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RESUMO

AVALIACAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS (Rhabditida:
Steinernematidae; Heterorhabditidae) NO CONTROLE DE MOSCAS-DAS-
FRUTAS (Diptera: Tephritidae) E DO GORGULHO-DA-GOIABA (Coleoptera:
Curculionidae)

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas e, visando a atender exigéncias
do mercado externo e interno, tem se empenhado na busca por alternativas aos produtos
quimicos no controle de pragas de frutiferas. Os nematoides entomopatogénicos
despontam-se como um dos agentes alternativos de controle bioldgico. O trabalho teve
por objetivo avaliar o efeito de nematoides entomopatogénicos (Rhabditida:
Steinernematidae; Heterorhabditidae) no controle de moscas-das-frutas (Diptera:
Tephritidae) e do gorgulho-da-goiaba (Coleoptera: Curculionidae). Anastrepha
Jraterculus e Ceratitis capitata sao identificadas como as principais moscas-das-frutas
que infestam a cultura de citros no estado de Sdo Paulo e o gorgulho-da-goiaba
Conotrachelus psidii é considerado uma das pragas-chave da goiabeira. Esses insetos
passam parte de seu ciclo de vida no solo, tornando-se alvo dos nematoides
entomopatogénicos. Para o estudo do efeito de nematoides entomopatogénicos no
controle das moscas-das-frutas Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata, sob
condicdes de laboratdrio, efetuado no Laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
Bioldgico (Campinas, SP) avaliou-se a viruléncia do Heterorhabditis sp. IBCB n44,
Heterorhabditis sp. IBCB n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica IBCB n5 e H.
amazonensis IBCB n24, na dose de 50 JIs/Inseto. Consideram-se seis tratamentos e sete
repeticdes. Dez pré-pupas foram liberadas em potes, e os isolados foram aplicados na
superficie. A avaliagdo foi realizada 12 e 15 apds a aplicagdo dos tratamentos para C.
capitata e A. fraterculus, respectivamente, com base no nimero de insetos adultos
emergentes. Avaliou-se também a suscetibilidade de diferentes fases de C. capitata ao
nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24. Consideraram-se cinco tratamentos
e dez repeticdes: H. amazonensis na dose de 200 JIs/Inseto aplicados contra C. capitata
nas fases de pré-pupa e pupas com trés, seis e nove dias de desenvolvimento e
testemunha. As larvas foram liberadas em potes e o H. amazonensis foi aplicado na
superficie. A avaliacdo ocorreu 12 dias apés com base no nimero de adultos emergidos
e na verificagdo da mortalidade de pupas. Sob condicdes de campo de citros (4rea da
Empresa Citrovita Agro Pecudria LTDA, Itapetininga, SP.), avaliou-se o efeito de doses
do H. amazonensis IBCB n24 na mortalidade de A. fraterculus e C. capitata.
Consideraram-se quatro tratamentos: H. amazonensis nas doses de 1x10%, 3,5x10% e
1x10° JIs/ha e testemunha, aplicados na projecdo da copa da planta, onde foram
enterrados parcialmente oito envelopes com 100g de solo e dez pré-pupas do inseto. A
avaliacdo ocorreu 16 dias ap6s a aplicagdo do nematoide para C. capitata e 26 para A.
fraterculus, com base no nimero de adultos emergidos. Avaliou-se também a
persisténcia do H. amazonensis no solo e seu efeito contra C. capitata. Consideraram-se
tr€s tratamentos e quatro repeticdes: H. amazonensis nas doses de 1x10® JT/cm® e 1x10°
JIs/cm® e testemunha, aplicados na projecdo da copa da planta, onde foram enterrados
parcialmente dez envelopes com 100g de solo e dez pré-pupas do inseto. A primeira
avaliagc@o da persisténcia teve inicio antes das aplicagdes das doses do H. amazonensis,
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as avaliacdes seguintes ocorreram nos dias 6, 20, 33 e 49 apds as aplicagdes. Para cada
avaliacdo, retiraram-se de cada tratamento trés amostras de 500 g de solo, onde foram
enterradas cinco larvas de G. mellonella, e avaliadas cinco dias apds, segundo a
mortalidade por nematoides Heterorhabditis e Steinernema, por fungos
entomopatogénicos e por outras causas. A avaliacdo do efeito de H. amazonensis na
mortalidade de C. capitata ocorreram nos dias 15, 30, 45 e 59 apés as aplicagdes, de
acordo com o ndmero de adultos emergidos nos envelopes. Para A. fraterculus, H.
amazonensis foi considerado o mais virulento, com 70% de mortalidade corrigida. Para
C. capitata, os isolados mais virulentos foram H. indica, Heterorhabditis sp. IBCB n44
e Heterorhabditis sp. IBCB n45, com mortalidade corrigida de 35%, 24% e 32%,
respectivamente. H. amazonensis proporcionou 40% de mortalidade para pré-pupas de
C. capitata. H. amazonensis proporcionou niveis de mortalidade corrigida que variaram
de 46% a 71% para C. capitata e de 55% a 67% para A. fraterculus. H. amazonensis
proporcionou taxas de mortalidade para larvas de G. mellonella entre 7% a 68% na dose
de 1x10® JIs/cm® e de 17% a 87% na dose de 1x10° JIs/cm®, o que possibilitou constatar
a existéncia de periodos de persisténcia e de reciclagem do H. amazonensis em campo
de citros. O elevado indice de mortalidade de insetos nas testemunhas prejudicou a
andlise dos resultados de avaliagdo do efeito do H. amazonensis na mortalidade de C.
capitata. Para estudar o efeito de nematoides entomopatogénicos no controle do
gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii, avaliou-se a viruléncia do Steinernema
brazilense 1BCB n6, Heterorhabditis indica IBCB n5 e H. amazonensis 1IBCB n24
contra pré-pupas do gorgulho-da-goiaba em testes de laboratério, realizados no
Laboratdrio de Controle Biolégico do Instituto Bioldgico (Campinas, SP). No primeiro
teste de laboratdrio avaliaram-se as doses de 50, 175 e 612 JIs/Inseto; no segundo, as
doses de 2000, 4000 e 6000 JIs/Inseto. Em teste de campo, realizado em pomar de
goiaba convencional (Campinas, SP), avaliou-se o efeito de H. amazonensis na
mortalidade do gorgulho-da-goiaba. Consideram-se trés tratamentos e trés repeti¢des:
H. amazonensis nas doses de 1x10° e 5x10° JIs/ha e testemunha, aplicados na projegdo
da copa da planta, onde foram enterrados cinco envelopes com 200g de solo e dez pré-
pupas do inseto. Os insetos foram avaliados quanto a mortalidade 15 e 12 dias ap6s a
instalacdo do ensaio para os testes de laboratério e de campo, respectivamente. H.
amazonensis € S. brazilense mostraram-se mais virulentos nos testes de laboratorio,
proporcionando niveis de infeccdo entre 22,4% a 31,4% e 11% a 17,8%,
respectivamente, nas menores doses, e entre 76,7% a 83,3% e 60% a 73,3%,
respectivamente, nas maiores doses. No teste de campo, H. amazonensis proporcionou
53,8% e 66,0% de infecgdo nas doses de 1x10° e 5x10” JIs/ha, respectivamente.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus; Ceratitis capitata; Conotrachelus psidii;
controle biolégico; Heterorhabditis amazonensis IBCB n24; persisténcia.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES (Rhabditida:
Steinernematidae; Heterorhabditidae) FOR CONTROLLING FRUIT FLY
(Diptera: Tephritidae) AND GUAVA WEEVIL (Coleoptera: Curculionidae)

Since Brazil is the third largest world fruit grower there has been a searching for
chemical insecticides alternatives in order to control fruit pests. Entomopathogenic
nematodes are remarkably an alternative agent for biological control. This search aimed
to evaluate the effects of entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Steinernematidae;
Heterorhabditidae) for controlling fruit fly (Diptera: Tephritidae) and guava weevil
(Coleoptera: Curculionidae). Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata are identified
as the main fruit fly which attacks the citrus culture in S3o Paulo State, Brazil while
guava weevil Conotrachelus psidii is considered one of the major pests of guava. These
insects spend part of their life cycle in the soil so that they become the target of
entomopathogenic nematodes. It was evaluated the virulence of Heterorhabditis sp.
IBCB n44, Heterorhabditis sp. IBCB n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica
IBCB n5 and H. amazonensis IBCB n24 at doses of 50 IJs/Insect in order to study the
entomopathogenic nematodes effect for controlling the fruit fly Anastrepha fraterculus
and Ceratitis capitata. This evaluation was done under laboratory condition at a
Laboratério de Controle Bioldgico, Instituto Biolégico (Campinas, SP). It was taken
into account six treatments and seven repetitions. Groups of ten prepupae in cups and
isolates were applied on the surface. The evaluation was done 12 and 15 days soon after
the treatment was applied for C. capitata and A. fraterculus, respectively, based on the
number of emerged adult insects. Susceptibility was also evaluated at different stages of
C. capitata to Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 nematodes. Five treatments and
ten repetitions were considered: H. amazonensis at doses of 200 IJs/Insect applied
against C. capitata along prepupae phase and pupae on three, six and nine days of
development and control. Larvae were released in cups and H. amazonensis was applied
on the surface. The evaluation occurred 12 days later based on the number of emerged
adults and pupae mortality. Under citrus field conditions (Empresa Citrovita Agro
Pecudria LTDA, Itapetininga, SP) it was evaluated the doses effects of H. amazonensis
IBCB n24 in A. fraterculus and C. capitata mortality. Four treatments were considered:
H. amazonensis at doses of 1x10%, 3,5x10% and 1x10° IJs/ha and control applied on cup
plant projection in which eight envelops were partially buried with 100g of soil and ten
prepupae of the insect. Evaluation was done 16 days after applying nematodes for C.
capitata and 26 for A. fraterculus, based on the numbers of emerged adult. Also, it was
evaluated the persistence of H. amazonensis in the soil and its effect against C.
Capitata. Three treatments and four repetitions were considered: H. amazonensis at
doses of 1x10®* IJ/em” and 1x10° IJs/cm” and control applied on cup plant projection in
which ten envelops were partially buried with 100g of soil and ten prepupae of the
insect. First evaluation for persistence started before applying the doses for H.
amazonensis. Following evaluations took place on days 6, 20, 33 and 49 after the
application. For each evaluation was taken three samples of 500 g soil from each
treatment, where five G. mellonela larvae were buried and five days later were
evaluated according to the mortality: by Heterorhabditis and Steinernema nematodes,
by entomopathogenic fungi and by any other reason. H. amazonensis effect evaluations
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in C. capitata mortality occurred on days 15, 30, 45 and 59 after the applications
according to the numbers of emerged adults in the envelops. The most virulent was
regarded to A. fraterculus, H. amazonensis with 70% of corrected mortality. For C.
capitata, the most virulent isolates were H. indica, Heterorhabditis sp. IBCB n44 and
Heterorhabditis sp. IBCB n45, with corrected mortality of 35%, 24% and 32%,
respectively. H. amazonensis caused 40% of prepupae mortality of C. capitata. H.
amazonensis caused levels of corrected mortality ranged from 46% to 71% for C.
capitata and from 55% to 67% for A. fraterculus. H. amazonensis caused mortaliy level
for G. mellonella larvae from 7% to 68% at doses of 1x10® IJs/cm” and from 17% to
87% at doses of 1x10° IJs/cm?®, what was possible to find out periods of persistence and
recycling of H. amazonensis in citrus field. The high level of insect mortality for the
control damaged the evaluation results of H. amazonensis effect in mortality of C.
capitata. It was evaluated the virulence of Steinernema brazilense 1IBCB n6,
Heterorhabditis indica IBCB n5 and H. amazonensis IBCB n24 against prepupae of
guava weevil in laboratory tests in order to study the effect of entomopathogenic
nematodes for controlling guava weevil Conotrachelus psidii. This evaluation was done
at a Laboratério de Controle Bioldgico, Instituto Biolégico (Campinas, SP). The first
laboratory trial allowed to be analyzed the doses of 50, 175 and 612 1J/Insect; on the
second, the doses were 2000, 4000 e 6000 IJs/Insect. Field tests, done at a conventional
guava orchard (Campinas-SP, Brazil), also evaluated the effect of H. amazonensis for
guava weevil mortality. Three treatments and three repetitions were considered: H.
amazonensis at doses of 1x10° and 5x10° IJs/ha and control, applied on cup plant
projection which five envelops were partially buried with 200g of soil and ten prepupae
of the insect. Insects were evaluated according to their mortality 15 and 12 days after
preparing the facilities for laboratory and field tests, respectively. H. amazonensis and
S. brazilense showed to be more virulent on lab trials with infection rates from 22.4% to
31.4% and from 11% to 17.8%, in lower doses respectively. In higher doses were found
76.7% to 83.3% and from 60% to 73.3%, respectively. Field tests, H. amazonensis
caused 53.8% to 66.0% of infection at doses of 1x10° and 5x10° IJs/ha, respectively.

Key-words: Anastrepha fraterculus; biological control; Ceratitis capitata;
Conotrachelus psidii; Heterorhabditis amazonensis IBCB n24; persistence.



INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, superado pela China
e India (IBRAF, 2011). Clima e biodiversidade que possibilitam producdo diversificada
e em vdrias épocas do ano, desenvolvimento de pesquisa e tecnologia produtiva
qualificada sdo fatores que t€ém propiciado sua elevacdo ao primeiro posto no ranking
mundial, ampliando sua insercio no mercado externo, alavancando a economia de
regides produtoras. No que se refere ao mercado interno, percebe-se que o consumidor
brasileiro vem mudando seus hdbitos alimentares, buscando melhor qualidade de vida
que envolve alimentacdo balanceada com a inclusdo de produtos sauddveis, com o
consumo de mais frutas e de sucos de frutas (livres de agroquimicos) em sua dieta.

A diversidade ambiental e as tecnologias disponiveis, sem divida, sdo
fatores vidveis para proporcionar ao Brasil o posto de maior produtor mundial de frutas.
No entanto, um ponto fundamental deve ser solucionado — a busca por métodos
alternativos aos produtos quimicos no controle de pragas de frutiferas.

O controle de insetos pragas com pesticidas quimicos tem gerado intimeros
problemas, tais como resisténcia a inseticidas, surto de pragas secunddrias, risco de
seguranca para seres humanos e animais domésticos, contaminacdo das dguas
subterrdneas e do solo, perda da biodiversidade. Esses problemas, assim como a
utilizacdo de programas subsidiados predominantemente por inseticidas convencionais
tém estimulado o interesse e a necessidade de se substituir 0 manejo intensivo quimico
por estratégias de controle alternativo.

Além disso, o comércio internacional de frutas frescas impde normas que
visam a impedir a introducdo de pragas oriundas do pais exportador para o pais
importador como, por exemplo, os Estados Unidos e o Japdo que impdem barreiras
fitossanitarias com vistas a impedir a introdug@o de espécies exoticas de moscas-das-
frutas em seus territorios. Nesse sentido, a adequacdo as normas e as exigéncias dos
mercados, a busca por seguranga alimentar e quarentendria exigem rapidas mudangas
nas técnicas de controle utilizadas na fruticultura brasileira.

Um dos marcos importantes da fruticultura nacional foi a adogdo da
Produgdo Integrada de Frutas (PIF) que tem por objetivos a utilizacdo de modernas
tecnologias, o respeito ao fruticultor, ao meio ambiente e ao trabalhador do campo, com

vistas a garantir a sustentabilidade das cadeias produtivas (SOBCZACK, 2009). A PIF ¢



uma exigéncia dos principais mercados importadores, por exemplo, a Unido Européia,
que busca seguranga alimentar impondo regras para a comercializagao de frutas frescas.

A agricultura sustentdvel no Século XXI vai depender cada vez mais de
intervencgdes alternativas, ecologicamente corretas, para o manejo de pragas e para a
reducdo do contato humano com produtos quimicos pesticidas. O interesse por
programas de controle bioldgico de pragas tem crescido consideravelmente no mundo
em funcdo de novos direcionamentos internacionais relacionados a producio agricola
que favorecem a conservacdo e o uso sustentavel dos recursos biolégicos. A utilizacdo
de inimigos naturais de pragas é uma alternativa promissora.

Os inimigos naturais sdo importantes para a agricultura sustentavel e podem
substituir ou reduzir a necessidade de utilizacdo dos agrotéxicos, além de serem
fundamentais como componentes no manejo ecoldgico de pragas. Os nematoides
entomopatogénicos, assim como as bactérias, os fungos, virus e insetos tém se
despontado como excelente recurso de controle bioldgico.

Os nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema Travassos e
Heterorhabditis Poinar (Nematoda: Steinernematidae e Heterorhabditidae) sdo parasitas
letais de insetos (KAYA e GAUGLER, 1993). O juvenil infectivo de terceiro estigio
penetra na hemocele do inseto hospedeiro por meio das aberturas naturais e libera a
bactéria simbidtica que carrega em seu canal alimentar (Xenorhabdus spp. Thomase
Poinar para Steinernematidae, e Photorhabdus spp. Boemere et al. para
Heterorhabditidae) (ADAMS e NGUYEN, 2002). As toxinas produzidas pelo
nematoide em desenvolvimento e pela bactéria matam o hospedeiro por septicemia
dentro de 24 a 48 horas. O nematoide completa de duas a trés geracdes dentro
hospedeiro e, quando o cadaver do inseto € consumido, o juvenil infectivo deixa-o para
buscar novos hospedeiros no solo (DOWDS e PETERS, 2002).

