a metade de seu corpo é tido como 6timo. Todavia, solos
com poros muito grandes irdo drenar excessivamente a agua acrescentando
restricdbes ao movimento dos nematdides. Por outro lado, Blackshaw e
Senthamizhselvan (1991) observaram que a eficiéncia de busca de S. feltiae é
sensivel ao tamanho das particulas do solo, apresentando maxima atividade em
solos arenosos com particulas de tamanho intermediario (700-800 pm). Georgis e
Poinar (1983) e Portillo-Aguilar et al. (1999) reportaram que H. bacteriophora, S.
carpocapsae e S. glaseri apresentaram maior movimentagcao em solos de textura
arenosa.

O movimento também pode ser restrito quando associado aos poros do solo
completamente preenchidos com agua, ou seja, em condi¢des de saturagdo. Visto
que, nematoides sao seres aerobicos e que a baixa disponibilidade de oxigénio pode
diminuir sua sobrevivéncia (Glazer, 1996). O oxigénio pode ser limitante em solos
com elevado conteudo de argila ou matéria organica (Kaya, 1990). Provavelmente a
pequena aeracao, devido as pequenas particulas nos solos de textura argilosa € um
fator que diminui significativamente a sobrevivéncia dos NEPs (Kung et al., 1990a). A
exemplo disto, Kung et al. (1990a) demonstraram que a dispersdo do nematdide é
inibida em solos cujas particulas sdo menores, e ao comparar a persisténcia de
nematoides nas texturas areia, areia franca, franco argiloso e argila notaram que a
persisténcia de S. glaseri e S. carpocapsae diminuiu da textura mais grosseira para
mais fina. Tal observagao coincidiu com a hipétese de que a sobrevivéncia é afetada
pela associagao da umidade, aeracgéo e tipo de textura (Wallace, 1971).

Em geral, em solos organicos, de texturas arenosa e franco-arenosa, a

sobrevivéncia e deslocamento dos nematdides sdo maiores que em solos de textura
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argilosa (Georgis e Poinar, 1983; Kaya, 1990; Barbercheck, 1992; Portillo et al.,
2000; Molina e Lopez, 2002). Barbercheck (1992), Kung et al. (1990a) e Portillo
(2000) afirmaram que se elevar a proporgéao de argila na textura do solo, menor é o
deslocamento de diferentes espécies de NEPs em relagdo a solos com textura
arenosa. Kaya (1990) esclarece que cada espécie de NEP requer uma textura
adequada de solo e, que de forma geral, solos mais arenosos (teor de areia > 50 %)
sdo os mais adequados. Por outro lado, Shapiro et al. (2000b) mostraram que a
busca e a viruléncia de H. bacteriophora e S. riobrave (Cabanillas, Poinar e
Raulston), para Diaprepes. abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae) pode ser
alta, em certos solos com elevado conteudo de argila.

Barbercheck e Kaya (1991a) comentam que H. bacteriophora foi mais movel
que S. carpocapsae em solo franco e em areia franca, porém S. carpocapsae foi
mais movel que H. bacteriophora em textura argilosa exemplificando a variagdao da
movimentagdo do NEP com o tipo de textura.

Burman e Pye (1980) ja haviam demonstrado que em solos com granulometria
mais fina, ou seja, mais argilosos em condicdes de umidade excessiva,
apresentavam aeragao deficiente e niveis de oxigénio reduzido para a respiragao dos
nematoides. Por outro lado, um pequeno numero de nematéides foi recuperado nas
regides mais superficiais de solos com textura arenosa, o que de acordo com
Alekseev et al. (2006) pode ser atribuido ao fato da evaporacdo ocorrer de forma
mais rapida em solos mais arenosos (areia-franca) e que os JIs morrem por
dessecacgao ou por migrarem para as regides mais profundas do solo. Enquanto que
em solos mais argilosos o drastico declinio da populagdo de nematdides na camada
superior esta provavelmente associado a dificuldade de penetracido dos JIs neste
tipo de solo e exposi¢cao a rapida dessecagao.

Nematoides maiores, como S. glaseri, podem ser afetados pela diminuigao do
espaco poroso. Entretanto, Shapiro et al., (2000b) observaram elevada infectividade
em larvas de D. abbreviatus para H. bacteriophora e S. riobrave, em solos de textura
mais fina que em solos mais arenosos. A viruléncia de S. riobave foi maior do que a
de H. bacteriophora para todos os tipos de textura. Susurluk (2006) relatou que a

eficiéncia das espécies H. bacteriophora e S. feltiae contra larvas de Tenebrio molitor
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(Coleoptera:Tenebrionidae ) foi superior em solos com textura arenosa do que em
solos argilosos. Logo, geralmente solos mais arenosos quando comparados com 0s
de maior conteudo de argila restringem a movimentagao e o potencial de aeragao, o
qual pode resultar na diminuicdo do tempo de vida dos NEPs (Georgis e Poinar,
1983; Kung et al., 1990a).