A comercializacdo de nematoides entomopatogénicos no controle de pragas
de insetos e o rapido aumento do uso, nos ultimos anos, desses agentes, devem-se aos
seguintes fatores: criacdo massal in vitro a custos economicamente vidveis; resisténcia a
defensivos agricolas quimicos e bioldgicos; ndo toxidade as plantas cultivadas;
especificidade para insetos; persisténcia por longos periodos no ambiente; ndo
toxicidade ao homem ou a animais domésticos; isencdo de registro dos produtos
bioldgicos junto a oOrgdos ligados ao meio ambiente; possibilidade de efeito de
sinergismo para combina¢des com inseticidas (LEITE, 2006); possibilidade de selecao

genética (KAYA e GAUGLER, 1993).



Este trabalho tem como objetivo avaliar nematoides entomopatogénicos
(Rhabditida: Steinernematidae; Heterorhabditidae) contra as pragas de frutiferas
moscas-das-frutas Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) e
gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii (Coleoptera: Curculionidae) e estd dividido
em trés capitulos: o primeiro apresenta revisdao de literatura, abordando aspectos da
sistemdtica, da biologia, da a¢do patogé€nica dos nematoides entomopatogénicos, dos
fatores que interferem na persisténcia do agente no solo e da acdo dos nematoides
entomopatogénicos no controle do gorgulho-da-goiaba e das moscas-das-frutas no
Brasil. O segundo compreende estudo (elaborado sob forma de artigo) que teve como
objetivo avaliar o efeito de nematoides entomopatogé€nicos na mortalidade das moscas-
das-frutas (Diptera: Tephritidae) em condi¢des de laboratério e de campo, assim como a
persisténcia do nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 em campo. O
terceiro constitui-se em estudo (também elaborado sob forma de artigo) que teve como
proposta avaliar o efeito de nematoides entomopatogénicos (Steinernematidae;
Heterorhabditidae) na mortalidade de pré-pupas do gorgulho-da-goiaba Conotrachelus

psidii (Coleoptera: Curculionidae) em condi¢des de laboratério e de campo.



I CAPITULO: REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos socioeconomicos da laranja Citrus sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) e
da goiaba Psidium guajava L.. (Myrtaceae)

1.1.1 Laranja Citrus sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae)

A laranja, pertencente a familia das Ruticeas (Rutaceae), € uma das mais
importantes frutas cultivadas do Brasil (ASSOCITRUS, 2008). Origindria da Asia foi
trazida da Espanha em 1501, pelos portugueses, com o objetivo de se criar
abastecimento de vitamina C a ser utilizada como antidoto do escorbuto, doenca que
dizimava a maioria das tripulagdes no periodo dos descobrimentos (NEVES e JANK,
2006).

A cultura da laranja, no Brasil, desenvolveu-se significativamente a partir
dos anos 60, quando grande parte dos laranjais da Flérida, Estados Unidos, foi destruida
por geada. Isso fez com que houvesse demanda de importacdes impulsionando paises
como o Brasil a investir nessa cultura. Muitos estados brasileiros dispdem de
considerdvel produgdo de laranjas, assim como de outros frutos citricos, destacando-se
Sdo Paulo (principal produtor), Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sergipe, Rio Grande do
Sul, Parana e Goias (ASSOCITRUS, 2008).

Atualmente, a citricultura € um dos setores mais competitivos e de maior
potencial de crescimento do agronegdcio no Brasil que detém 30% da producdo mundial
da laranja e 59% da de suco de laranja (Sdo Paulo e Flérida dominam a oferta mundial).
A laranja € o terceiro produto mais importante no agronegécio paulista e sinénimo de
emprego e renda no campo (SOBCZACK, 2009).

O sistema agroindustrial citricula movimenta nove bilhdes por ano e gera
mais de quatrocentos mil empregos diretos e indiretos. O pais exporta US$ 1,2 bilhdes
em suco de laranja, o que representa 80% do mercado mundial (NEVES; JANK, 2006).
O principal mercado consumidor do suco brasileiro é a Europa, com 70% dos volumes
negociados. Os Estados Unidos respondem por 15% de participacdo, a Asia, por 10% e
outros mercados por 5% (TURRA e GHISI, 2010).

Em 2009, no Brasil, a producdo de laranja foi de 17.618.450 toneladas; no
estado de Sao Paulo, foi de 13.642.165 toneladas — o que equivale a 77% da producédo
do pais e ao valor de producao de R$ 3.235.004 mil reais. (IGBE, 2010). O patrim6nio



citricula do Brasil € representado por cerca de 2 mil tipos de arvores de laranja,
tangerina e limdo (SOUZA, 2001), plantadas em 802.528 ha (IBGE, 2010).

A industria de suco concentrado produz diversos subprodutos da laranja
com diferentes aplica¢des no mercado interno e externo, as quais incluem fabricagdo de
produtos quimicos e solventes, aromas, fragrancias, tintas, cosméticos, complementos
para rac¢do animal, inclusive subprodutos do processamento industrial, tais como farelo
de polpa citrica, esséncia citrica (BOTEON, 2010).

No que diz respeito a citricultura orgénica, ela ainda € incipiente no pais,
mas vem demonstrando fortes sinais de crescimento. H4 produtores de citros orgédnico
em todas as regides do Brasil, sobretudo na regido sudeste, com destaque para o estado
de Sdo Paulo. Mais de 90% da fruta citrica orginica produzida tem como destino a
industria processadora — o principal suco de laranja organico produzido é o concentrado
congelado (TURRA e GHISI, 2010).

Quanto ao processo de certificacio da cultura orginica perene, as exigéncias
relacionam-se a necessidade de a plantacdo estar livre de produtos agrotéxicos, ha pelo
menos trés a quatro anos — tempo minimo para que o solo seja descontaminado e para
que se evite a presenca de residuos quimicos nas frutas —, ao atendimento adequado dos
procedimentos adotados no sistema de produgdo, tais como tipo de preparo do solo,
controle biolégico ou cultural das principais doengas, insumos utilizados; a observacdo
das legislacdes ambientais, das relagdes trabalhistas (TURRA e GHISI, 2010).

Tanto na citricultura organica quanto na citricultura convencional, os
produtores t&€m apontado como principal dificuldade de producdo o avango de pragas e
de doencas que causam danos irreversiveis as plantas, ameacam a quantidade e a
qualidade das frutas citricas, podendo levar a erradicagdo completa do pomar. Isso
configura risco potencial de inviabilidade técnica e economica da producdo (NEVES e
JANK, 2006; TURRA e GHISI, 2010).

A laranjeira e os outros citros sdo atacados por dcaro Plyllocoptruta oleivora
(4caro da falsa ferrugem), Brevipalpus phoenicis (acaro da leprose), broca Cratosomus
flavofosciatus (broca-da-laranjeira), Leptostylus sp. (broca da limeira dcida), cochonilha
Orthezia praelonga (de placas), Chrysomphalus ficus (cabeca-de-prego), Pinnaspis
aspidistrae, Mytilococcus beckii (de escamas), coleobrocas Diploschema rotundicolle,
Trachyderes thoracicus (besouros que perfuram tronco e ramos), mariposa-das-

laranjeiras Ecdytolopha aurantiana, mosca-das-frutas Anastrepha fraterculus, Ceratitis



capitata, pulgdo Toxoptera citricida (pulgdo preto), Icerya purchasi (pulgdo branco)

SEAGRI, 2010).

1.1.2 Goiaba Psidium guajava L. (Myrtaceae)

A goiabeira, considerada importante espécie frutifera, € cultivada
mundialmente em regides tropicais e sub-tropicais (TODA FRUTA, 2010), pertence a
familia Myrtaceae que abrange 140 géneros e trés mil espécies. A goiaba, Psidium
guajava L., tem como centro de origem o sul do México e o Peru, na América do Sul
(MEDINA, 1991), onde pode ser encontrada em estado silvestre (ROZANE et al,
2010). Tem significativa relevincia do ponto de vista econdmico e social por ser seu
cultivo gerador de emprego no meio rural e industrial (FRANCISCO et al., 2005).

P. guajava tem sido utilizada na area medicinal (PEREIRA, 2008), por
conter elevado teor de vitaminas C e A, calcio, tiamina, niacina, fésforo, ferro, beta-
caroteno e licopeno (PIEDADE NETO, 2003), no reflorestamento de dreas degradadas,
no restabelecimento do ciclo hidrolégico, nos servigos ambientais como seqiiestro de
carbono, nos sistemas agroflorestais (PEREIRA, 2008).

No Brasil, as condi¢des de clima e de solo favorecem a producio comercial
da goiabeira, o que ¢ relevante do ponto de vista econdmico, social, considerando-se a
perspectiva de incremento da producio agricola, a ampliagdo da atividade industrial e o
potencial de exportacdo (ROZANE et al., 2010).

A goiaba foi introduzida no Brasil em 1587 (MEDINA, 1991). Atualmente
estd distribuida por todo o territério nacional, sendo uma das frutas nativas mais
cultivadas. Entretanto, foi considerada por muito tempo sem valor econdmico, abrindo
espaco para frutas consideradas exoticas tais como laranja, maca, uva, péra, péssego,
que sempre ocuparam as primeiras posi¢cdes no ranking brasileiro, considerando-se a
quantidade produzida e o retorno econémico (SOUZA et al., 2009).

Até o inicio da década de 1970, o mercado da goiaba in natura era
praticamente inexplorado e as industrias eram abastecidas pelos goiabais nativos,
abundantes no estado de Sao Paulo, que gradativamente foram destruidos, dando lugar
as culturas tradicionais e a formacdo de pastagens (ARRUDA NETO, 1972;
WATANABE, 2009).

Na década de 1980, havia alguns cultivares com caracteristicas produtivas e

qualitativas que nem sempre atendiam as exigéncias dos produtores e consumidores.



Vale ressaltar que, nesse periodo, fruticultores familiares de origem japonesa, radicados
nos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro, ddo inicio a implantacdo de pequenos
pomares com a utilizacdo de modernas técnicas produtivas, tais como sele¢do de
cultivares, poda, raleio e ensacamento de frutos, selecdio e classificagdo, o que
proporciona melhoria significativa na qualidade da planta. (WATANABE, 2009).

Na década de 1990, recomendagdes sobre calagem, adubacdo e nutricdo em
pomares de goiabeiras em implantagcdo e formagdo fizeram com que a cultura ganhasse
novo impulso apresentando expressivo aumento da drea cultivada, especialmente no
estado de S@o Paulo. Esses avancos no manejo dos pomares t€m permitido a produgéo
de trés safras de goiaba a cada dois anos (SILVA et al., 2009). Atualmente, o Brasil é o
pais que possui a maior variedade de goiabeiras, a maior diversidade de cores de polpas
e a maior produtividade natural. O pais € o maior produtor mundial de goiabas
vermelhas e a India o de goiabas brancas (NATALE, 2009).

A producio anual de 2008, no Brasil, foi de 312.348 toneladas de goiabas
com area plantada de 15.641 mil ha, cujo valor da producéo foi de 206.262 milhdes de
reais. Grande parte dos pomares de producdo de goiaba estd concentrada nas regides
Nordeste (135.016 toneladas, 6.974 ha) e Sudeste (125.201 toneladas, 5.692 ha), com
destaque para os estados de Pernambuco e Sao Paulo, os dois com aproximadamente
3.700 ha de 4rea plantada. Em 2008 a produgfo anual para os estados de Pernambuco e
Sédo Paulo foi de 71.406 milhdes e 53.432 milhdes de reais, respectivamente (IBGE,
2010).

Atualmente, a atividade agroindustrial ligada a cultura da goiaba é uma das
mais importantes do Brasil, uma vez que a maior parte da fruta produzida no pais é
consumida na forma industrializada (SOUZA et al., 2009).

A globalizacdo acirrou a necessidade de normalizacdo dos processos de
produgéo e dos produtos em todo o mundo. Os paises importadores de frutas passam a
pressionar os exportadores no sentido de se estabelecer regras de produgdo que levem
em consideragdo os residuos de agrotéxicos, o meio ambiente, as condi¢des de trabalho
e higiene. Dessa forma, o Brasil elege, em conformidade com as exigéncias oficiais para
produtos agricolas, a Agricultura Organica e a Producio Integrada (KAVATI, 2009).

A Agricultura Orgénica adota tecnologias que otimizam o uso de recursos
naturais e socioecondmicos, tendo por objetivo a auto-sustentacio no tempo e no
espaco, a maximizagdo dos beneficios sociais, a minimizacdo da dependéncia de

energias ndo renovaveis, e a elimina¢do do emprego de agrotdxicos e de outros insumos



artificiais toxicos, de organismos geneticamente modificados (OMG/transgénicos), de
radiacOes ionizantes em qualquer fase do processo de producdo, armazenamento e
consumo, o que privilegia a preserva¢do da satide ambiental e humana e assegura a
transparéncia em todos os estdgios de producdo e de transformacido (BRASIL, 1999).

As perspectivas para a Agricultura Orgénica sdo altamente promissoras em
nivel de mercado (TUPY et al., 2010) e constituem alternativa de organizacdo e de
estruturacdo do processo produtivo desenvolvido por produtores agricolas de menor
porte, na busca de competitividade (BRASIL, 1999). A produgdo paulista de goiaba é
tipica de pequenos produtores, considerando as exigéncias constantes de podas,
irrigacdo e colheita de fruta para mesa o que vem contribuindo para aumentar a
demanda de mido de obra qualificada na agricultura e a utilizacdo de mao de obra
familiar (FRANCISCO et al., 2005).

A Produgdo Integrada de Goiaba € definida como sendo a produgdo
econdmica de goiabas de alta qualidade, priorizando métodos de produg@o mais seguros
ecologicamente, atenuando os efeitos colaterais indesejaveis da producdo agricola e
reduzindo o uso de agroquimicos para assegurar a protecdo do meio ambiente e da
satide humana (COMITE GESTOR DA PRODUCAO INTEGRADA DE GOIABA,
2010).

Tanto no sistema de Agricultura Orgéanica quanto no de Producdo Integrada,
os problemas fitossanitdrios, sobretudo os relacionados as pragas que atingem a cultura
da goiaba, constituem uma das principais barreiras ao acesso de frutas frescas no que se
refere aos mercados internos e principalmente aos externos.

Souza Filho e Costa (2009) relatam que até o momento sdo conhecidas 213
espécies de artrépodes, entre dcaros e insetos, associados a goiabeira no mundo, no
Brasil sdo conhecidas 70 espécies. Essas pragas, dependendo da regido ou das condigdes
do ambiente, podem expressar-se na forma agressiva ou de surtos, causando sérios
prejuizos a cultura. No estado de Sao Paulo sdo conhecidas o &dcaro-branco
Polyphagotarsonemus latus, a vespinha-da-goiaba Eurytoma sp., o tripes Liothrips sp.,
Pseudophilothrips sp. e Selenothrips rubrocinctus, a broca Retrachyderes thoracicus e
Timocratica palpalis, a lagarta Citheronia laocoon, Megalopyge lanata, Mimallo amilia
e Pyrrhopyge charybdis, a cochonilha Ceroplastes spp., Planococcus minor e
Hemiberlesia lataniae, a mosca-branca Aleurothrixus spp., € espécies de lagarta que
ocorrem nas brotacdes (lagartas-dos-ponteiros) e nos frutos (familia Tortricidae). Além

dessas, sdo consideradas pragas-chave da goiabeira o besouro—amarelo Costalimaita



ferruginea (Coleoptera: Chrysomelidae), o percevejo Leptoglossus stigma e L. zonatus
(Hemiptera: Coreidae), o psilidio-da-goiabeira Triozida limbata (Hemiptera: Triozidae),
a mosca-das-frutas Anastrepha fraterculus, A. bistrigata, A. striata, A. sororcula, A.
obligua e Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) e o gorgulho-da-goiaba
(Conotrachelus psidii) (Coleoptera: Curculionidae), para as quais se devem orientar o

monitoramento € o controle.

1.2 Aspectos gerais, biologia e ocorréncia das moscas-das-frutas Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera,
Tephritidae) e do gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii Marshall, 1922
(Coleoptera: Curculionidae)

1.2.1 Moscas-das-frutas Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis
capitata (Wiedemann, 1824)

1.2.1.1 Aspectos gerais e taxonomia

As moscas-das-frutas pertencem a ordem Diptera, subordem Brachycera,
infraordem Muscomorpha (Cyclorrhapha), secdo  Schizophora, superfamilia
Tephritoidea e familia Tephritidae (McALPINE, 1989). As espécies de tefritideos que
utilizam frutas como substrato para o desenvolvimento de suas larvas sdo as mais
estudadas por constituirem o grupo de insetos-praga de maior importancia econémica
(ALUJA; NORRBOM, 2000).

No Brasil s@o encontrados da familia Tephritidae os gé€neros Anastrepha
Schiner, 1868, Ceratitis MacLeay, 1829, Bactrocera Macquart, 1835 e Rhagoletis
Loew, 1862. Espécies do género Anastrepha, com predomindncia de Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata (Wiedemann, 1924), sido
consideradas as principais moscas-das-frutas (ZUCCHI, 2000).

As moscas das espécies de Anastrepha sdo endémicas na regido Neotropical
e restritas a ambientes tropicais e subtropicais (ALUJA, 1994). Ocorrem no sul da
regido Nedrtica e todas as espécies estio estabelecidas em sua provavel drea de origem
(MALAVASI et al., 2000).

Atualmente, estdo descritas 212 espécies de Anastrepha (URAMOTO,
2007). Dessas, 43% s@o encontradas na América do Sul (ALUJA, 1994), 95 espécies
distribuem-se em todo o territério brasileiro (ZUCCHI, 2000; RONCHI-TELES, 2000),

favorecidas pela diversidade de hospedeiros e regides ecoldgicas. Geralmente essas
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espécies sdo polifagas por atacarem frutos de diversas familias e por apresentarem
ampla distribuicdo (MALAVASI et al., 1980). As espécies A. grandis, A. fraterculus, A.
obliqua, A. pseudoparallela, A. sororcula, A. striata e A. zenildae sdao consideradas de
importancia econdmica (ZUCCHI, 2000).

As espécies das regides subtropicais e tropicais caracterizam-se como
multivoltinas, polifagas, estabelecendo-se em locais onde se encontram frutos em
amadurecimento. A exploracdo de recursos leva ao aumento de densidade populacional
que declina a medida que a quantidade de recurso disponivel diminui. Isso influencia na
capacidade de dispersdo da espécie (SELIVON, 2000).

Anastrepha fraterculus € a espécie de distribuicio mais ampla e sua
importancia econdmica decresce do sul para o norte do pais. Na regido sul e sudeste do
Brasil, ataca macgas (Pyrus malus L.) e citros (Citrus spp.); a medida que avanga para o
norte a A. fraterculus vai sendo substituida por A. sororcula, A. striata e A. zenildae
(MALAVASI et al.; 2000).

O género Ceratitis pertence a subfamilia Trypetinae, Tribo Dacini, subtribo
Ceratitidina (ZUCCHI, 2001). E nativo do norte da Africa, alcancando o sul da Europa
(zona do Mar Mediterraneo), Oriente Médio, Australia, Ilhas do Pacifico, América do
Sul, Norte e Central e ilhas isoladas dos Estados Unidos (MALAVASI et al., 2000).
Infesta mais de 374 espécies de frutos nativos e exoticos, pertencentes a 69 familias, em
vdrias regides do mundo (LIQUIDO et al., 1991).

O género Ceratitis é composto, aproximadamente, de 70 espécies
(NORRBOM et al., 1998). No Brasil, € representado por uma tnica espécie, a mosca do
mediterraneo, Ceratitis capitata. Considerada a espécie mais cosmopolita e invasora,
esta distribuida em quase todas as dreas tropicais e temperadas quentes do mundo,
causando danos econdmicos a fruticultura mundial (ZUCCHI, 2000). No Brasil é praga
de importancia quarentendria, infesta, preferencialmente, frutos introduzidos
(MALAVASI et al., 1980, AGUIAR-MENEZES e MENEZES, 1996); provavelmente,
apresenta elevado potencial de adaptacdo e polifagia entre as moscas-das-frutas
presentes no Brasil (MALAVASI et al., 1980, RONCHI-TELES e SILVA, 1996).

Ceratitis capitata foi registrada pela primeira vez em maio de 1901, no
Brasil, infestando Citrus spp. no estado de Sdo Paulo (IHERING, 1901). Até 1968,
registrou-se sua ocorréncia nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia — seu limite norte na década de 1980

(MALAVASI et al., 1980, NASCIMENTO e ZUCCHI, 1981). Atualmente, esta



11

disseminada nos estados do Amapd, Pard, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Espirito
Santo, Goids (MALAVASI et al., 2000), Mato Grosso do Sul (UCHOA-FERNANDES
e ZUCCHI, 2000), Maranhao (MORGANTE, 1991), Rondénia (RONCHI-TELES e
SILVA, 1996) Ceara (BRAGA SOBRINHO et al.,, 2002), Pernambuco (HAJI e
MIRANDA, 2000).

1.2.1.2 Biologia

A fémea das moscas-das-frutas, apds a emergéncia, necessita de alimentos
protéicos e de carboidratos para que ocorra o periodo de maturidade sexual, que varia de
oito a dez dias, dependendo da espécie e a viabilidade dos ovos. As moscas-das-frutas
danificam diretamente os frutos a partir do momento em que a fémea acasalada introduz
seu ovipositor (CARVALHO, 2005).

Em citros, a fémea perfura o epicarpo (casca) do fruto para realizar a
oviposicdo — de 1 e até 10 ovos por postura para A. fraterculus e C. capitata,
respectivamente.— no interior do albedo (parte branca sob a casca do fruto). A epiderme
fica marcada no local da punctura e, com o desenvolvimento fisiolégico do fruto,
forma-se uma concavidade ou uma deformacdo que o deprecia (CARVALHO, 2005;
GRAVENA et al., 2010).

Frutos infestados por moscas-das-frutas apresentam intensa fermentacao, e
exsudacdo pelo orificio de oviposi¢do. Na casca do fruto verde, ao redor do orificio de
postura, aparece uma tonalidade amarelada indicando processo de podriddo timida e
amolecida que leva a queda precoce do fruto (GRAVENA et al., 2010).

Aproximadamente dois dias apds a oviposicdo, ocorre a eclosdo das larvas
que passam a alimentar-se continuamente da polpa do fruto por um periodo que
depende da espécie e das condicdes ambientais. As larvas de coloragdo branco-
amarelada, afiladas na regido anterior e arredondadas na posterior, caminham fazendo
galerias em direc@o a polpa consomem-na causando, geralmente, apodrecimento da 4rea
(CARVALHO, 2005; GRAVENA et al., 2010). As larvas de terceiro instar saem do
fruto, penetram de 2 a 8 cm no perfil do solo ao redor da planta hospedeira e se
empupam entre 2 a 12 horas. O adulto emerge da pupa em torno de 10 a 15 dias, rasteja
préximo a vegetacdo até que o seu tegumento endureca. Apds sete dias a reproducdo

tem inicio (LINDEGREN e VAIL, 1986; GREWAL et al., 2001).
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A dindmica populacional das moscas-das-frutas dependente de fatores
abidticos como a temperatura e a precipitacdo pluvial e de fatores bidticos, como,
principalmente, a disponibilidade de frutos. O ciclo de vida (ovo a adulto) € diretamente
dependente da temperatura, sendo mais prolongado em épocas ou regides de
temperaturas baixas. A duragdo da fase de ovo no interior do fruto é de 3 a 4 dias para
A. fraterculus e de 2 a 4 dias para C. capitata. A fase de larva, no interior do fruto tema
a duracdo de 11 a 14 dias para A. fraterculus e 7 a 11 dias para C. capitata. A pupa de
A. fraterculus permanece no solo por periodo entre 10 a 15 dias e a pupa de C. capitata
permanece no solo por periodo entre 9 a 20 dias. O ciclo de vida de ovo a adulto tem a
duracdo de 24 a 33 dias para A. fraterculus e 60 a 300 dias para C. capitata. Para A.
fraterculus, o tempo de vida dos adultos € de até 5 meses e a fecundidade da fémea ndo
excede 450 ovos, enquanto que para C. capitata o tempo de vida dos adultos € de até 10

meses e a fecundidade da fémea é de até 800 ovos (GRAVENA et al., 2010).

1.2.1.3 Ocorréncia de moscas-das-frutas em citros

Em estudo sobre hospedeiros de moscas-das-frutas no Brasil, Malavasi e
Morgante (1980) observaram que 13,7% das moscas que emergiram dos frutos de
Citrus spp. eram espécies do género Anastrepha e 43,1 %, da espécie C. capitata.
Dando continuidade ao trabalho, Malavasi et al. (1980) verificaram a ocorréncia de
moscas-das-frutas em todo o estado de Sdo Paulo, com predominincia em 4reas de
producgdo comercial de frutas e em campos cerrados com frutos silvestres. As espécies
encontradas foram C. capitata e A. fraterculus em laranja doce (Citrus sinensis, C.
aurantium, C. deliciosa, C. grandis, C. madurensis e C. reticulata).

Fernandes (1987), em levantamento realizado com armadilhas em pomar de
laranja C. sinensis (cultivar Pera) em S&o Paulo, verificou que 95,65% das moscas
capturadas eram C. capitata e 4,35%, Anastrepha spp., com predominincia de A.
fraterculus.

Souza Filho et al. (2000) consideraram C. capitata, ocorrendo
principalmente em planta introduzida, e A. fraterculus como as principais espécies de
moscas-das-frutas do Estado de Sao Paulo.

Raga et al. (2004) coletaram frutos de diferentes variedades e hibridos de
citros em 25 municipios do Estado de Sdo Paulo. Do total das amostras recuperaram

5.252 pupérios e 3.039 adultos de Tephritoidea, sendo que 78,1% dos adultos foram
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Tephritidae (77,1% de Anastrepha fraterculus e 1,0% de C. capitata). Concluiram que
as laranjas doces sdo as variedades mais suscetiveis a infestacdo de Tephritoidea no
estado de Sdo Paulo.

Em levantamento realizado no pomar experimental de citros do
Departamento de Fitotecnia/CCA/UFPI foram capturadas as espécies: A. obliqua, A.
striata, A. zenildae, A. flavipennis, A. dissimilis, A. sororcula e A. ethalea, sendo A.
obligua a que apresentou maior frequéncia (SANTOS e PADUA, 2004).

Em pomares de citros (cultivar Valéncia) da regido Oeste de Santa Catarina,
A. fraterculus predominou sobre outras espécies de moscas-das-frutas (CHIARADIA et
al., 2004).

Em levantamento por armadilha realizado em pomares de laranja doce C.
sinensis e tangerina C. reticulata, no municipio de Araruama, RJ, Souza et al. (2008)
registraram a ocorréncia de A. fraterculus, A. obliqua, A. sororcula e C. capitata, com
predominancia de A. fraterculus.

O problema das moscas-das-frutas € ampliado na medida em que o foco de
infestacdo localiza-se em 4reas préximas a pomares comerciais o que leva a migracao,
infestacdo de frutos e re-infestacdo dos pomares. Isso dificulta o controle da praga,
impede a diversificagdo de novos pomares e inviabiliza a comercializa¢do de frutas
frescas, caso ndo seja implementado rigido programa de supressdao populacional das
moscas nessas adreas (CARVALHO, 2005).

Para o estado de Sdo Paulo foi definido que C. capitata representa a maior
parte da populagdo nas regides citricolas do centro-norte e noroeste e A. fraterculus na
regido centro-sul. Nestas regides citricolas, o potencial de ataque esta relacionado as
condicdes climdticas favoraveis e a sucessio de hospedeiros, em que os adultos migram
de uma frutifera para outra, 2 medida que estas forem frutificando em diferentes épocas
do ano, fendmeno denominado de sucessdo hospedeira. Embora haja preferéncia por
frutos na fase de maturacdo ou de alisamento da casca, as moscas do género
Anastrepha, devido ao seu robusto actleo (ovipositor), podem infestar os frutos citricos
verdes, na fase de 50% do desenvolvimento maximo, sobretudo das variedades
precoces. O primeiro pico populacional desta espécie ocorre entre marco e abril,
migrante a partir de frutiferas com maturacdo durante as esta¢des de primavera e verao,
como: goiaba, manga, sirigiiela, acerola, carambola, maracuja e péssego. Um segundo
pico populacional, ocorre entre julho e setembro, podendo-se prolongar-se até

dezembro, quando em func¢do do inverno, pela baixa disponibilidade de hospedeiros, o
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inseto obrigatoriamente migra para os citros, atraidos pela maturacio dos frutos de meia
estagdo e tardios. Existe também a migracdo entre as variedades citricas, nos casos em
que ndo houve um controle satisfatério nas as variedades precoces, criando um
potencial de ataque sobre aquelas de maturacdo tardia. Por fim, com o avangar da
colheita restringe-se a drea de frutos em fase de maturacdo, havendo a concentracdo dos
insetos sobre as variedades de maturacdo tardia. C. capitata tem a cultura do café como
hospedeiro primdrio assim, a mdxima densidade populacional ocorre no periodo de
julho a novembro, que coincide com a época de maturacéo e colheita do café arabica.
Neste periodo grandes populagdes desse inseto migram para pomares de citros em busca
de alimentag@o e locais para oviposi¢cdo. As fémeas de C. capitata, que apresentam um
actleo rudimentar em relacdo as moscas do género Anastrepha, encontram no periodo
de migracdo os frutos citricos extremamente favordveis a oviposi¢do, por apresentarem
a casca lisa e tenra em funcdo do estadio de maturagdo. A precipitagdo é o fator abidtico
de maior influéncia sobre os picos populacionais de ambas as espécies, pois define a
época de florescimento e frutificacdo dos hospedeiros (GRAVENA et al., 2010).

A aplicacdo indiscriminada de agrotéxicos que afeta a populacdo de
inimigos naturais das moscas-das-frutas nos pomares, o crescimento da drea plantada, a
diversificacdo de hospedeiros contribuem para o aumento da densidade populacional
das moscas-das-frutas. Essa situacdo exige um programa de supressdo populacional que
dé énfase ao uso de agentes naturais, como, por exemplo, o uso de nematoides

entomopatogénicos.

1.2.2 Gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera:
Curculionidae)

Gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii € uma das principais pragas da
goiaba. No Brasil, sua ocorréncia foi registrada pela primeira vez em 1913 por Bondar.
Posteriormente outros autores como, por exemplo, Carvalho e Carvalho em 1939,
Duarte em 1948, Lima em 1956, Gongalves em 1962, Robbs em 1956 e 1960, Mariconi
e Soubihe Sobrinho em 1961, Mariconi em 1963, Silva e D’ Araujo em 1967, Gallo em
1970 fazem referéncia a esse inseto, demonstrando sua importincia para a goiabeira e
sugerindo informagdes para seu controle (ORLANDO et al., 1974).

No Brasil, no estado de Sdo Paulo, na década de 1970, com a intensificacdo

da cultura da goiaba, tanto para a producédo industrial quanto para o consumo in natura,
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foi identificado elevado indice de frutos atacados pelo gorgulho, atingindo 80% de
infestacdo (ORLANDO et al., 1974). No Sul de Minas Gerais, ano de 1988, foi
verificado o ataque do gorgulho em 43% dos frutos (SOUZA et al., 2003). Em Sao
Paulo, na regidao de Valinhos, ano de 2009, o ataque do gorgulho comprometeu quase
100% do pomar de goiaba em producdo organica (Adenilson Roncaglia, dados ndo
publicados).

Ainda ndo existem, no pafs, informacdes suficientes sobre a biologia e o
controle do gorgulho da goiaba. Para Bailez et al. (2003), o estudo do comportamento e
do controle sdo urgentemente necessdrios para o estabelecimento de um programa de
gestdo para o controle dessa praga.

Na Venezuela, também na América do Sul, ano 1978, o gorgulho-da-goiaba
foi registrado causando danos estimados em 88% em pomares que ndo receberam
nenhuma medida de controle e 64% em pomares comerciais que passaram por aspersdes
de inseticidas nas folhagens (BOSCAN de MARTINEZ e CASARES, 1980).

Os adultos machos e fémeas do gorgulho-da-goiaba alimentam-se de botdes
florais, frutos pequenos (BOSCAN de MARTINEZ e CASCARES, 1980), peciolos e
pedinculos (SILVA-FILHO et al., 2007).

O inseto adulto mede aproximadamente 6 mm de comprimento por 4 mm de
largura, tem coloracdo pardo-escura, rostro cilindrico e alongado, onde se localizam as
pecas bucais. O gorgulho-da-goiaba é considerado uma praga do fruto. A fémea adulta
perfura o fruto ainda verde com o tamanho entre 1,5 cm até 3 cm de didmetro,
colocando um ovo em cada orificio. Esse periodo corresponde ao periodo critico de
ataque da praga coincidindo com a época quente e chuvosa. Os ovos sdo encontrados
em camaras de ovos construidas pelas fémeas em frutos de goiabas verdes, apresentam
forma ovdide, tirgidos de cor branca perolada. Em condicdes de laboratério, Bailez et
al. (2003) observaram que o periodo de incubagdo tem a duragéo de 3,9 + 0,60 dias.