Estudos de Alekseev et al. (2006) avaliando o efeito da umidade e o tipo de
solo na atividade de nematodides contra fémeas ingurgitadas de Boophilus annulatus,
demonstraram que a populagdo de S. carpocapsae DT e atividade de Jls foi
fortemente afetada na camada mais superficial (1cm) pela textura do solo. Uma
mortalidade de 100% de fémeas de B. annulatus foi registrada em baldes plasticos
contendo substratos de textura franco-arenosa, areia marinha e arenito calcario,
enquanto somente 40—45 % de mortalidade foi observada em baldes contendo argila

e argilo- siltosa.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Local de realizacéo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (LEF)/ Nematologia pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de margo de 2008 a janeiro de
20009.

3.2 — Material biolégico

3.2.1 - Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae).

As larvas de G. mellonella foram obtidas conforme metodologia descrita por

Dukty et al. (1962). Os ovos foram colocados em potes plasticos retangulares de 6,5

X 20 X 14 cm com dieta alimentar baseada em farelo de trigo, gérmen de trigo,
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levedo de cerveja, leite, glicerina e mel, adicionada diariamente conforme a
necessidade. A coldnia foi mantida a temperatura de 28 + 2 °C e umidade relativa de
60%. As larvas no ultimo instar (4-5 semanas) foram depositadas em potes plasticos
nas mesmas dimensdes citadas acima, onde permaneceram sem dieta para
passarem para o estagio de pupa e depois adultos. Para manutengao da coldnia,
insetos adultos foram colocados em recipientes de vidro de 30 cm de altura para
ovipositar em folhas de papel depositadas na tampa. As folhas de papel contendo os
ovos foram cortadas em quadrados de aproximadamente 3 cm e colocadas em potes
de vidro (10 cm de altura) com a tampa perfurada, contendo a dieta. Apés a eclosao
dos ovos, as larvas de 3° instar foram transferidas para potes plasticos (6,5 X 20 X
14 cm) contendo dieta prépria. As larvas de G. mellonella no 7° instar foram

utilizadas para multiplicagdo dos NEPs (Figura 3) (Machado, 2006).

Figura 3. Foto de larvas de Galleria mellonella no 7° instar utilizadas na multiplicagao

do nematoide entomopatogénico Heterorhabditis baujardi LPP7.
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3.2.2 - Heterorhabditis baujardi LPP7

H. baujardi LPP7 foi multiplicado em larvas de G. mellonella no 7° instar. Dez
larvas foram colocadas em cada placa de Petri (9 cm de didmetro) forrada com duas
folhas de papel de filtro (Whatman n°1), onde foi adicionada uma suspenséo de 100
JIs/mL de agua destilada. As placas foram seladas com filme plastico, identificadas e
mantidas em camara climatizada a 27 £ 1 °C e UR > 80%. Ap0s sete dias, as larvas
que apresentaram sintomatologia tipica de infecgdo por Heterorhabditis sp. (corpo
integro com coloragdo uniforme marrom-avermelhada) foram transferidas para
armadilhas modificadas de White (White, 1927) (Figura 4), e em cada armadilha
foram adicionados cerca de 14 mL de agua destilada. Apdés a montagem das
armadilhas, estas foram repostas nas camaras climatizadas, nas mesmas condi¢oes
anteriores.

Apos 11 a 12 dias de infecgdo, os primeiros Jls de H. baujardi LPP7
comecaram a emergir dos cadaveres. Estes foram coletados utilizando-se pipetas
Pasteur de vidro, e armazenados em garrafas de cultura de células de 40 mL. Estas
garrafas com JIs foram acondicionadas em camara climatizada a 16 °C, onde
permaneceram por no maximo uma semana, antes de sua utilizacdo nos

experimentos.
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Figura 4. Armadilha de White modificada usada para resgatar Jls saidos dos

cadaveres de G. mellonella (seta) infectados com nematoides entomopatogénicos.