Do ovo eclode uma larva — de coloragdo branca e cabega escura, apoda,
fusiforme e afilada na cabeca, com até 10 mm de comprimento — que se alimenta
imediatamente, ap6s a eclosdo, da polpa e das sementes do fruto. O local da postura no
fruto fica endurecido e ndo se desenvolve com o restante do fruto. Posteriormente, na
drea da postura, aparece uma depressdo na casca, apresentando uma pequena drea
circular necrética central, enegrecida, com um orificio, sintomas que caracterizam o
ataque da praga. Os frutos atacados desenvolvem-se de maneira deformada, entrando

em maturagdo anormal, for¢ada, e sdo inaceitdveis para o consumo in natura € para a
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industrializacdo. Ap6s 35 a 40 dias, a larva de quarto instar, de 10 a 15 cm abandona o
fruto e se aprofunda no solo. Essa fase corresponde ao periodo pré-pupal, considerado o
mais longo do ciclo de vida do gorgulho, que compreende o niimero de dias em que a
larva abandona o fruto e se enterra no solo até a pupacgao. A fase de pré-pupa permanece
por aproximadamente quatro a cinco meses nos Estados do Rio de Janeiro e de Sao
Paulo; por oito meses ou mais na regido Sul de Minas Gerais, onde seu ciclo acontece
em torno de um ano. No solo, a pré-pupa constréi uma cdmara de terra para se abrigar.
Ap6s esses periodos, a pré-pupa transforma-se em pupa e permanece nessa fase por
cerca de 15 dias. Em seguida, de acordo com as condi¢des favordveis de umidade no
solo, o adulto emerge, dando origem a uma nova geragdo da praga no pomar (MEDINA,
1978; SOUZA et al., 2003; BAILEZ et al., 2003; SOUZA FILHO e COSTA, 2009).

Em condigdes de laboratério, Bailez et al. (2003) observaram que, apds a
emergéncia na areia, os adultos permanecem sedentdrios, raramente se alimentam e ndo
procuram o companheiro até o final da segunda semana quando o primeiro
comportamento de corte foi observado. Da terceira semana em diante, os gorgulhos
intensificam sua mobilidade, alimentagcdo, acasalamento e o comportamento de
oviposi¢do inicia-se dois dias depois. Durante o periodo reprodutivo, as fémeas
acasalam-se pelo menos cinco vezes.

A queda dos frutos atacados causa prejuizos diretos na produg¢do e na
industrializacdo, devido a destruicdo da polpa. A regido das sementes fica destruida,
enegrecida e é caracterizada por uma podriddo timida e generalizada. Com isso o fruto
acaba caindo ao solo. Os frutos atacados, apodrecidos servem de alimento para alguns
besouros que passam a viver dentro da goiaba, na drvore ou no ch@o, mas ndo sdo
considerados pragas (SOUZA, et al. , 2003).

As condi¢des climdticas interferem no ciclo vital do inseto. Em Sao Paulo,
onde as condigdes climaticas limitam a producdo da planta a uma vez por ano, foi
observado adulto do inseto nos ramos e principalmente nos frutos da goiabeira, nos
meses de janeiro, fevereiro e marco. Nos meses de junho e julho foram observadas
pupas; nos de outubro e novembro foi observada a emergéncia de adultos que ficaram
na terra até novembro e dezembro. Com as primeiras chuvas, em conseqiiéncia da
umidade do solo, verificou-se que os adultos saiam do solo, subiam nas drvores e davam
inicio a um novo ciclo (ARRUDA NETO, 1972). Na Bahia, onde a produgdo de goiaba
ocorre durante quase todo o ano, o inseto muda seu comportamento, por isso

encontram-se adultos na maioria dos meses do ano, com mais abundancia no verdao
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(BARBOSA et al., 2001). Na regido Sul de Minas Gerais os gorgulhos s6 atacam os
frutos na safra das dguas que geralmente € colhida em fevereiro e marco (SOUZA et al.,
2003). O periodo em que o inseto adulto permanece enterrado pode estar relacionado a
sua necessidade de completar o processo de esclerotizacdo e a auséncia de estimulo para
a sua saida do solo (BAILEZ et al., 2003). Para Boscan de Martinez e Cascares (1982),
esse estimulo pode ser providenciado pela precipitacdo, a qual facilita a saida do inseto
do solo.

O uso abusivo de agrot6xico, ocasionando aquisi¢do de resisténcia por parte
do inseto, propiciando a permanéncia de residuos quimicos no ambiente que
comprometem a saide e impactando a biodiversidade, faz com que surjam novas
propostas de producdo que visam ao controle do gorgulho com agentes naturais, por

exemplo, as que fazem uso de nematoides entomopatogénicos.

1.3 Filo Nematoda

O Filo Nematoda, conta com apenas 20.000 espécies descritas, porém ha
especulagdes de milhdes esperando ser descobertas. Esses animais habitam ambientes
intersticiais Umidos em todos os hdbitats, inclusive os corpos de plantas e de animais.
Eles ocorrem em grande quantidade nos habitats bentdnicos marinhos e de dgua doce,
na terra e aparecem como parasitas de significativa variedade de hospedeiros vegetais e
animais. Aparecem desde os pdlos aos tropicos em todo tipo de ambiente, por exemplo,
em desertos, em altas montanhas, em fontes termais, florestas, mar profundo. Os
nematoides de vida livre s@o animais da mesofauna que vivem nos espagos intersticiais
de bancos de algas, sedimentos aquaticos e solos terrestres em grande quantidade. As
espécies terrestres vivem no filme de dgua que envolve cada particula de terra. Ja foram
registrados nematoides nas axilas foliares e nos angulos dos ramos das arvores. Os
nematoides parasitas exibem todos os graus de parasitismo e atacam frequentemente
plantas e animais em relacdes espécies-especificas. Muitos podem suspender os
processos vitais, quando as condi¢cdes ambientais se tornam desfavordveis com
referéncia a perda de agua, e entrar em um processo chamado de criptobiose (vida
escondida) ou anidrobiose. Ressurgem quando as condi¢des se tornam novamente
favoraveis (RUPPERT et al., 2005).

Os nematoides associados aos animais, especificamente os associados aos

insetos exibem interacdes de espécies de nematoides com insetos que vdo do
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comensalismo ao parasitismo obrigatério. Nas relacdes de comensalismo, os nematoides
podem ser encontrados no exoesqueleto ou, internamente, no sistema excretor,
reprodutivo, digestivo e na hemocele, causando pouco ou nenhum dano ao hospedeiro.
A maioria dessas espécies de nematoides, tal como as espécies de vida livre, podem se
alimentar da microflora ou microfauna associadas aos insetos mortos (KAYA e
STOCK, 1997).

A relagdo de parasitismo pode ser uma associacdo facultativa ou obrigatdria.
Na associag@o facultativa, a espécie de nematoide apresenta um ciclo de vida livre
independente do inseto hospedeiro e entra na fase de ciclo parasita quando o inseto
hospedeiro ocorre no ambiente. Na associa¢do obrigatdria, as espécies de nematoides
ndo sobrevivem na auséncia do inseto hospedeiro. Tanto na associa¢do facultativa
quanto na obrigatdria, os efeitos deletérios resultantes do parasitismo de nematoide
sobre insetos incluem esterilidade, reducdo da fecundidade, reducdo da longevidade,
reducdo do voo, atraso no desenvolvimento ou aberracdes de ordem comportamental,
morfoldgica ou fisioldgica (POINAR, 1979).

O estudo de nematoides associados aos insetos teve inicio na década de
1930, intensificando-se na década de 1980. Sdo reconhecidas aproximadamente trinta
familias de nematoides em diferentes associagdes com os insetos (KAYA e STOCK,
1977). Entre essas familias distinguim-se aquelas as quais abrangem os nematoides
entomopatogénicos, parasitas de insetos, que matam os hospedeiros com a ajuda de
bactérias transportadas em seu intestino. Estes nematoides t€ém grande potencial como

agentes do controle bioldgico de diversidade de insetos economicamente importantes.

1.3.1 Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides parasitas de insetos, conhecidos como nematoides
entomopatogénicos (NEPs), pertencem as familias Steinernematidae Chitwood e
Chitwood, 1937, 1950, Rhabditoidea (Oerley), Rhabditida (Oerley) (syn.
Neoplectanidae Sobolev) e Heterorhabditidae Poinar, 1976, Rhabditida (Oerley).

Fazem associacdo mutualistica com bactérias entomopatogénicas, sao
considerados parasitas letais e hdbeis para infectar ampla gama de espécies de insetos,
causando doenca e morte por septicemia entre 24 e 72 horas. Os estdgios de vida desses
nematoides sdo parasitas dentro do hospedeiro, exceto o estidgio imaturo de vida livre

conhecido como juvenil infectivo (JI). Este vive no solo, ndo se alimenta, ndo se
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reproduz, emerge do hospedeiro depredado e sai em busca de um novo hospedeiro
(KAYA e GAUGLER, 1993; AKHURST, 1993; CAMPBELL e KAYA, 2000;
DOWDS e PETERS, 2002).

O juvenil infectivo € morfologicamente, fisiologicamente e
comportamentalmente adaptado para a func@o de transmissdo — de ingrediente ativo
como inseticida biolégico. O par de anfideos (6rgdo sensorial), situado na regido
anterior do corpo, tem fungdo de detectar sinais potencialmente associados com o
hospedeiro e de desencadear uma série de comportamentos apropriados para encontrar
esse hospedeiro. A dispersdo do juvenil infectivo no perfil do solo é considerada uma
caracteristica ambiental que impacta o potencial de biocontrole (GRIFFIN et al., 2005).
Ela se da de forma horizontal e vertical (LEWIS, 2002) e inclui movimentos fora do
cadaver, visando a localizar hdabitats para sobrevivéncia, a buscar abrigo em
microambientes, a aprofundar-se no perfil do solo, a causar infeccdo (ISHIBASHI e

KONDO,1990).

1.3.1.1 Familia Steinernematidae

A familia Steinernematidae € composta pelos gé€neros Neosteinernema
Nguyen & Smart, 1994, representado pela espécie N. longicurvicauda, e Steinernema
Travassos, 1927, representado por 61 espécies validas (NGUYEN, 2010). A ocorréncia
de esteinernematideos tem sido registrada em todos os continentes com exce¢do ao da
Antarctica (GRIFFIN et al., 1990).

O ciclo de vida em Steinernema inicia-se quando o juvenil infectivo entra
no inseto hospedeiro pelas aberturas naturais (boca, dnus e espiraculos), e alcanca a
hemocele do inseto, onde libera a bactéria simbidntica do género Xenorhabdus, a qual
se multiplica rapidamente, matando o hospedeiro entre 24 a 48 horas. Dentro do inseto,
os juvenis infectivos se alimentam da bactéria e dos tecidos em decomposicdo, se
desenvolvem e sofrem muda para o quarto estdgio juvenil, quando entdo formam os
adultos machos e as fémeas de primeira geracdo. Apds o acasalamento, as fémeas
colocam os ovos que eclodem em juvenis de primeiro estigio, mudam sucessivamente
para os de segundo, os de terceiro e os de quarto estidgio e passam para adultos fémeas e
machos de segunda geracdo. Os nematoides se reproduzem continuamente,
frequentemente, por duas ou trés geragdes até a depredagdo do caddver do inseto. Se o

recurso alimentar for limitado, os ovos colocados pelas fémeas de primeira geracio se
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desenvolvem diretamente em juvenil infectivo. Apds se extinguirem 0S recursos
alimentares do caddver, o ultimo segundo estidgio juvenil cessa de se alimentar,
incorpora uma quantidade de células bacterianas numa vesicula especial — que se situa
na regido anterior do intestino —, converte-se num estigio pré-infectivo, muda para o
juvenil infectivo (JI) — que retém cuticula do segundo estdgio como um revestimento —,
deixa o caddver e procura por um novo hospedeiro (POINAR, 1990; KAYA e
GAUGLER, 1993; ADAMS e NGUYEN, 2002) (Figura 1).

A bactéria € liberada,
Juvenis infectivos 0 inseto morre € 0
penetram no inseto nematoide alcanga

pelas aberturas . ) a fase adulta
naturais . %1}.[- ot S
b e
¢
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O nematoide
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hospedeiros

Figura 1 Ciclo de vida simplificado dos nematoides entomopatogénicos das familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae. O estdgio juvenil é composto do J1, J2,
J3 (juvenil infectivo) e J4. Em Steinernema a primeira geragéo é formada por
machos e fémeas e em Heterorhabditis por hermafroditas. Fonte (LEITE,
2006).

1.3.1.2 Familia Heterorhabditidae

A familia Heterorhabditidae abrange o género Heterorhabditis, que tem H.
bacteriophora como espécie tipo e mais 13 espécies validas (NGUYEN, 2010).

Os heterorhabditideos possuem baixa diversidade morfolégica (CURRAN,
1990) e apresentam um ciclo de vida complexo, o qual alterna hermafroditismo com
anfimixia (JOHNIGK e EHLERS, 1999) e influencia a estrutura genética da populacdo
(JAGDALE et al., 2006).

Além das aberturas naturais, os heterorhabditideos podem também penetrar
o inseto hospedeiro pela cuticula com auxilio de uma estrutura semelhante a um dente

situado na regido terminal da cabe¢ca (BEDDING e MOLYNEUX, 1982). A primeira
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geracdo é formada por fémeas adultas hermafroditas cujos ovos produzem juvenis que
desenvolvem machos, fémeas ou juvenis infectivos. O macho e a fémea de segunda
geracdo se acasalam e produzem ovos que se desenvolvem em juvenis infectivos. A
bactéria simbionte é a Photorhabdus (ADAMS e NGUYEN, 2002) (Figura 1).

Os heterorhabditideos ocorrem nas Américas, em regidoes Sul e Central da
Europa, na Austrdlia, no Leste da Asia (China, Japao e Coréia), no Sul da fndia, Sri
Lanka, Malaysia, Indonésia, Egito, Kenya (BURNELL e STOCK, 2000).

Steinernema e Heterorhabditis t€m origem na Era Paleozdica, ha 375
milhdes de anos, e compartilham da mesma estratégia de entomopatogenicidade:
infectam o hospedeiro e, em seguida, liberam as bactérias simbiontes que matam
rapidamente o inseto. Essa similaridade compartilhada resulta de uma convergéncia
evolutiva e ndo de uma ancestralidade comum. Heterorhabditis provavelmente
originou-se de um rabditideo marinho que se alimentava de bactéria de vida livre,
enquanto que Steinernema desenvolveu-se de uma linhagem em ambiente terrestre
(POINAR JR., 1993).

Os nematoides entomopatogénicos possuem atributos que sdo caracteristicos
de um agente de controle bioldgico ideal, por exemplo, ampla gama de hospedeiros,
possibilidade de criagdo massal in vitro a custos economicamente vidveis, capacidade de
serem efetivos na presenca de inseticidas quimicos e de outros agentes, possibilidade de
agirem em sinergia com estes. Tais nematdides sdo inseto-especificos e tém
demonstrado eficicia no controle de certos insetos ou grupos de insetos, particularmente
no de pragas que completam parte de seu ciclo de vida no solo, em muitos casos
apresentam a capacidade de buscar a espécie hospedeira, persistem no ambiente por
longos periodos, ndo sdo toxicos para o homem, para animais domésticos e de interesse
zootécnico e suas formulacdes s@o isentas de registros em agéncias de protecdo

ambiental (LEITE, 2006).

1.3.1.3 Estratégias de forrageamento

Compreender o mecanismo de comportamento de forrageamento € essencial
para a constru¢do do conhecimento sobre a eficicia dos nematoides entomopatogénicos
como agentes do controle biolégico, pois o0 modo de forrageamento indica onde os
nematoides podem ser encontrados e quais hospedeiros provavelmente encontrardo

(GAUGLER et al., 1997).
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As estratégias de forrageamento sdo divididas nas categorias ambusher e
cruiser, que representam pontos finais sobre um continuum de estratégias de
forrageamento. Essa divisdo tem como referéncia diferencas do tempo de forrageamento
gasto pelos nematoides para a exploragdo do ambiente, as quais estdo correlacionadas
com um conjunto de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, comportamental e
ecoldgica do nematoide (HUEY e PIANKA, 1981).

Os forrageadores cruiser sdo caracterizados por apresentarem alta
mobilidade, alocando seu tempo de forrageamento para explorar sinais associados aos
hospedeiros enquanto se movem pelo ambiente ou durante pausas de curta duragdo. Os
forrageadores ambusher caracterizam-se por apresentarem baixa mobilidade,
explorando o ambiente por pausas de longa duracdo, que sdo interrompidas por
intervalos de reposicao da postura do corpo, ou por movimento de curta duracdo. Essas
diferencas de movimento sdo significativas, uma vez que a duracdo das pausas de
exploracdo influencia o tipo de recurso que o nematoide estd apto a encontrar. Os
forrageadores do tipo cruiser t€m maior probabilidade de encontrar insetos cripticos ou
sedentérios, aprofundados no perfil do solo, enquanto que os ambusher permanecem
proximos a superficie do solo e tém maior probabilidade de localizar hospedeiros
moéveis (LEWIS et al., 1992; 1993; CAMPBELL e GAUGLER, 1997, CAMPBELL e
KAYA, 2000).

A maioria das espécies de nematoides entomopatogénicos rasteja por um
movimento sinusoidal sobre o substrato, usando as forcas de tensdo superficial
associadas ao filme de dgua para propelir-se para frente e para tras. Podem explorar
sinais do ambiente (gradientes de temperatura e quimicos) enquanto se locomovem
durante as curtas pausas (CAMPBELL e KAYA, 2000).

Os nematoides podem elevar a por¢do anterior de seu corpo sobre o
substrato e balanc¢a-lo de um lado para o outro. Algumas espécies podem levantar ainda
mais seu corpo do substrato e balanca-lo, apoiando-o sobre a cauda. Esse
comportamento é conhecido como standing, podendo funcionar como um intervalo de
exploragdo imével e como um mecanismo de ataque ao hospedeiro em movimento
(LEWIS et al., 2006).

O juvenil infectivo em comportamento standing pode realizar saltos com o
corpo, formando circulo, propelindo o nematoide pelo ar, a uma distancia, muitas vezes,
maior que o comprimento do corpo, o que ocorre como um meio de dispersdo e como

um mecanismo de ataque por emboscada. O movimento standing do juvenil infectivo
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do S. carpocapsae, por exemplo, é influenciado pela presenca ou pela localizagdo do
inseto hospedeiro (LEWIS et al., 2006). O comportamento standing aumenta a drea de
contato com o hospedeiro que se movimenta no entorno e reduz a for¢a da tensdo
superficial, segurando o nematoide no substrato (CAMPBELL e GAUGLER, 1993). O
comportamento standing e a realizacdo de saltos estdo correlacionados com as
estratégias do forrageador ambusher (LEWIS et al., 2006).

O comportamento standing € restrito ao juvenil infectivo de
aproximadamente 11 espécies de Steinernema, ndo tendo sido observado em
Heterorhabditis (CAMPBELL e KAYA, 2002).

Os nematoides entomopatogé€nicos disponiveis comercialmente S.
carpocapsae e S. scapterisci sdo ambusher extremos e podem realizar o movimento
standing durante muitas horas. Heterorhabditis spp. e S. glaseri sdo cruiser (LEWIS,
2002). Os juvenis infectivos ndo encontram o hospedeiro por meio de movimento
randdmico, mas respondem comportamentalmente (tomada de decisdes de infectar) com
base nos estimulos provenientes do ambiente os quais contribuem para melhorar a
probabilidade de encontrar o hospedeiro (CAMPBELL e KAYA, 2000).

Os forrageadores cruiser (Steinernema spp. e Heterorhabditis spp.)
respondem a sinais voldteis do hospedeiro tais como fezes, cuticula e mudam o
comportamento para busca localizada, apds o contato com o hospedeiro (LEWIS et al.,
1992; 1993; CAMPBELL et al., 2003; GREWAL et al., 1993a; LEWIS et al., 2006). S.
glaseri (Steiner). Essa resposta acontece na presenca de CO,, que, provavelmente, induz
respostas comportamentais (LEWIS et al., 1993).

Para os nematoides, um inseto hospedeiro representa fonte de alimento e
encontro para acasalamento. A decis@o de infectar deve ser moldada por essas
necessidades e deve evitar competicdo. Fatores extrinsecos (presenga de outros
nematoides), fatores intrinsecos (sexo, idade, dispersdo, infec¢do), estagios e espécies
de hospedeiros influenciam a decisdo de infectar (GREWAL et al., 1993b; LEWIS et
al., 2006).

Ha ainda uma categoria intermedidria de forrageadores, a que se refere a
espécies que levantam o corpo sobre o substrato por apenas alguns segundos, realizam o
movimento standing, se orientam por meio dos sinais do hospedeiro (GREWAL et al.,
1994) e sdo efetivas contra pragas méveis e sedentarias (LEWIS, 2002). S. riobrave e S.
feltie adotam uma estratégia de forrageamento intermedidria entre ambusher e cruiser

(GRIFFIN et al., 2005).
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1.3.1.4 Infectividade por fases

Sob condicdes aparentemente ideais, 40% de juvenis infectivos emergidos
do caddver ¢ efetiva para procurar e infectar um novo hospedeiro. Nem todos os juvenis
infectivos, provenientes da emergéncia de um hospedeiro, sdo potencialmente capazes
de causar infec¢do ao mesmo tempo. Alguns individuos sdo imediatamente infectivos;
outros tornam-se dormentes por determinado tempo (HOMINICK e REID, 1990).
Segundo a “hipdtese da infectividade por fases”, que procura explicar os motivos dos
baixos niveis de penetragdo e de estabelecimento da infec¢do (HOMINICK e REID,
1990; KAYA e GAUGLER, 1993; HAY e FENLON, 1995; GRIFFIN,1996; BOHAN e
HOMINICK, 1995; 1996; CAMPBELL et al., 1999), existem dois modelos aceitos
atualmente.

Um tem como base a alteracdo entre juvenil infectivo e ndo-infectivo (que
pode se alterar com o tempo) (HOMINICK e REID, 1990; BOHAN e HOMINICK,
1996). A populagdo de juvenil infectivo apresenta a capacidade de penetrar e de se
estabelecer em um hospedeiro; e a de ndo-infectivo caracteriza-se por ser
temporariamente ndo-infectiva — inata ou induzida pela baixa umidade (KUNG et
al.,1991) e temperatura (GRIFFIN, 1996) — e por ser permanentemente nao-infectiva,
devido a inabilidade de completar o processo de infec¢do por problemas genéticos ou
estresse ambiental antes e depois da formagdo dos juvenis infectivos (CAMPBELL et
al., 1999).

O segundo modelo € baseado em niveis de infectividade — individuos dentro
de uma populagdo variam, de forma gradual sobre o tempo, na habilidade ou na
motivacdo para infectar (GRIFFIN, 1996).

A probabilidade de um juvenil infectivo encontrar um hospedeiro
susceptivel é determinada pelos seguintes fatores: estratégia de forrageamento do
juvenil infectivo e a mobilidade de hospedeiro (CAMPBELL e GAUGLER, 1997),
mortalidade do juvenil infectivo e a imigracdo para dreas onde o hospedeiro poderia ser
detectado (CAMPBELL et al., 1999), comportamento de quiescéncia, quando o
nematoide entomopatogénico para de se movimentar, estimulado por alteragdes de
sinais exdgenos (ISHIBASHI e KONDO, 1986a), mortalidade do juvenil infectivo
durante o processo de infecc¢do devido a resposta imune do hospedeiro (CAMPBELL et

al., 1999).
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A questdo que permanece refere-se ao como a dinamica da infeccdo pode
ser manipulada para promover a eficicia do nematoide enquanto inseticida bioldgico.
Determinar o comportamento dos juvenis infectivos € essencial para esse entendimento.
As pesquisas sobre conhecimento do comportamento de busca e de reconhecimento do
hospedeiro t€ém avangado, contrapondo-se aos estudos sobre dindmica de infec¢@o pelos
nematoides entomopatogenicos que estdo comegando a ser explorados (CAMPBELL et

al., 1999).

1.3.1.5 Caracteristicas das bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus

Xenorhabdus e Photorhabdus sdo géneros de bactérias entomopatogénicas,
gram-negativas, anaerébicas facultativas que ndo formam esporos e apresentam
metabolismo respiratério e fermentativo. Pertencem a y-subclasse Proteobacteria,
Familia Enterobacteriaceae (BOEMARE, 2002). Xenorhabdus e Photorhabdus sao
negativas para nitrato-redutase (caracteristica rara em Enterobacteriaceae); espécies de
Xenorhabdus sao catalase-negativas (GRIFFIN et al., 2005).

Os ancestrais filogenéticos das familias de nematoides patogé€nicos
obrigatdrios de insetos, provavelmente, foram saprozodicos que se alimentavam de
carcacas de insetos as quais continham uma flora bacteriana rica em ancestrais de
Xenorhabdus e Photorhabdus. As toxinas encontradas em alguns isolados de X.
nemathophilus e P. luminescens podem ser remanescentes do tempo em que essas
bactérias ndo eram ainda associadas aos nematodides, mas eram patdégenos facultativos
ou obrigatorios de insetos. Possivelmente, os nematdides se adaptaram para agir como
transmissores de bactérias patogé€nicas (DOWDS e PETERS, 2002). A co-especiagio é
resultado da co-evolugdo entre ambos os parceiros (nematdide e bactéria) da associacdo
simbidtica (BOEMARE, 2002).

A simbiose ocupa dois nichos ecoldgicos no ciclo de vida bactérias-
nematoides entomopatogénicos: o primeiro, considerado um estado forético em que as
bactérias s@o retidas no intestino do nematoide, interagindo com o juvenil infectivo sem
haver uma multiplicagio aparente — Xenorhabdus ocorre numa vesicula intestinal
especial (BIRD e AKHURST, 1983) e Photorhabdus se localiza principalmente na
parte proximal do intestino (FORST e CLARKE, 2002). O segundo nicho ocorre
quando a bactéria supera o sistema de defesa do inseto e se multiplica em sua hemocele

(GRIFFIN et al., 2005).
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1.3.1.6 Ciclo de vida: simbiose bactéria-nematoide entomopatogénico

A simbiose entre bactéria e nematoide entomopatogénico pode ser descrita
como uma associacio ciclica que comega e termina com o juvenil infectivo no solo. O
ciclo de vida de Xenorhabdus e Photorhabdus envolve a formacdo de simbiose
mutualistica com um hospedeiro, o nematoide, seguido de uma relagdo patogé€nica com
outro hospedeiro, o inseto. A bactéria se beneficia da interacio com o nematoide por
estar protegida contra o ambiente competitivo do solo e por ser transportada para a
hemolinfa do inseto, rica em nutrientes. O nematoide beneficia-se dessa interagao,
aproveitando-se do potencial patogénico da bactéria o qual causa a morte do inseto
hospedeiro. Nesse processo, a bactéria ainda fornece base nutritiva para o crescimento e
desenvolvimento do nematoide e suprime a contaminagdo do caddver do inseto por
organismos oportunistas do solo (AKHURST, 1993; DUNPHY e THURSTON, 1990;
FORST e CLARKE, 2002). Juntos, nematoide e bactéria matam o inseto entre 24 a 48
horas apds a entrada do nematoide na hemocele do inseto (HU et al., 1999).

Forst e Clarke (2002) dividem o ciclo de vida dos simbionticos (bactéria-
nematoide) em trés estdgios, com base no desenvolvimento temporal da bactéria e do
nematoide. O ciclo de vida do nematoide inclui um estdgio reprodutivo que ocorre
exclusivamente dentro do inseto e que ndo retém a bactéria simbidntica e um estigio
posterior ao reprodutivo, quando nematoide ndo se alimenta, vive no solo, é conhecido

como infectivo juvenil, e retém a bactéria.

A) Estagio 1

No estagio I, o nematoide estd na forma de terceiro estagio infectivo (juvenil
infectivo), portanto, vive no solo e é resistente ao estresse ambiental, o que permite sua
persisténcia (POINAR, 1979). O estagio I termina quando os juvenis infectivos
localizam e penetram o inseto hospedeiro (BEDDING e MOLYNEUX, 1982).

Ap6s a penetracdo dos juvenis infectivos na hemocele do inseto, esses sdo
expostos ao sistema de resposta imune, caracterizada por resposta celular e resposta
humoral.

A reposta imune celular € mediada por hematdcitos que fagocitam, formam
nédulos e realizam a encapsulacdo celular (DOWDS e PETERS, 2002; FORST e

CLARKE, 2002). Na encapsulacdo celular, os hematdcitos circulantes reconhecem o
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material estranho e recrutam outros hematdcitos para encapsular o organismo invasor. A
cépsula é melanizada pela acdo do sistema de enzimas fenoloxidase e removida da
circulacdo (KANOST et al., 2004).

A resposta humoral € mediada pela encapsulacdo melanocitica (cdpsula de
proteina/polifenol), pela producdo de peptideos antimicrobianos, os quais podem ser
induzidos (cecropins) ou constitutivos (lisozima), e também pela acdo do sistema de
enzima fenoloxidase (DOWDS e PETERS, 2002; FORST e CLARKE, 2002).

Os nematoides resistem a encapsulacdo, evitando que sejam reconhecidos
pelo inseto (evasdo), superlotando o sistema imune do inseto por multiplas infec¢des
(tolerancia), ou suprimindo ativamente a resposta de encapsulacdo (supressio)
(DOWDS e PETERS, 2002).

A encapsulacdo de nematoide ja foi observada em espécies de Orthoptera,

Coleoptera, Diptera, e Lepidoptera.

B) Estagio I1

O inicio do estdgio II é associado a liberacdo da bactéria na hemolinfa do
inseto, a morte do inseto, a reproducdo do nematoide e a sua conversdao para juvenil
infectivo.

Com a superagdo da resposta imune do inseto, os nematoides chegam até a
hemocele e liberam as bactérias na hemolinfa. A liberagdo das bactérias pode ocorrer
quando a encapsulacdo, promovida pelo inseto, ndo é completamente formada; ou
quando essa liberacdo ocorre antes do processo de encapsulacdo, o que leva a morte do
inseto (DUNPHY e THURSTON, 1990).

As bactérias enfrentam também a resposta celular imune do inseto, podendo
ser reconhecidas pelos hematdcitos e fagocitadas ou encapsuladas (FORST e CLARKE,
2002; ffrench-CONSTANT, 2003).

Os hematdcitos podem encapsular as bactérias dentro de sucessivas camadas
de células, que sdo posteriormente melanizadas, formando ndédulos. Dessa forma, a
bactéria € isolada dentro da hemocele podendo ser morta dentro do nédulo ou cépsula.
Photorhabdus pode escapar do sistema imune celular do inseto, entrando nos tecidos,
onde a fagocitose € menos eficiente, ou pode destruir, suprimir a fagocitose por se
reproduzir dentro do hematécito (ffrench-CONSTANT, 2003), causando a morte do

inseto. Em Lepidoptera e Orthoptera, a bactéria se multiplica no interior dos nédulos,
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reaparece na hemolinfa e danifica os hematdcitos, enquanto causa desintegracdo da
gordura do corpo do inseto, que ¢é considerada a principal fonte de peptideos
antimicrobianos. A cera presente no inseto hospedeiro induz a liberacdo de
lipopolissacarideo (LPS ou endotoxina) da parede celular da bactéria que é toxico para
os hematdcitos do inseto. LPS de X. nematophilus e P. luminescens inibem a ativacio
de profenoloxidase em G. mellonella e Lymantria dispar, que protege os nematoides,
como por exemplo, em S. carpocapsae que pode ser morto se o sistema de enzima
fenoloxidase for ativado (DUNPHY e THURSTON, 1990).

A resposta humoral segue com certo atraso em funcio da necessidade de
sintese das proteinas imunes antibacterianas (lisozimas e cecropins) (JAROSZ, 1998). A
patogenicidade é um pré-requisito para a simbiose bactéria-nematdide. Depende de cada
uma das trés partes: do inseto, da bactéria e do nematdide. Sofre influéncia da
resisténcia do inseto (defesa celular e humoral) e dos fatores de viruléncia (endotoxinas)
da bactéria e do nematdide para atingir juntos ou separadamente o sistema de defesa do
hospedeiro (DOWDS e PETERS, 2002).

As bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus sdo liberadas na hemolinfa por
meio do anus dos nematoides, por vdrias vezes, durante um periodo de 30 minutos a 5
horas (FORST e CLARKE, 2002). Contradizendo essa afirmacdo, Ciche e Ensign
(2003) observaram que P. luminescens é regurgitada individualmente, saindo pela boca,
de forma gradual e constante, alcancando a hemolinfa. Provavelmente, a liberagéo lenta
e continua de poucas bactérias seja relevante para neutralizar os mecanismos de defesa
do inseto.

Tendo superado ou suprimido os efeitos da fagocitose do inseto,
Photorhabus destr6i o intestino médio e conseqiientemente o inseto para de se
alimentar. Antes da morte do inseto, Photorhabus esta associada com o intestino € a
hemocele. Ap6s a morte do inseto, grande nimero da bactéria € recuperado em todos os
tecidos do inseto (ffrench-CONSTANT, 2003).

A proliferag@o da bactéria até que atinja alta densidade populacional, resulta
na bioconversdo do inseto — normalmente entre 24 a 48 horas pés-infec¢do — em uma
fonte de nutrientes disponiveis para o desenvolvimento e a reproducdo do nematoide. A
bactéria entomopatogénica produz moléculas (antibidticos, toxinas, enzimas
extracelulares, exoenzimas hidroliticas) que sdo responsdveis pela morte do inseto, e sdo
importantes no processo da simbiose, degradando tecidos do hospedeiro que se

converterdo em alimento para os simbiontes (DOWDS e PETERS, 2002). As bactérias
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simbiontes parecem providenciar nutrientes especificos para os nematoides durante seu
desenvolvimento (GOODRICH-BLAIR e CLARKE, 2007).

Os nematoides entomopatogénicos geralmente matam seus hospedeiros em
48 horas, completam seu ciclo de vida entre 7 a 15 dias e produzem o juvenil infectivo
de terceiro instar encontrado no cadaver (BAUR et al., 1998).

A emergéncia da nova geragdo de juvenis infectivos acontece entre 7 a 21
dias ap0s a entrada dos juvenis infectivos no hospedeiro, dependendo da espécie e das
condicdes ambientais (FORST e CLARKE, 2002). Durante esse periodo, antibiéticos
produzidos pela bactéria simbionte também sdo importantes para o decréscimo da
competicio por alimento e hébitat, para imobilizar, matar ou repelir outras espécies de
nematoides (nematoides saprofiticos, isolados de nematoides entomopatogénicos de
outras espécies oportunistas) no interior ou no entorno do cadaver (HU et al., 1999;
FORST e CLARKE, 2002), para matar microrganismos como, por exemplo, a
microflora do intestino do hospedeiro (HU E WEBSTER, 2000) e para repelir insetos
catadores de cadaver (BAUR et al., 1998).