3.3 — Areas de coleta e material

Para a realizagdo do experimento foram coletadas sete amostras de solo em
diferentes areas. O material foi analisado e somente quatro destas amostras foram
utilizadas de acordo com suas classes texturais de interesse. Os locais de coleta
estdo localizados nas coordenadas planas UTM (Fuso 24 Datum Sad 69 / Modelo
MAP 76C): estrada do Agu/Campo da praia (E 0283887, N 7590518), Caeta (E
0277058, N 7596747), Martins Laje (E 0266975, N 7590680) e Usina Sapucaia (E
0250500, N 76051975) em Campos dos Goytacazes, RJ. A coleta das amostras foi
realizada a uma profundidade de 0-25 cm em areas de pastagem e cultivos
comerciais. Antes de cada coleta fez-se a limpeza da area que contou com a retirada
de toda cobertura vegetal e serrapilheira, procedeu-se a coleta com enxadéo e pa
(Figura 5). Cada amostra apresentou massa de 180-200 kg. Apds a coleta, as
amostras foram identificadas, colocadas em sacos de nylon de 50 Kg e foram

armazenadas em casa de vegetagao.
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Figura 5. Limpeza do local antes da realizagdo da coleta do substrato.

De acordo com o agrupamento de classes de solo proposto pelo Servigo de
Conservagao de Solos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (Lemos
e Santos, 1996), as amostras foram definidas como areia (0,6% argila, 99,0% areia,
0,4% silte), franco-argilo-arenosa (28,0% argila, 63,5% areia, 8,5% silte), franco-
argilosa (31,0% argila, 33,0% areia, 36% silte) e argila (44,8% argila, 16,3% areia,
38,9% silte). Para classifica-las foi utilizado o triangulo (diagrama de reparticdo de

classes texturais) (Figura 2).

3.3.1 - Analise dos substratos

Antes da realizagado das analises, cerca de 200 g de cada material foi retirado
e espalhado sobre folhas de jornal, e secas ao ar a sombra por 48 horas dentro de
casa de vegetacdo. Apds a secagem, as amostras foram destorroadas com o auxilio
de um cilindro e peneiradas em peneira de 2,0 mm.

A composigao granulométrica de cada material foi determinada pelo método
da pipeta, utilizando-se solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1,0 M como
dispersante quimico e agitagcdo mecéanica em aparato de baixa rotagao por 16 horas,

seguindo-se 0 método proposto pela Embrapa (1997), com pequenas modificagdes.
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Apos 16 horas de agitacdo constante, as amostras foram retiradas e
separou-se a fragdo argila da areia com o auxilio de uma peneira de 53 mm. O
material n&o retido pela peneira foi transferido para uma proveta, onde o volume foi
completado com agua para 1000 mL. O material retido na peneira foi colocado em
placa de Petri previamente pesada e levada para estufa de circulagao forcada de ar a
110 °C.

A fracdo de argila foi separada por sedimentacdo, de acordo com a lei de
Stokes. Para efetuar este procedimento o liquido contido na proveta foi
homogeneizado por um minuto e a temperatura medida com o auxilio de um
termdmetro. De acordo com a temperatura foi definido o tempo de espera (cerca de
3-4 horas) para a retirada da aliquota, da solugéo por meio de uma pipeta de 50 mL.
A aliquota foi armazenada em vidro (4 cm didmetro/abertura superior x 5 cm /base x
8cm de profundidade) também pesado e direcionado a estufa de circulagéo forgada
de ar também a 110°C. Apds secagem o material restante foi considerado fragao
argila. As fragcbes areia e argila foram calculadas apds secagem e pesagem e a
fracao silte determinada pela diferenca entre elas.

A leitura do pH foi realizada por meio de eletrodo imerso (potencidmetro com
eletrodo combinado (MicroNal/modelo B-474) na suspensdo de solo (10 mL) em
copo plastico contendo 25 mL de agua destilada homogeneizada com um bastao de
vidro por 60 segundos (Embrapa, 1997). O potencidmetro foi aferido a partir de
solucdes padradopH4 e 7.

Para todas as amostras foi analisada a mineralogia da argila, e calculou-se o
Ki, que indica o grau de intemperismo dos materiais coletados. Este foi calculado a
partir da formula: %SiO,/%Al,03x 1,7 (Kehrig, 1949). O Ki foi calculado com valores
expressos em porcentagem, divididos pelos seus respectivos pesos moleculares
(Embrapa, 1997).