Na hemolinfa, o nematoide d4 inicio a sua mudanca de forma, processo esse
chamado de recuperacdo. Os juvenis infectivos de Heterorhabditis se desenvolvem em
formas hermafroditas, enquanto que os juvenis infectivos de Steinernema se

desenvolvem em machos ou fémeas anfimiticas. (FORST e CLARKE, 2002).

C) Estagio 111

Nesse estdgio acontece a formacdo dos juvenis infectivos e a retencdo das
bactérias simbionticas no interior de seu intestino. Assim que a populacdo do nematoide
se torna elevada e os nutrientes se tornam limitantes no inseto-cadaver, a progénie do
nematdide se diferencia na forma de juvenil infectivo que retém as bactérias
simbidnticas no intestino e emerge no solo para forragear novos hospedeiros. Esse ciclo
reprodutivo co-dependente é o resultado de interacdo envolvendo a bactéria e o
nematoide. A retencdo das bactérias nos juvenis infectivos acontece quando
Xenorhabdus e Photorhabdus ocorrem em altas densidades. A retengdo requer
especificas interacdes entre o intestino do nematoide e a superficie da célula bacteriana.
A especificidade da simbiose bactéria-nematoide depende, portanto, da forma da
bactéria e provavelmente requer a expressdo de genes especificos da bactéria (FORST e

CLARKE, 2002).
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A reproducdo de Photorhabdus acontece na regido proximal do intestino do
juvenil infectivo heterorhabditideos, intimamente em contato com o epitélio do intestino
(ffrench-CONSTANT et al., 2003). Uma interagdo receptor-adesina pode permitir a
adesdo de Photorhabdus a receptores especificos situados na regido anterior do intestino
do juvenil infectivo (CICHE e ENSIGN, 2003).

S. carpocapsae retém uma ou duas células de Xenorhabdus que se
reproduzem até formar uma colénia madura (MARTENS et al., 2003). O local de
colonizacdo dos esteinernematideos € uma vesicula especial presente na porcdo
ventricular intestinal (BIRD e AKHURST, 1983). No interior da vesicula, X
nematophila adere a agrupamentos anucleados esféricos chamados de estruturas
intravesiculares. Provavelmente, a mucosa ou as estruturas esféricas representam um
local de adesdo especifica para a colonizacdo da bactéria simbionte (MARTENS e
GOODRICH-BLAIR, 2005). Na simbiose entre S. carpocapsae-X. nematophila,
possivelmente ocorre uma interacdo especifica mediada por um receptor-adesivo que é
restrito anatomicamente a regido onde acontece a colonizagdo. Essa pode ser iniciada
pela competi¢do entre bactérias que sdao capazes de fixarem-se a regido onde ocorre a
colonizagdo; ou pela presenca de moléculas de proteinas ou antibiéticos que interferem
na interacdo inicial. O crescimento desenfreado da bactéria pode conduzir a morte do
juvenil infectivo, porém a auséncia da X. nematophila na vesicula pode bloquear a
reproducdo do nematoide. S. carpocapsae provavelmente apresenta mecanismo
balanceado para promover a coloniza¢do de X. nematophila; e, concomitantemente,
limita a area especifica de colonizagdo (MARTENS et al., 2003).

A infectividade do nematoide (relacionada a habilidade de invadir o
hospedeiro) e a viruléncia (associada a bactéria simbiontica e relacionada a capacidade
de produzir doenca) sofrem interferéncia do método, do tempo de aplicacdo do
nematoide, das condi¢des ambientais e do estigio da praga no solo para que haja

sucesso no controle do inseto (SHAPIRO-ILAN et al., 2002; 2004b).
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1.4 Nematoides entomopatogénicos e o controle das moscas-das-frutas Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera,
Tephritidae) e do gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii Marshall, 1922
(Coleoptera: Curculionidae)

1.4.1 Moscas-das-frutas Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis
capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera, Tephritidae)

Grande parte dos estudos relacionados ao uso de nematoides
entomopatogénicos no controle das moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) sdo
realizados em laboratério e em casa de vegetagdo. Os conduzidos em condi¢do de
campo sa0 escassos.

Lindegren e Vail (1986) avaliaram, em experimentos de laboratério, o efeito
de S. feltiae nas concentragdes de 5.000, 15.000, 50.000, 150.000 e 500.000 JIs sobre
larvas da mosca-do-mediterraneo C. capitata, da mosca do mamoeiro Dacus cucurbitae
Coquillette e da mosca-das-frutas oriental D. dorsalis Hendel — pragas de dreas tropicais
e subtropicais do mundo. Em trabalho complementar, Lindegren et al. (1990) avaliaram,
em condi¢des de campo, no Hawaii, o efeito de S. feltiae nas concentracdes de 150, 500,
1.500 e 5.000 JIs/cm® sobre larvas de C. capitata e concluiram que o nematoide em
estudo tem potencial para uso em programas de controle biolégico.

Gazit et al. (2000) testaram a viruléncia dos nematoides S. riobrave Texas,
S. feltiae SF, S. carpocapsae All e Mexican, S. glaseri, H. bacteriophora HP88 e
Heterorhabditis sp. 1S-5, 1S-12, 1S-21, IS-25 e IS-23 contra o terceiro instar larval de C.
capitata. S. riobrave Texas e Heterorhabditis sp. 1S-5 foram os mais virulentos —
induzindo mais de 80% de mortalidade — e foram testados quanto a diferentes tipos de
solo, a condi¢des de umidade e de temperatura e a persisténcia. S. riobrave Texas exibiu
elevada taxa de infectividade e de persisténcia, e foi considerado como agente potencial
no controle bioldgico em locais onde as condi¢gdes climéticas sdo varidveis.

Karagoz et al. (2009) avaliaram a viruléncia de S. weiseri, S. feltiae, S.
carpocapsae, H. bacteriophora ( isolados dos solos da Turquia) contra larvas e pupas de
C. capitata e verificaram que S. feltiae e S. carpocapsae proporcionaram maiores
indices de mortalidade de larvas e que nenhum dos nematoides infectaram pupas.

Malan e Manrakhan (2009), em laboratério, testaram o potencial do H.
bacteriophora, H. zealandica e S. khoisanae para infectar larvas, pupas e adultos de C.

capitata e C. rosa. Concluiram que H. bacteriophora infectou mais larvas de C.
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capitata; H. zealandica infectou mais larvas de C. rosa e que S. khoisanae teve efeito
sobre as duas espécies de moscas.

Rohde et al. (2010), em laboratério, avaliaram a influéncia da temperatura
do solo e da umidade sobre a infectividade de Heterorhabditis sp. RSCO1 e Steinernema
carpocapsae ALL contra o terceiro instar larval de C. capitata e verificaram que a
infectividade foi diretamente proporcional ao aumento da temperatura.

Silva et al. (2010), em laboratério e em casa de vegetacdo, testaram a
viruléncia de sete isolados de Steinernema e Heterorhabditis contra C. capitata; €, em
condicdes de campo, testaram o efeito de H. indica IBCB n5 no controle deste inseto. C.
capitata mostrou-se suscetivel aos nematoides nos estigio de pré-pupa e de pupa (com
um dia de desenvolvimento) e ao H. indica IBCB n5 em condic¢des de campo.

Barbosa-Negrisoli et al. (2009), em laboratdrio, casa de vegetacdo e campo,
realizaram experimentos com o objetivo de selecionar nematoides nativos do Rio
Grande do Sul para controlar A. fraterculus. Entre 19 isolados de nematoides testados,
H. bacteriophora RS88 e S. riobrave RS59 proporcionaram maior mortalidade de pré-
pupas e de pupas de A. fraterculus. No experimento em casa de vegetacdo, nao houve
diferenca na mortalidade de pupas entre H. bacteriophora RS88 e S. riobrave RS59
(250 JI e 500JIs/cm”). Em testes de campo, H. bacteriophora RS88, aplicado em
suspensdo aquosa ou em caddver infectado, foi mais eficiente no controle de pupa.

Beavers e Calkins (1984), em laboratério, testaram S. feltiae All, Mexican e
Breton, S. glaseri, H. heliothidis Khan, Brooks e Hirschmann e H. bacteriophora contra
os estagios de larva, pupa e adulto de Anastrepha suspensa (Loew) e verificaram que
larvas e adultos s@o susceptiveis aos nematoides.

Lezama-Gutierrez et al. (1996), em laboratério, avaliaram S. carpocapsae
(Weiser) All e Tecoman, S. feltiae (Filipjev), S. glaseri (Steiner) NC, S. riobravis
(Cabanillas, Poinar e Raulston) e H. bacteriophora Poinar NV, Patronato e Tecoman
contra larvas de terceiro instar de A. ludens e constataram que S. riobravis e S.
carpocapsae proporcionaram as maiores taxas de mortalidade de larvas. Lezama-
Gutierrez et al. (2006), em experimento complementar, verificaram, em solos de
texturas franco-arenosa, siltosa e argilosa a eficicia da S. carpocapsae e S. riobravis
contra o dltimo instar larval de A. ludens (presente em pomares de manga, péssego e
citros do México) e constataram, em laboratorio, que as taxas de mortalidade mais
elevadas foram obtidas em textura franco-arenosa e siltosa; e que, em condi¢des de

campo, S. carpocapsae reduziu a emergéncia de adultos em 64%, e S. riobravis em
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14%, em solo de textura franco-arenosa, o que demonstra a interferéncia do tipo de solo
na a¢ao dos nematoides.

Toledo et al. (2001) concluiram que as larvas de A. [udens sdo susceptiveis
ao S. feltiae e que o tipo de textura do solo (textura arenosa, argilo-arenosa e areno-
siltosa) e a temperatura estdo relacionados a eficiéncia do S. feltiae.

Toledo et al. (2005a), em laboratério e em campo, verificaram que H.
bacteriophora propiciaram elevados indices de infec¢do contra o terceiro instar larval
de A. ludens. Toledo et al. (2006a), em pomar de manga, verificaram que H.
bacteriophora, na dose de 250J1s/cm?, proporcionou maior indice de mortalidade de A.
ludens e concluiram que o sucesso do controle de H. bacteriophora sobre A. ludens
depende de sua habilidade em superar a capacidade da mosca de evitar a infecgéo.

Em laboratério, avaliou-se o efeito da temperatura, da textura do solo e da
profundidade do hospedeiro sobre a habilidade do H. bacteriophora de causar infeccio
em larvas de terceiro instar inicial (seis dias) e tardio (oito dias) de A. obliqua (praga
dos pomares de manga da América Tropical). Concluiu-se que as larvas de terceiro
instar inicial, em solo de textura areno-argilosa, a 15% de umidade e a 2 cm de
profundidade sdao mais suscetiveis ao H. bacteriophora (TOLEDO et al., 2005b). Em
outro experimento similar de laboratério, Toledo et al. (2009) avaliaram a atividade do
S. carpocapsae contra A. obliqua. Os autores observaram que a infectividade de S.
carpocapsae € afetada pela temperatura, pela profundidade das larvas no solo e pela
interag@o entre esses fatores e que S. carpocapsae tem potencial para o controle de A.
obligua em ecossistemas tropicais com temperatura e nivel de umidade do solo
elevados.

Em laboratdrio, testou-se H. bacteriophora quanto a viruléncia ao terceiro
instar larval de A. serpentina e concluiu-se que seriam necessdrios aproximadamente
70011s de H. bacteriophoralcm® para se obter nivel de controle significativo de A.
serpentina, que tem como hospedeiro o sapoti, no México (TOLEDO et al., 2006b).

Stark e Lacey (1999) avaliaram a viruléncia de S. feltiae, S. carpocapsae, S.
riobrave, H. bacteriophora e H. marelatus a larvas de Rhagoletis indifferens, que
atacam cerejas, no Noroeste do Pacifico, Estados Unidos. S. carpocapsae, na
concentracdo de 10%J1s/m* , foi o que proporcionou a porcentagem mais elevada de
mortalidade de pupas. Yee e Lacey (2003), em laboratério e em campo, compararam a
patogenicidade de S. carpocapsae, S feltiae e S. intermedium contra larvas, pupas e

adultos de R. indifferens. S. carpocapsae e S feltiae, na dose de 100 JIs/em?,
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propiciaram 40% e 100% de mortalidade de larvas, respectivamente; as pupas nio
foram infectadas; os adultos sofreram infeccdo entre 11% a 53% na emergéncia. Os
autores também verificaram que S. carpocapsae e S feltiae foram efetivos contra larvas
no campo.

Mahmoud e Osman (2007) investigaram o efeito do S. feltiae a Bactrocera
zonata — praga do péssego, da manga e da goiaba na India, Paquistao, Indonesia, Vietna
— e concluiram que larvas de terceiro instar sdo mais suscetiveis a S. feltiae em todas as
concentragdes testadas: 50, 100, 200, 400, 800 JIs/ml. Sirjani et al. (2009) compararam
a infectividade de seis espécies de nematoides entomopatogénicos disponiveis,
comercialmente, contra B. oleae, mosca-das-frutas da oliveira. Avaliaram o periodo do
ano adequado para aplicacdo dos nematoides, que foram selecionados tendo em vista a
abundéncia da larva de B. oleae suscetivel no campo e a temperatura no campo, no
outono e no inicio do inverno. Concluiram que S. feltiae apresentou potencial para

suprimir a populacdo de inverno de B. oleae.

1.4.2 Gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera:
Curculionidae)

No Brasil, investigaram-se 15 espécies/isolados de nematoides
entomopatogénicos contra C. psidii.

Em experimento de laboratdrio avaliou-se a eficicia de S. feltiae Gvoulot, S.
glaseri, S. carpocapsae, H. bacteriophora Brecon contra o gorgulho-da-goiaba. S.
feltiae causou 100% de mortalidade desse inseto (DOLINSKI e SAMMUELS, 2002).

H. baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen & Moens (linhagem original) e
H. baujardi LPP7(28) (linhagem melhorada com tolerancia a elevada temperaturas) nos
resultados dos testes de laboratério em placas de Costar 24-wells a 31°C (considerada
temperatura limite para a linhagem original), quanto a patogenicidade a larvas no quarto
instar de C. psidii, mostraram valores proximos a 70% de mortalidade para as duas
populacdes. Nos testes em colunas de areia a 28 °C, os resultados demonstraram que a
populacdo de H. baujardi LPP7(28) ndo perdeu a capacidade de buscar e causar
infec¢@o no hospedeiro. A tolerincia a altas temperaturas acarretou queda na capacidade
reprodutiva em larvas de gorgulho-da-goiaba a 25°C (DEL VALLE et al., 2005).

Em experimentos de viruléncia em placa de Petri, demonstrou-se que as

espécies de Heterorhabditis (H. bacteriophora HP88 Poinar, H. indica Hom1 Poinar,
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Karanukar & David, H. baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen & Moens, H. baujardi
LPP1) foram significativamente mais virulentas para C. psidii que as espécies de
Steinernema (S. glaseri NA (Steiner), S. feltiae SN (Filipjev), S. carpocapsae All
(Weiser), S. carpocapsae Mex e S. riobrave 355 Cabanillas, Poinar & Rauston). Em
experimento de coluna de areia testaram-se H. indica Homl, S. riobrave 355 e H.
baujardi LPP7 em concentracio de 0, 100, 200 e 500 JIs. H. indica Homl e H. baujardi
LPP7, na concentracdo de 500 JIs, apresentaram habilidade para encontrar e matar os
insetos. Em casa de vegetacdo, em vaso com solo constituido de 76% de areia, com pH
6,4 e temperatura média de 26,8 + 0,22 °C, contendo uma goiabeira de seis meses de
idade, testou-se H. baujardi, LPP7 nas concentra¢des de 0, 500, 1000 e 2000 JIs o qual
proporcionou 60% de mortalidade na concentragdo de 2000 JIs (DOLINSKI et al.,
2006).

Em casa de vegetacdo e a campo avaliou-se a suscetibilidade das larvas do
gorgulho-da-goiaba a juvenis infectivos de H. baujardi LPP7 emergidos de caddveres
infectados de Galleria mellonella. Em casa de vegetacio, potes pldsticos com 1000 cm’
de solo (58% areia, 23% argila, 19% silte; pH 4.6; 2.4% de matéria organica) receberam
quatro larvas de quarto instar do gorgulho-da-goiaba 24h antes da distribuicdo de 0, 1,
2, 4 e 6 cadaveres infectados pelo H. baujardi LPP7. Os resultados mostraram baixa
mortalidade em gorgulho-da-goiaba causada pelos tratamentos. O experimento a campo
foi conduzido em solo arenoso (58% areia, 23% argila, 19% silte; pH 4,6; 2,4% de
matéria organica e 12,4 cmol/dm’ de capacidade de troca catidnica), em parcelas
constituidas de 0,25 cm? e 20 cm de profundidade onde foram colocadas 50 larvas de
quarto instar do gorgulho-da-goiaba a 3 cm da superficie, 24h antes da distribui¢ao de 0,
2, 4 e 6 cadaveres infectados com H. baujardi LPP7. Houve diferenca significativa entre
a testemunha e o tratamento, constituido de seis cadaveres (DEL VALLE et al., 2008).