A caracterizagdo quimica e a obtencdo das porcentagens de SiO; e Al;Os3
foram realizadas por meio de espectroscopia através de fluorescéncia de raios X,
utilizando-se para tal procedimento o espectrofotdmetro da Shimadzu modelo EDX -
700 acoplado a um computador para o processamento dos dados. Antes da

realizagcao da analise, as amostras foram submetidas ao mesmo tratamento realizado
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na analise granulométrica para a aquisicdo da argila seca em estufa. Contudo, para
realizar esta analise as amostras foram secas em estufa de circulacédo forcada de ar
a 110 °C por 24 horas e homogeneizadas e pipetadas 4 vezes (segundo a
metodologia para andlise granulométrica) para se ter a quantidade necessaria de
material. O ensaio foi realizado em atmosfera a vacuo.

A porcentagem de matéria organica foi definida a partir do teor de carbono
organico contido nas amostras de solo coletadas, multiplicado por 1,724. Em capela
de exaustao foi feita a analise do carbono orgénico utilizando-se tubo de ensaio para
digestado. Neste foi pesado 0,5 g de solo, adicionado 5 mL de dicromato de potassio
na concentragao de 0,21 mol.L™' e 5 mL de &cido sulftrico concentrado, deixou-se
que este escorresse lentamente pelas paredes do tubo de ensaio. Foram
adicionadas bolas de vidro no interior dos tubos de digestdo para evitar um
superaquecimento da solugdo e que a mesma transbordasse. Também foi utilizado
sobre cada tubo de ensaio, um funil de refluxo. Fez-se a digestdo por 1 hora
utilizando bloco digestor (Marconi/Modelo MA-4025) a 150 °C, periodo em que o
cromo VI é reduzido a cromo Ill, adquirindo coloragdo verde. Apos a digestéo, e
depois que a solugdo atingiu a temperatura ambiente, adicionou-se cloreto de bario

(Anderson e Ingram, 1996).

3.3.2 - Solarizacao dos substratos

As amostras coletadas foram solarizadas por trés dias consecutivos e
imediatamente utilizadas. O coletor solar ou “solarizador” consiste basicamente de
uma caixa de madeira (1,0 x 1,5 m) que contém seis tubos metalicos (15 cm de
diametro) e uma cobertura de plastico transparente, que permite a entrada dos raios
solares (Ghini e Bettiol, 1991). O coletor usado para solarizagdo do substrato atinge
uma temperatura maxima que varia entre 60 a 80°C ( Martins et al., 2003) (Figura 6).
O substrato foi colocado pela abertura superior dos tubos e, apdés o tratamento,
retirado pela inferior, por meio da forca da gravidade. Os tubos sdo de cobre e

pintados com tinta preta fosca pelo lado de fora.
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O coletor recebeu 120 L de substrato e foi instalado com exposi¢cao na face
norte e um angulo de inclinagdo semelhante a latitude local acrescida de 10°. Apds
colocar o material e preencher todos os tubos, foi necessario que todas as manhas,
houvesse a abertura da lona que o recobria e o fechamento no final da tarde para

evitar chuvas e sereno.

Figura 6. Equipamento utilizado para solarizagdo do substrato usado no experimento.

3.4 - Montagem das unidades experimentais

O procedimento experimental foi de acordo com a metodologia descrita por
Lara (2006). Foram utilizados tubos de polivinil carbonato (PVC) com 1 m de
comprimento e 150 mm de didmetro cortados longitudinalmente, com extremidades

fechadas com plastico e fita adesiva (Figura 7).
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Figura 7. Detalhe do tubo de polivinil carbonato utilizado para avaliar a mobilidade

dos JIs de H. baujardi através de diferentes classes texturais do substrato.

Para cada classe textural, foram montados 15 tubos contendo 4 Kg de
substrato e umidade ajustada a 12 % (peso / volume). Para avaliar a distancia
percorrida por H. baujardi LPP7 em busca do inseto hospedeiro (G. mellonella), em
cada uma das classes texturais testadas (areia, franco-argilo-arenoso, franco-
argilosa e argila), quatro envelopes confeccionados em tela metalica (6 x 5 cm)
contendo 10 larvas de G. mellonella no 7° instar foram colocados em cada tubo de
PVC para cada distancia do ponto de aplicagéo dos JIs de H. baujadi (Figura 8). As
distancias avaliadas foram de 30, 60 e 90 cm, com a montagem de 5 tubos para

cada distancia (Figura 9).
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Figura 8. Envelope confeccionado em tela metalica contendo larvas de 7° instar de

Galleria mellonella (seta).