Em campo, avaliou-se a mortalidade de pré-pupas do gorgulho-da-goiaba
em consequencia da aplicacdo em suspensdo aquosa do H. indica IBCB n5. O
nematoide proporcionou taxas de mortalidade de 33 a 50% nas dosagens de 1 e 10

J Is/cmz, respectivamente (SILVA et al., 2010).

1.5 Fatores que interferem na persisténcia do nematoide entomopatogénico no solo

O solo € um substrato altamente complexo, variando na composicao

mineral, textural e estrutural. E ambiente rico em fungos, bactérias, actinomicetos,
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algas, virus, nematoides, importante reservatorio de entomopatégenos e ideal para a
realizacio do controle microbiano de pragas. Nesse ambiente, extremamente
competitivo, um nematoide entomopatogénico deve ser capaz de se estabelecer e de se
manter (JACKSON, 1999).

Fatores abidticos do solo, de natureza fisica ou quimica: clima, pH, textura,
estrutura (STUART et al.,, 2006), temperatura, gases, estado da &dgua, umidade
(BARBERCHECK, 1992), radiacdo ultravioleta (KAYA, 1990), compactacdo do solo
(PORTILLO-AGUILLAR et al., 1999) também afetam a ocorréncia e a persisténcia do
nematoide, assim como o homem na medida em que ele manipula o ecossistema do solo
(KAYA, 1990; KLINGER e HAUKELAND, 2006; STUART et al., 2006). Fatores
bidticos tais como disponibilidade de hospedeiro, competicdo intraespecifica e
interespecifica, inimigos naturais podem afetar a habilidade e a persisténcia dos
nematoides entomopatog€nicos.

A eficiéncia do nematoide na exploracdo do ambiente fisico contribui para
sua habilidade de localizar o hospedeiro, causar doenca, acasalar-se, evitar predadores.
O desenvolvimento de doenca em um hospedeiro envolve interagdo complexa de fatores
associada ao nematoide entomopatogénico, ao hospedeiro, ambiente, tempo (KLINGER
e HAUKELAND, 2006).

Nematoides entomopatogénicos sdo inimigos naturais de insetos pragas em
solos de todo o mundo e podem desempenhar papel fundamental na regulacido de
populacdes de pragas em diferentes circunstincias. O sucesso dos nematoides
dependem das condi¢des bidticas e abidticas do solo serem favoraveis a sua mobilidade
e infectividade. O conhecimento do ambiente do solo em relagdo as atividades dos
nematoides € passo bdsico para o manejo de pragas do solo. A compreensio acerca da
distribui¢cdo, abundancia e dinamica de populagdes; da estrutura espacial e genética das
populacdes; da variagdo das populagdes ao longo do tempo e do espago; das varias
interagdes que ocorrem com o ambiente bidtico e abidtico e do modo como essas
caracteristicas variam entre as espécies e os habitats sdo alguns dos aspectos que estdo

comegando a ser entendidos.
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1.5.1 Fatores abiéticos

1.5.1.1 Textura do solo

O solo é composto por particulas de diferentes tamanhos — areia (2,0 a 0,05
mm de diadmetro), silte (0,05 a 0,002 mm de didmetro), argila (<0,002 mm) — e as
proporcdes relativas dessas particulas determinam a textura do solo (KAYA, 1990).
Espécies diferentes de nematoides sdo afetadas pelas diferentes texturas de solo
(MOLYNEUX e BEDDING, 1984; KUNG et al., 1990a), o que interfere na migracéo,
na infectividade e no encontro do hospedeiro pelos nematoides (GEORGIS e POINAR,
1983ab; BARBERCHECK e KAYA, 1991; LEZAMA-GUTIERREZ et al., 2006;
TOLEDO et al., 2009).

Em solo de textura franco-arenosa, H. bacteriophora apresentou maior taxa
de movimento em relag@o a S. carpocapsae; em solo de textura argilosa S. carpocapsae
apresentou maior taxa de movimento em relacdo a H. bacteriophora (BARBERCHECK
e KAYA, 1991). Em solo de textura siltosa e franco-arenosa, S. riobrave propiciou
maior indice de mortalidade de larvas de Anastrepha ludens do que S. carpocapsae. Em
solo de textura argilosa e em concentracdes mais elevadas, esses mesmos nematoides
ndo elevaram a taxa de mortalidade de A. ludens (LEZAMA-GUTIERREZ et al., 2006).
Em solo de textura argilo-arenosa, Toledo et al. (2005b) observaram que larvas de A.
obliqua foram mais suscetiveis ao H. bacteriophora do que as que foram colocadas em
solos arenosos.

A textura do solo afeta indiretamente as reservas de energia dos nematoides
por regular sua movimentacdo e, consequentemente, a persisténcia dos juvenis
infectivos (KUNG et al., 1990a). Solos muito argilosos comprometem o movimento dos
nematoides e, apesar da presenca de hospedeiros, ndo propiciam a dispersdo dos juvenis
infectivos (KAYA, 1990).

O tamanho das particulas relaciona-se ao tamanho do poro, por exemplo,
particulas de maiores tamanhos determinam aumento do poro (KLINGER e
HAUKELAND, 2006). Solos arenosos sao formados por grandes poros (KAYA, 1990),
enquanto solos argilosos sdao formados por pequenos poros (KAYA e GAUGLER,
1993). Solos com alto teor de argila dificultam o movimento do nematoide em funcio
do tamanho do poro ser menor que o didmetro do corpo do nematoide (TOLEDO et al.,

2005a), em razdo disso, a taxa de dispersdo, infectividade (GEORGIS e POINAR,
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1983a,b; BARBERCHECK e KAYA, 1991), areacdo (KAYA, 1990) e sobrevivéncia do
nematoide (KUNG et al., 1990a) ficam limitadas. Em solo com elevada proporcao de
argila e de silte, Georgis e Poinar (1983a) observaram que S. feltiae apresentaram menor
habilidade para migrar e infectar larvas de G. mellonella do que em solo de textura
arenosa e franco-arenosa. O movimento mais lento em solo de textura fina pode
ocasionar aumento do isolamento entre o local da populagdo e o nimero de espécies que
podem coexistir em determinada drea (HUNT et al., 2001).

A estrutura do solo esta relacionada a disposicdo das particulas do solo em
agregados que variam no tamanho, na geometria e na porosidade (BARBERCHECK,
1992). Por um lado ela afeta o movimento da dgua, do ar, das substancias quimicas e
dos organismos (KLINGER e HAUKELAND, 2006); por outro, sofre efeitos do clima,
da atividade biolégica, da densidade e continuidade da superficie de cobertura e das
praticas de manejo do solo (BARBERCHECK, 1992).

A textura e a estrutura do solo afetam a sobrevivéncia e a patogenicidade
dos nematoides (PORTILLO-AGUILAR et al., 1999), e tém forte impacto sobre o
tamanho dos nematoides: espagos menores entre particulas mais finas e o aumento da
tortuosidade impedem sua movimentagdo (KLINGER e HAUKELAND, 2006). A
reducdo do movimento expde os nematoides as condi¢des desfavordveis dos fatores
bidticos e abidticos do solo o que leva a diminuir a probabilidade de encontrar

hospedeiro e de reproducdo (PORTILHO-AGUILLAR et al., 1999).

1.5.1.2 Umidade

A umidade (dgua presente nos espacos intersticiais do solo) é fator central
que afeta o desempenho de nematoides entomopatogé€nicos (KAYA, 1990). O
nematoide usa a superficie de tensdo do filme de 4dgua existente ao redor e entre as
particulas para se movimentar no solo, o que é facilitado pelo aspecto alongado e
cilindrico do seu corpo. Esse movimento é afetado pelo gradiente quimico, pela
temperatura, textura, estrutura e umidade do solo, assim como pelo tamanho do
nematoide (KLINGER e HAUKELAND, 2006).

Os niveis de umidade no solo, requeridos pelos juvenis infectivos para sua
sobrevivéncia e locomogdo, variam entre as espécies e isolados de nematoides e entre os
diferentes tipos de solo. Baixo nivel de umidade pode ser letal aos nematoides. Algumas

espécies, sob estresse continuo de dgua, desenvolvem estratégias de sobrevivéncia,
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reduzindo a superficie de seu corpo exposta ao ar e seu metabolismo. Esse processo é
conhecido como anidrobiose e permite que o nematoide resista a dessecagdo, podendo
reverter seu metabolismo quando as condicdes do solo voltam ao normal
(KOPPENHOFER et al., 1995). A inatividade causada por fatores abiéticos, induzidas
por essas trocas metabdlicas podem aumentar a persisténcia do nematoide no solo
(KLINGER e HAUKELAND, 2006).

Alta e baixa umidade do solo proporcionam decréscimo na capacidade
infectiva do nematoide (MOLYNEUX e BEDDING, 1984). Rohde et al. (2010)
verificaram que S. carpocapsae causaram 97,7% de mortalidade em larvas de C.
capitata quando a umidade do solo atingiu 75% de sua capacidade de campo.
Heterorhabditis sp., nos tratamentos de 100% e 75% da capacidade de campo, causou
20% e 26,7% de mortalidade de larvas de C. capitata. Estudos similares conduzidos
com H. bacteriophora DI e S. glaseri KG (MOLYNEUX e BEDDING, 1984) e com S.
glaseri NC e S. carpocapsae all (KOPPENHOFER et al., 1995) resultaram em baixa
infectividade do nematoide, em baixa e alta umidade do solo.

Para cada textura do solo existe uma umidade adequada para que os
nematoides proporcionem maiores indices de mortalidade. Juvenis infectivos de H.
bacteriophora, em solo de textura argilo-arenosa, proporcionaram maior indice de
mortalidade da mosca-das-frutas mexicana A.ludens com 15% de umidade (TOLEDO et
al., 2006a), enquanto que em solo de textura arenosa, H. bacteriophora foi afetado pela
baixa umidade (6%) e pela alta umidade (12-24%), exibindo maior indice de
mortalidade a 9% de umidade (TOLEDO et al., 2005a).

O efeito da umidade no solo sobre o nematoide tem sido estudado em
relacdo a estratégia comportamental, a viruléncia e a sobrevivéncia. O estabelecimento
do nematoide no solo (ndmero de juvenil infectivo que penetra no hospedeiro)
observada entre S. glaseri e S. carpocapsae, em diferentes niveis de umidade, deve-se
principalmente a diferenca de tamanho entre essas duas espécies. S. glaseri, por ser
maior, requer para seu movimento alta umidade do solo (grosso filme de dgua entre os
espacos intersticiais) quando comparado ao S. carpocapsae (KOPPENHOFER et al.,
1995). Womersley (1990) demonstrou que o nivel de umidade 6timo requerido para a
sobrevivéncia do nematoide ¢ mais baixo que o requerido para a infec¢do do
hospedeiro. Serwe-Rodrigues et al., (2004) observaram aumento na infectividade

resultante da emergéncia de juvenis infectivos de hospedeiro dessecado.
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Espécie de nematoide, textura do solo, umidade interagem no sentido de
afetar a habilidade do nematoide na infeccao do hospedeiro (KAYA, 1990). Nematoide
proporcionou infec¢do, em areia fina, com potencial de dgua préximo a saturag@o; nao
propiciou infec¢do, em solo de textura franco-argilosa, com potenciais baixo e alto de
dgua; proporcionou maior possibilidade de infec¢@o, em solo de textura arenosa do que
em solo de textura argilosa, com ampla faixa de potencial de 4gua (MOLYNEUX e
BEDDING, 1984). S. carpocapsae ¢ S. glaseri em solo franco-arenoso sobrevivem a
2% e 4% de umidade, respectivamente (KUNG et al., 1990a), contudo, a busca pelo
hospedeiro e a infectividade sdo reduzidas (KAYA, 1990). Em todos os casos, os solos
saturados de dgua sdo prejudiciais aos nematoides, uma vez que o oxigénio do solo é
fator limitante, comprometendo o movimeto. Tais condi¢des sdo prejudiciais a maioria
dos insetos, o que resulta na nio disponibilidade de hospedeiros (KAYA, 1990).

As texturas argilosa e franco-argilosa apresentam poros de pequenos
diametros e alto potencial de umidade (18 e 28%), o que proporciona pouca aeragio
para S. carpocapsae e S. glaseri. Isso faz com que os nematoides consumam estoques
de carboidrato e de reservas alimentares ineficientemente. Inversamente, os solos de
textura franco-arenosa e arenosa apresentam poros de grande didmetro e baixo potencial
de umidade (10 e 12%), o que fornece boa aera¢do aos nematoides. Isso faz com que S.
carpocapsae € S. glaseri usem seu estoque de lipidios e suas reservas de alimento

adequadamente, tendo melhor sobrevivéncia (KUNG et al., 1990a).

1.5.1.3 Temperatura

A temperatura no solo é determinada por fatores que controlam a
transferéncia de calor. Solo imido tem maior condutividade e menor aumento da
temperatura que solo seco, quando expostos a mesma fonte de calor. O calor solar
penetra mais profundamente em solo imido e produz menor aumento de temperatura
em relacdo ao solo seco (KAYA, 1990; GLAZER, 2002).

Solo seco e imido sofre flutuacdes menores e mais lentas que a atmosfera.
As camadas mais profundas sdo mais amortecidas em relacdo as camadas superficiais,
que se aquecem e se resfriam rapidamente junto com a atmosfera, sob a influéncia da
luz direta do sol. Durante o dia, a maior temperatura da superficie determina o fluxo de
calor descendente, enquanto que a noite, quando a superficie do solo esfria, o fluxo é

ascendente (KAYA, 1990).
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A temperatura influencia o desenvolvimento (KAYA, 1977), a infectividade
(GRIFFIN, 1993) e a sobrevivéncia dos nematoides (KUNG et al., 1991). Nematoides
isolados de regides frias sdo capazes de sobreviver em temperaturas de congelamento.
Steinernema feltiae, S. anomali e Heterorhabditis bacteriophora sdo tolerantes ao
congelamento (sobrevivem a formacdo de gelo nos seus tecidos), com menor
temperatura letal de - 22°C, - 14°C e - 19°C, respectivamente (BROWN e GAUGLER,
1995).

Espécies e isolados de nematdides de regides temperadas ndo sofrem
prejuizo quanto a sobrevivéncia em temperaturas mais frias, uma vez que se movem
abaixo da linha do frio para sobreviver. Provavelmente o ambiente de origem do
nematoide determina sua habilidade em tolerar temperaturas extremas (MOLYNEUX e
BEDDING, 1984). Em solo de textura franco-arenosa, com 12% de umidade a
sobrevivéncia de S. carpocapsae foi maior a temperaturas de 5 a 15 °C do que a 35 ° C.
Em contraste a sobrevivéncia de S. glaseri foi maior a 15 a 35 °C do que a 5 °C. Essas
diferencas foram atribuidas a origem de ambos NEPs, S. carpocapsae é de regides
temperadas enquanto que S. glaseri é de regides tropical ou subtropical (KUNG et
al.,1990a).

Avaliacdes foram realizadas sobre os efeitos correlacionados da temperatura
e umidade sobre a sobrevivéncia dos nematoides. A temperatura tem efeito direto sobre
a sobrevivéncia de heterorhabditideos e esteinernematideos em areia a 7% de umidade.
Mais de 90% de S. glaseri sobreviveram, na auséncia de um inseto por 32 semanas, a
15°C. §. carpocapsae foi recuperado em alta propor¢ao (605), apés 32 semanas a 10°C.
Heterorhabditideos e S. carpocapsae apresentaram transparéncia e letargia em duas
semanas a 23 °C e a 28 °C, enquanto que S. glaseri tornou-se transparente apos 0ito
semanas a 28 °C (KAYA, 1990).

Em temperaturas mais baixas, 0 movimento e a respira¢do sdo minimizadas,
prolongando o periodo de sobrevivéncia. Heterorhabditis sp. D1 ndo sobrevive bem a
10°C, provavelmente porque seja adaptada a condicdes tropicais (KAYA, 1990). A
capacidade de sobrevivéncia de S. glaseri é atribuida a sua habilidade de tornar-se
inativo, enrolando-se como uma bobina (MOLYNEUX e BEDDING, 1984).

Rohde et al. (2010) observaram relagdo direta entre a temperatura e o efeito
da mortalidade de larvas de C. capitata por isolados de S. carpocapsae e
Heterorhabditis sp. Em temperatura de 31°C S. carpocapsae e Heterorhabditis sp.

proporcionaram 86,7% e 80,0% de mortalidade, respectivamente, o que demonstra a
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possibilidade de esses nematoides serem utilizados no controle de pragas em regides de
clima tropical. Para o parasitismo de S. feltiae sobre A. ludens a temperatura
considerada 6tima foi de 26°C, havendo decréscimo no indice de parasitismo em
temperaturas abaixo de 20°C e acima de 30°C (TOLEDO et al., 2001). Toledo et al.
(2009) observaram que S. carpocapsae proporcionou 91,4% de mortalidade de larvas de
A. obliqua a 26,1°C, e porcentagens menores a 19°C, provavelmente porque em baixas
temperaturas a taxa metabdlica do nematoide diminui e consequentemente sua

mobilidade.