Os JIs de H. baujardi LPP7 foram aplicados em suspensdo aquosa (10.000
JIs/30 mL), e uniformemente distribuidos em uma das extremidades de cada tubo de
PVC contendo os substratos. Foi feita uma pequena abertura no substrato, onde
foram colocados os envelopes metalicos contendo as larvas de G. mellonella. Em
seguida os mesmos foram cobertos com o proprio substrato, para aumentar o
contato das larvas de G. mellonella com o material, e facilitar assim a chegada dos
nematoides aos insetos hospedeiros. E também se recobriu os tubos com filme
plastico para diminuir perdas por evaporacgao.

O experimento foi conduzido em laboratério a uma temperatura média de 27
°C % 3, umidade relativa do ar de 67 % £ 3 e pHs dos substratos na faixa de 4,4 a 5,3,

classificados como fortemente acidos (Embrapa, 2006).
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Figura 9. Tubos de PVC contendo substrato. As setas amarelas indicam a posigéao
dos envelopes contendo as larvas de G. mellonella para cada unidade experimental

e a seta branca o local de aplicagao dos JIs de NEPs de H. baujardi LPP7.

A mobilidade dos JIs de H. baujardi LPP7 nas diferentes classes texturais, foi
determinada indiretamente pela mortalidade das larvas de G. mellonella nos
envelopes. No 12° dia apds a aplicagao dos JIs de H. baujardi LPP7. Os indices de
mortalidade causados pelos nematodides foram quantificados a partir da coloragcao do
inseto cadaver (marrom-avermelhado), caracteristica da bactéria simbionte
Photohabdus sp. Os cadaveres das larvas foram dissecados em placa de Petri com o
auxilio da lupa, pinga e bisturi e foram adicionadas gotas de agua destilada para
melhor visualizacdo e verificacdo da presenca dos NEPs no interior das larvas
(Figura 10). No momento da avaliagdo, as larvas que ainda se moviam foram
consideradas vivas e foram colocadas em camara climatizada a 27 °C + 1 e UR > 80
%, por 48 horas, para observar se houve a ocorréncia de uma possivel infecgao

tardia.
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Figura 10. Fotomicrografia das larvas de Galleria mellonella infectadas e dissecadas,

liberando fémeas de Heterorhabditis. baujardi LPP7. Sony 7.2 megapixels.

3.5 — Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5
repeticobes e em arranjo fatorial 3x4 (distdncia x classe textural). A diferenca
estatistica na mobilidade para cada classe textural foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) com o auxilio do programa estatistico: Sistema de Analises
Estatisticas (SAEG, 2007). As diferencas entre médias de tratamentos foram
avaliadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia e foi realizada analise de

regressao para avaliar a mortalidade em funcao da distancia.
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4 — RESULTADOS

A média de mortalidade das larvas de G. mellonella causada pelos JIs de H.
baujardi LPP7 foi significativa para as variaveis distancia e classe textural (F= 455,67,
GL=3 P <0,001).

A 30 cm do local de liberacdo do Jls, os maiores indices de mortalidade de
larvas foram observados nos materiais Areia e Franco-argilo-arenosa, seguidos de

Franco-argilosa e Argila.
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Figura 11. Mortalidade média de larvas de 7° instar de Galleria mellonella em tubos
de PVC preenchidos com substratos de diferentes classes texturais, quando
colocados a 30cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7. A avaliacdo da mortalidade deu-se 12 dias apds a aplicacdo de ambos os
organismos nos tubos. Valores sdo médias de 40 larvas/classe textural. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan a
5%.

A distancia de 60 cm, a mortalidade de larvas de G. mellonella, somente foi
observada nos materiais Areia e Franco-argilo-arenosa, sendo constatadas
diferengas significativas entres estes dois materiais, com o maior indice de
mortalidade em Areia. Nenhuma mortalidade para as classes franco-argilosa e argila
foi observada. Conforme verificado na distancia de 30 cm, a variavel porcentagem de
areia apresentou uma relagao funcional com a mortalidade. A 90 cm a mortalidade
de larvas apresentou um padrdo semelhante ao observado na distancia de 60 cm,

com o maior indice de mortalidade em Areia.
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Figura 12. Mortalidade média de larvas de 7° instar de Galleria mellonella em tubos
de PVC preenchidos com substratos de diferentes classes texturais, quando
colocados a 60cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7. A avaliacdo da mortalidade deu-se 12 dias apds a aplicacdo de ambos os
organismos nos tubos. Valores sdo médias de 40 larvas/classe textural. Médias

seguidas de mesma letra nao diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan a

5%.
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Figura 13. Mortalidade média de larvas de 7° instar de Galleria mellonella em tubos
de PVC preenchidos com substratos de diferentes classes texturais, quando
colocados a 90 cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7. A avaliacdo da mortalidade deu-se 12 dias apds a aplicagdo de ambos os
organismos nos tubos. Valores s&do médias de 40 larvas/classe textural. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan a
5%.

As distdncias dos locais de liberagdo de JIs de H. baujardi LPP7,
apresentaram uma relagcdo funcional com a mortalidade de larvas de Galleria.
mellonella. Os maiores indices de mortalidades foram verificados a distancia de 30
cm, seguido de uma redugdo progressiva da mortalidade nas distancias de 60 e 90

cm, para os materiais Areia, Franco-argilo-arenosa e Franco- argilosa.
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Figura 14. Mortalidade de larvas de Galleria mellonela quando estas foram
colocadas a 30, 60 ou 90 cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis
baujardi LPP7, em tubos de PVC preenchidos com substrato de textura areia. A
avaliacdo da mortalidade deu-se 12 dias apds a aplicagdo de ambos os organismos

nos tubos. Valores sdo médias de 40 larvas/distancia.
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Figura 15. Mortalidade de larvas de Galleria mellonela quando estas foram
colocadas a 30, 60 ou 90 cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis
baujardi LPP7, em tubos de PVC preenchidos com substrato de textura franco-argilo-
arenosa. A avaliacido da mortalidade deu-se 12 dias apds a aplicacdo de ambos os

organismos nos tubos. Valores sdo médias de 40 larvas/distancia.
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Figura 16. Mortalidade de larvas de Galleria mellonela quando estas foram
colocadas a 30, 60 ou 90cm de distancia de juvenis infectantes de Heterorhabditis
baujardi LPP7, em tubos de PVC preenchidos com substrato de textura franco-
argilosa. A avaliagdo da mortalidade deu-se 12 dias apos a aplicagdao de ambos os

organismos nos tubos. Valores sdo médias de 40 larvas/distancia.
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Figura 17. Superficie de resposta da mortalidade de larvas de Galleria mellonella,
causada por Heterohabditis baujardi LPP7 em fungdo da porcentagem de areia e
argila para a distédncia de 30 cm do ponto de aplicagédo dos Juvenis infectantes, em
tubos de PVC para substratos com diferentes classes texturais areia, franco-argilo-

arenosa, franco-argilosa e argila. A avaliagcdo da mortalidade deu-se 12 dias apds a
aplicagdo de ambos os organismos nos tubos.

Os resultados demonstraram que a 30 cm do ponto de aplicagao dos Jls, os
substratos que apresentaram areia acima de 60% e menos de 30% de argila
alcancaram mortalidade préxima a 100%. Entretanto, quando a relacdo areia é
menor que 60% e argila superior a 30%, tem-se uma queda drastica na mortalidade.
Acima de 40% de argila, nenhuma mortalidade foi alcangada para os primeiros 30 cm.

Nao foi verificada nenhuma correlacdo entre as variaveis Ki, pH e a
mortalidade. Para os valores encontrados para o Ki e pH (vide anexo).
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5 - DISCUSSAO

Os juvenis de H. baujardi LPP7 se apresentaram eficientes na capacidade de
infectar larvas de G. mellonella. As taxas de mortalidade avaliadas demonstraram,
contudo, que a capacidade de dispersao do NEP foi significativamente afetada pela
textura dos substratos e pela distancia percorrida pelo nematéide do ponto de
aplicagdo dos juvenis até as larvas de G. mellonella. A medida que as distancias a
serem percorridas e os conteudos de argila aumentaram, diminuiu a média de
mortalidade das larvas.

A eficiéncia de busca do inseto hospedeiro pelos JIs foi melhor em substratos
com maior conteudo da fragdo areia, enquanto que os materiais de granulometria
mais fina reduziram significativamente a movimentagcao dos NEPs. Esses resultados
sdo muito préximos aos encontrados por Georgis e Poinar (1983), que ao avaliarem
a habilidade de movimentacdo e infectividade de Steinernema carpocapsae, em
colunas verticais, observaram maior dispersao e infectividade para as classes areia e
franco- arenosa. Os autores também observaram que em classes texturais mais

argilosas ocorreram reduzida migracao e infeccdo de pupas de Galleria mellonella
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para a classe franco-argilo-siltosa, enquanto que, em argila ndo foram recuperados
nematdides além de 4 cm na presencga ou auséncia do inseto hospedeiro.

Nos resultados do presente trabalho, nenhuma mortalidade foi registrada, para
a classe franco-argilosa (distancias 60 e 90 cm) e argila nas trés distancias
analisadas (30, 60 e 90 cm), onde nao se verificou nenhuma mortalidade. Georgis e
Poinar (1983) obtiveram 13,2% de mortalidade de pupas de Galleria mellonella em
argila. Em outro experimento, ao analisar o efeito da textura na atividade de NEPs
contra fémeas de Boophilus annulatus, Alekseev et al.(2006) encontraram 40-45% de
mortalidade para fémeas de carrapato em argila, e uma mortalidade de quase 100%
para substratos de textura arenosa. Contudo, € importante lembrar que este estudo
fez uso de vasos plasticos (400 cm? 21 cm profundidade e com 2/3 de substrato) e
neles foram colocados os JIs, uma a duas horas antes de depositar as fémeas de
carrapato. Ja no experimento anteriormente citado, usaram tubos plasticos de 28 cm
comprimento e 7 de diametro, apenas 100 cm® de substrato e 30.000JIs / 0,2mL que
foram adicionados a 14 cm de profundidade. No presente estudo utilizou-se tubos
plasticos com 1 m de comprimento e 4 kg de material e avaliaram distancias muito
superiores de movimentagao. Além do fato de se fazer uso de uma suspensao com
concentracao 3 vezes inferior de juvenis infectantes (10.000JIls/ 30mL).

Barbercheck e Kaya (1991a) observaram que além das condi¢bes do
hospedeiro, a classe textural também influenciou na busca do inseto pelos
nematoides H. bacteriophora e S. carpocapsae. A mobilidade variou com o tipo de
nematdide, uma vez que S. carpocapsae se mostrou mais movel que H.
bacteriophora em argila. O autor sugere que esta diferenga pode estar relacionada a
diferenca de cuticula entre as duas espécies, devido a interagdes ibnicas entre a
cuticula e o solo. As argilas apresentam alta adsorgdo e sao ibnicamente ativas.
Também inferiu que possivelmente as interagcdes das argilas com a cuticula de H.
bacteriophora tenham limitado a sua mobilidade. As respostas negativas com relagéo
a movimentacao dos JIs no presente trabalho, talvez possam ser explicadas também
por este fator.

A relagao macro e micro poros também afetam a mobilidade dos nematdides,

logo, o acréscimo das porcentagens de argila e silte podem diminuir sua disperséao.
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O nematoide ndo pode mover-se entre as particulas do solo quando o didmetro do
poro € menor que a largura do nematoide (Georgis e Poinar, 1983) Desta forma, sua
distribuicdo local também fica limitada. Outra justificativa seria a deficiéncia em
responder aos volateis liberados pelo inseto hospedeiro, que pode ter sido gerada
em consequéncia da falta de atratividade, principalmente no caso de NEPs com
comportamento de busca “cruiser’, como no caso de H. baujardi LPP7, que se
movimenta ativamente entre as particulas do solo em busca do hospedeiro. Segundo
Glazer (1996), a redugdo do espago poroso pode influenciar na transmisséo de
didéxido de carbono (CO;) ou exudados volateis os quais os nematdides usam como
sinais para encontrar o hospedeiro.

Geralmente, os solos que possuem maiores conteudos de argila, reduzem os
movimentos dos JIs e o potencial de aeracao, resultando em diminuta sobrevivéncia
e eficiéncia do nematdide. Kung et al. (1990a) confirmaram que os solos argilosos
podem afetar a sobrevivéncia dos NEPs devido a pequena aeracédo associada ao
predominio de pequenas particulas.

Em trabalhos de campo, Geogis e Poinar (1986) perceberam que a
movimentagao de S. carpocapsae em material de textura Franco-argilosa, foi de 4,35
cm/dia, o que demonstrou ser uma razoavel eficiéncia em condigbes de campo.

No trabalho de Moyle e Kaya (1981) em areia foi mostrada uma taxa de
dispersao de 7 cm/dia e uma infecgcdo de 5% de pupas de Galleria mellonella a 14
cm do ponto de aplicagdo. No presente trabalho obteve-se apds 12 dias para esta
classe infeccéo de 15% para larvas de G. mellonella a 90 cm de distancia do ponto
de aplicacéo dos Jls, o que demonstrou ser H. baujardi LPP7 muito movel em areia.

A queda na taxa de infectividade para as maiores distancias, também pode
estar relacionada a diminuicdo na mobilidade do nematoide, referente ao declinio das

reservas, devido ao elevado gasto energético.

Segundo Oliveira (2005), quando o indice de Ki for £ 2,0 os solos sao

considerados muito intemperizados. O contrario demonstra que o solo possui

pequeno nivel de intemperizagéo (Ki > 2). Logo, os indices de Ki para as amostras
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utilizadas indicam que os substratos apresentam o mesmo nivel de intemperizagao e
n&o influenciaram na mobilidade dos NEPs.

O pH pode influenciar diretamente na sobrevivéncia e viruléncia dos
nematoides. Kung et al. (1990b) demonstraram em laboratério que a sobrevivéncia
de S. carpocapsae e S. glaseri foi maior em pH 8, seguido pelo pH 6 e pH 4,
enquanto que, em pH 10 esta foi significativamente menor. Ao passo que S. glaseri
mostrou maior patogenicidade que S. carpocapsae a pH 4 e 6 apos duas semanas,
porém havendo declinio 4 a 8 semanas depois.

Os substratos analisados apresentaram pH entre 4,4-5,3 (anexo). De acordo
com os resultados apresentados, o pH nao influenciou na taxa de mortalidade, visto
que, as respostas obtidas para a classe argila, onde ndo se observou nenhuma
mortalidade, o pH era muito similar ao das demais classes (areia e franco-argilo-
arenosa) onde foram computadas altas mortalidades (Figura 12).

A metodologia de desinfestacdo dos substratos provavelmente nao influenciou
os resultados. A solarizacéo foi um método proposto por ser eficiente no controle de
fitopatogenos, plantas daninhas e pragas de solo, por meio de uso de energia solar,
(Ghini, 1997). Os coletores solares foram eficientes na desinfestagdo dos substratos,
visando o controle de Sclerotium rolfsii do isolado Sr-1. As temperaturas atingidas
pelos coletores nos ensaios de 60 a 80°C, foram suficientes para erradicar 100% dos
esclerédios do patdgeno, conforme constatado pela auséncia de germinagdo em
BDASC e coloragao por TCT (Martins et al., 2003).

Os autores, Ghini et al. (1998) constataram a erradicacédo de adultos e Juvenis
de Meloidogyne arenaria Neal e Chitwood, de pedagos de raizes infestadas de
tomateiro submetidos ao tratamento por 1 dia no coletor.

De forma geral, o presente trabalho demonstrou que os juvenis de H. baujardi
LPP7 apresentaram melhor comportamento de busca ao inseto hospedeiro em
substratos de textura mais arenosa. Estes resultados condizem com a origem deste
NEP que é nativo da floresta Amazénica de Monte Negro-RO e distribuido em solos
de areia franca (Dolinski et al., 2008).

Os NEPs nativos sdo adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas do Brasil.

Entretanto, é importante buscar o conhecimento das melhores condigdes ambientais,
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e aumentar a eficiéncia de uso e distribuicdo destes nematdides na area que se
destina fazer controle da praga. Aos produtores que pensam na utilizagdo desta
metodologia de controle, esta pesquisa pode contribuir tanto na decisdo da
viabilidade do uso de NEPs em funcéo da classe textural, bem como na quantidade
de JlIs a ser ministrada. Porém, é necessario que estudos sejam realizados a campo,
considerando-se além desta caracteristica fisica, outros fatores que venham a

influenciar na movimentagéo e sobrevivéncia destes nematoides.
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6 — CONCLUSAO

- Os juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 se dispersaram a
maiores distancias nas classes texturais areia e franco-argilo- arenosa.

- Nao houve correlagao entre as variaveis Ki, pH e a mortalidade de larvas de
Galleria mellonella.

- Houve redugao progressiva da mortalidade nas distédncias de 60 e 90 cm,

para as classes areia, franco-argilo-arenosa e franco-argilosa.
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ANEXO



Quadrol. Resultados das analises dos materiais utilizados nos experimentos.

Classe % % % pH Ki C- % de Dp
Textural Argila Areia Silte Organico M.O

Areia 0,6 99 0,4 51 - 0,14 0,23 2,56
Franco —

argilo— 28,0 63,5 8,5 5,2 1,8 0,86 1,48 2,44
arenosa

Franco- 31,0 33,0 36,0 4.4 2,0 1,05 1,81 2,37
argilosa

Argila 44,8 16,3 38,9 5,3 2,0 1,35 2,33 2,32

Quadro 2. Andlise de variancia (ANOVA).

o Textura
Distancia : .
. Areia Franco — Franco- Argila
percorrida . _
argilo- argilosa
(cm)
arenosa
30 39,90aA 39,20aA 19,00bA 0,00cA
60 33,80aB 19,00bB 0,00cB 0,00cA
90 15,20aC 6,00bC 0,00cB 0,00cA
Cv=17,23

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na mesma linha e maiuscula na

mesma coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan em 5%.
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