1.5.1.4 Aeracao

A aeracdo depende do consumo de oxigénio e da produgdo de dioxido de
carbono. O oxigénio difunde da atmosfera para os poros do solo e o diéxido de carbono,
dos poros para a atmosfera. O gradiente desses gases € estabelecido pelas atividades
quimicas e bioldgicas no solo e a taxa de difusdo € controlada pelas propriedades fisicas
do solo. Como os nematoides vivem no filme de dgua presente nos poros, o oxigénio
difunde do poro para o filme de dgua e o didéxido de carbono, da dgua para o poro
(KAYA, 1990).

A porcentagem do oxigénio no solo decresce com a profundidade, a taxa de
decréscimo é mais elevada em solo de textura franco argilo-siltosa do que em franco-
arenosa (KUNG et al., 1990b). Em estudos de laboratério, S. carpocapsae pode
sobreviver com tensdo de oxigénio a 0,5% de saturagdo a 20 °C (KAYA, 1990). O
oxigénio ¢é fator limitante (restringe a mobilidade, a persisténcia e causa a morte do
nematoide) em solos saturados de dgua (inundacdes freqiientes ou com excesso de
irrigacdo) ou em solos que contém alto teor de matéria organica (KAYA, 1990; KUNG

et al., 1990b; KOPPENHOFER et al., 1995).

1.5.1.5 Solucao do solo

Nematoides sdo afetados por ampla faixa de gradientes quimicos do solo
que sdo transportados pela dgua (KLINGER e HAUKELAND, 2006).

Solo com alto teor de matéria organica pode, por um lado, ser prejudicial ao
nematoide por apresentar predadores e patdgenos e por impedir a utilizacdo de sinais

quimicos do hospedeiro (TORR et al., 2004); por outro, pode sustentar ou aumentar a



43

populacdo de nematoides por propiciar o aumento na abundincia de hospedeiros
(KAYA, 1990)

Raizes de plantas, além de influenciarem a temperatura do solo pela
intercepcdo da radiagdo solar (KAYA, 1990), afetam a dispersao dos nematoides por
criarem gradiente de umidade na rizosfera (KAYA, 1990), liberarem CO,, que atraem o
nematoide, possibilitando o encontro com hospedeiros sedentdrios que se alimentam de
raizes (KAYA e GAUGLER, 1993).

Na maioria dos solos, intervalos de pH de 4 a 8 t€m pouco efeito sobre a
atividade do nematdide. A sobrevivéncia e a patogenicidade de S. glaseri e S.
carpocapsae decrescem levemente quando o pH do solo cai de 8 para 4, e sdo
severamente afetadas quando o solo atingi pH 10 (KAYA, 1990; KUNG, et al., 1990b).

Nematoides sdo tolerantes a exposicdo de agroquimicos. Heterorhabditideos
sdo mais sensiveis a fertilizantes inorganicos do que esteinernematideos (BEDNAREK
e GAUGLER, 1997). Pesticidas como dodine, metomil e parathion podem reduzir as
atividades dos nematoides; clorpirifés e endosulfan sdo compativeis; e imidiclopride
apresenta efeito sinérgico no contole de insetos pragas (KOPPENHOFER e KAYA,
1998; NISHIMATSU e JACKSON, 1998).

1.5.2 Fatores bioticos

Virios fatores bidticos influenciam a ocorréncia e a persisténcia dos
nematoides no solo, um deles € a presenca do hospedeiro. A relacdo adequada entre
nematoide e hospedeiro inclui a estratégia de busca pelo hospedeiro, a viruléncia e a
tolerancia ambiental (STUART et al., 2006). Nematoides ambusher como, por exemplo,
S.carpocapsae sdo mais adequados ao controle de insetos moveis proximos a superficie
do solo, enquanto que nematoides cruiser como, por exemplo, H. bacteriophora sio
mais adequados para suprimir insetos sedentarios situados abaixo da superficie do solo
(LEWIS et al., 2006). As diferentes estratégias de forrageamento podem facilitar a
coexisténcia entre nematoides (STUART et AL., 2006). Baixo nivel de viruléncia do
nematoide resulta em insucesso no controle (SHAPIRO-ILAN et al., 2006). Em alguns
casos, a persisténcia pode compensar a viruléncia moderada (SHIELDS et al., 1999).
Tolerdncia ambiental & dessecagdo ou a temperatura sdo importantes na escolha do

nematoide (SHAPIRO-ILAN et al., 2006).
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Os nematoides entomopatogénicos estio sujeitos a infec¢do, a parasitose ou
a predacdo por bactérias, protozoas, fungos nematéfagos, dcaros predadores, nematoides
(KAYA, 1990). Juvenis infectivos retém a cuticula do segundo instar como forma de
protecdo ao ataque de fungos entomopatogénicos (TIMPER e KAYA, 1989) ou como
estrutura de defesa contra a punctura e a ingestdo de fluidos por dcaros
mesostigmatideos (EPSKY et al., 1988). Determinadas espécies de formigas sdo
predadoras de esteinernematideos presentes em caddveres infectados (ALATORRE-
ROSAS e KAYA, 1990).

Relagdes foréticas foram observadas entre nematoides entomopatogénicos e
nematoides de solos, entre nematoides entomopatogénicos e acaros (EPSKY et al.,
1988) e entre nematoides entomopatogé€nicos e minhocas (SHAPIRO et al., 1995).

Nematoides entomopatogénicos agem sinergicamente com
entomopatogenos Paenibacillus popilliae Dutky (THURSTON et al., 1994), Bacillus
thuringiensis (KOPPENHOFER e KAYA, 1997) e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin (ANSARI et al., 2004). Apresentam antagonismo com Beauveria bassiana
(Balsamo)Vuillemin (BRINKMAN e GARDNER, 2000) e com Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith (SHAPIRO-ILAN et al. 2004a). Os
esteinernematideos podem ser antagonistas de nematoides parasitas de plantas. Em
aplicacdes inundativas, S. glaseri se acumula, por exemplo, ao redor de raizes do
tomateiro atraido pelo diéxido de carbono; com isso evita o estabelecimento de
nematoides nessas raizes. A adi¢do de S. glaseri ou S. carpocapsae reduz a populagio
de nematoides parasitas de plantas ou de vida livre do solo em solo arenoso
(ISHIBASHI e KONDO, 1986b). A natureza das interagdes entre nematoides
entomopatogénicos (antagonismo, sinergismo) pode variar dependendo da espécie de
nematoide, do tempo ou da aplicacdo do nematoide (BARBERCHECK e KAYA,1990;
KOPPENHOFER e KAYA, 1997; THURSTON et al, 1994).

Competi¢do interespecifica e intraespecifica podem afetar a capacidade e a
persisténcia do nematoide (KOPPENHOFER e KAYA, 1996). A habilidade competitiva
de determinado nematoide pode auxiliar em programas de controle, uma vez que essa
habilidade pode impactar o estabelecimento, a persisténcia e a dinamica populacional do
nematoide introduzido (STUART et al., 2006).

Na competicdo interespecifica a progénie e a reciclagem do nematoide sdo
afetadas em fungio da presenca de diferentes bactérias simbidnticas (KOPPENHOFER

e KAYA, 1996). Aplicacdoes de nematoides exdticos ou endémicos competem com
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comunidades endémicas de nematoides. Um inseto raramente € infectado por mais de
uma espécie de nematoide; esteinernematideos e heterorhabditideos nido podem
sobreviver sem sua respectiva bactéria simbionte (KAYA, 1990; ALATORRE-ROSAS
e KAYA, 1990). Contudo, S. carpocapsae e S. glaseri podem infectar e produzir
progénie em G. mellonella. S. glaseri serd menos afetado, tendo em vista seu rapido
desenvolvimento e sua habilidade em usar a bactéria simbidntica do S. carpocapsae
(KOPPENHOFER et al., 1995). Juvenis infectivos de S. carpocapsae infectaram larvas
e reproduziram-se em maior nimero de caddveres do que H. bacteriophora, além de
terem exibido vantagem competitiva quando diretamente inoculados na hemocele do
inseto (ALATORRE-ROSAS e KAYA, 1991). Xenorhabdus spp. sdo conhecidas por
produzir substancias que matam Photorhabdus spp. (BOEMARE, 2002). Competicdo
entre esteinernematideos e H. bacteriophora pelo mesmo hospedeiro lepidéptero
resultou na infeccdo de elevado nimero de hospedeiros por esteinernematideos nas
proximidades do ponto de aplicagdo dos nematoides, e de elevado nimero de
hospedeiros por H. bacteriophora distantes do ponto de aplicagdo. Isso demonstra a
superioridade dos esteinernematideos no sentido de impedir H. bacteriophora de
colonizar o hospedeiro (ALATORRE-ROSAS e KAYA, 1990).

Na competi¢do intraespecifica a capacidade, a sobrevivéncia da progénie e a
reciclagem do nematoide sdo afetadas em fung¢do da presenca de muitos juvenis
infectivos de uma espécie em um tnico hospedeiro (KOPPENHOFER e KAYA, 1996).
Competi¢do intraespecifica influencia a emergéncia, a estratégia de forrageamento, a
dindmica de estabelecimento, invasdo e reproducdo. Em esteinernematideos, os
primeiros juvenis infectivos emergentes sdo maiores e, na maioria, do sexo masculino
em relacdo aos juvenis infectivos emergentes mais tardiamente (STUART et al, 2006).
Juvenis infectivos cruiser emergidos primeiro sdo propensos a terem melhor
oportunidade para localizar, infectar e reproduzir-se em hospedeiros das proximidades;
juvenis emergidos alguns dias mais tarde necessitam dispersar-se mais para encontrar
hospedeiros ndo infectados (STUART et al., 1996). Diferencas de tamanho entre
juvenis infectivos correlacionam-se com reservas lipidicas e com longevidade. Os
primeiros juvenis infectivos emergidos sdo maiores que os juvenis infectivos de
emergéncia posterior os quais sdo mais moveis e menos sensiveis aos sinais do
hospedeiro (LEWIS e GAUGLER, 1994). Tal fato demonstra a evolugéo de estratégias
no sentido de regular a dispersado e a infectividade. Os primeiros juvenis infectivos que

invadem um hopedeiro desenvolvem-se em adultos e tendem a ter vantagens
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reprodutivas, contudo, a colonizagdo precoce submete esses nematoides a indices
elevados de mortalidade por terem que enfrentar as defesas do hospedeiro (GAUGLER
et al, 1994;. PETERS e EHLERS, 1994; WANG et al, 1994). Infeccdes iniciais de S.
feltiae facilitam infecc¢des subseqiientes (HAY e FENLON, 1997); infec¢des em curso
por S. carpocapsae, S. feltiae e S. riobrave causam liberagdo de substancia quimica que
inibem reinfec¢des (FAIRBAIRN et al, 2000).

Competi¢do entre nematoides entomopatogénicos e nematoides de vida livre
— Dbacterivoros, fungivoros e onivoros — constitui componente importante de
decomposicdo e ciclagem de nutrientes das teias alimentares no solo. Duncan et al.
(2003) relataram que, em pomar de citros na Florida, a presenca de S. riobrave levou ao
aumento do nimero do nematoide bacterivoro de vida livre Pellioditis sp., que se
desenvolveu em cadaveres de larvas de D. abbreviatus, e a presenca de Pellioditis
sp.diminuiu o potencial reprodutivo de S. riobrave.

S. carpocapsae e Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt) coinfectam o mesmo
hospedeiro, o que resultam em juvenis infectivos de desenvolvimento anormal, de
menor tamanho e de taxas de reservas alimentares menores (KAYA e BURLANDO,
1989). Nematoides e Bt em sinergia aumentam os niveis de mortalidade de larvas de
escaravelho (KOPPENHOFER e KAYA, 1997).

Estratégia de defesa de ordem comportamental, morfolégica e fisioldgica
dos insetos praga afetam a habilidade dos nematoides em infectar hospedeiros
(GAUGLER , 1988). As defesas comportamentais incluem alta taxa de defecacdo para
reduzir a infec¢@o via anus (escarabeideos), baixa produgdo ou emissdo de diéxido de
carbono em rajadas para minimizar sinais quimicos (pupa de lepidéptera), perfuracio
das raizes para escapar dos juvenis infectivos do solo (verme da raiz). As defesas
morfoldgicas incluem células pupais envolvidas por densas particulas de solo, casulo de
seda, placas em forma de peneira sobre os espiraculos, espirdculos hermeticamente
fechados e superficies do corpo rigidas (KAYA, 1990). As defesas fisioldgicas incluem
encapsulacido como resposta celular e humoral (DUNPHY e THURSTON, 1990).

1.5.3 Reciclagem
Por serem parasitas obrigatorios, os nematoides entomopatogénicos

necessitam reciclarem-se em seus hospedeiros para manterem-se no solo. O potencial de

reciclagem dos nematoides depende de vdrios fatores: tipo de solo, cobertura vegetal,
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estratégia de forrageamento, densidade do hospedeiro, hospedeiro alternativo, inimigos
naturais, espécie do nematoide (KAYA, 1990; SHAPIRO-ILAN et al, 2002).

Nas liberagdes inundativas, a dose adequada é de 2,5 x 10° JIs/ha. Para
insetos menos suscetiveis ou situados abaixo da superficie do solo, tal como o gorgulho
da raiz Diaprepes, a dose de aplicacdo pode ser mais elevada (SHAPIRO-ILAN et al.,
2002). Ap6s a liberagdo inundativa, a reciclagem € necessdria por prolongar o controle

da praga e por dispensar ou reduzir aplica¢des futuras (KAYA, 1990).
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11 CAPfTUALO - ARTIGO: AVALIACAO DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS (Rhabditida: Heterorhabditidae) NO CONTROLE
DE MOSCA-DAS-FRUTAS (Diptera: Tephritidae)

RESUMO

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata foram identificadas como as principais
pragas que infestam a cultura de citros no estado de Sdo Paulo. Esses insetos passam
parte de seu ciclo de vida no solo, tornando-se alvo dos nematoides entomopatogénicos.
Em laboratério, avaliou-se a viruléncia dos isolados Heterorhabditis sp. IBCB n44,
Heterorhabditis sp. IBCB n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica IBCB n5 e H.
amazonensis IBCB n24, na dose de 50 JIs/Inseto, contra pré-pupas de A. fraterculus e
C. capitata, considerando-se seis tratamentos e sete repeticdoes. Dez pré-pupas foram
liberadas em potes, e os isolados foram aplicados na superficie. A avaliacdo foi
realizada apds 12 e 15 dias da aplicagdo dos tratamentos para C. capitata e A.
fraterculus, respectivamente, com base no nimero de insetos adultos emergidos.
Avaliou-se a suscetibilidade de diferentes fases de C. capitata ao H. amazonensis IBCB
n24. Consideraram-se cinco tratamentos e dez repeti¢des: H. amazonensis na dose de
200 JIs/Inseto aplicados contra C. capitata nas fases de pré-pupa e pupas com trés, seis
e nove dias de desenvolvimento e testemunha. Os insetos foram liberadas em potes, e o
H. amazonensis foi aplicado na superficie da areia. A avaliagdo ocorreu apds 12 dias
com base no nimero de adultos emergidos e na verificagdo da mortalidade de pupas.
Em campo de citros, avaliou-se o efeito de doses do H. amazonensis IBCB n24 na
mortalidade de A. fraterculus e C. capitata. Consideraram-se quatro tratamentos: H.
amazonensis nas doses de 1x108, 3,5)(108 e 1x10° JIs/ha e testemunha, aplicados na
projecdo da copa da planta, onde foram enterrados oito envelopes contendo 100g de
solo e dez pré-pupas do inseto. A avaliacdo foi realizada apés 16 dias da aplicacido do
nematoide para C. capitata e apds 26 para A. fraterculus, com base no nimero de
adultos emergidos. Determinou-se a persisténcia do H. amazonensis IBCB n24 em
campo de citros e seu efeito na mortalidade de C. capitata. Consideraram-se trés
tratamentos e quatro repeticdes: H. amazonensis nas doses de 1x10° Jl/em® e 1x10° JIs/
cm’® e testemunha, aplicados na projecdo da copa da planta, onde foram enterrados
parcialmente 10 envelopes com 100g de solo e dez pré-pupas do inseto. As avaliagcdes
sobre a persisténcia ocorreram anteriormente as aplicagdes e nos dias 6, 20, 33 e 49 das
aplicagdes das doses do H. amazonensis. Em cada avaliagdo retirou-se trés amostras de
500 g de solo das parcelas. Cinco larvas de G. mellonella foram liberadas nas amostras
e avaliadas apds cinco dias, segundo a mortalidade dos insetos por nematoides
Heterorhabditis e Steinernema, fungos entomopatogénicos e por outras causas. As
avaliacOes sobre o efeito de H. amazonensis IBCB n24 na mortalidade de C. capitata
ocorreram nos dias 15, 30, 45 e 59 ap6s as aplicacdes das doses do H. amazonensis, de
acordo com o nimero de adultos emergidos nos envelopes. H. amazonensis IBCB n24
foi o mais virulento para A. fraterculus, proporcionando 70% de mortalidade corrigida.
Os isolados H. indica IBCB nS, Heterorhabditis sp. IBCB n44 e Heterorhabditis sp.
IBCB n45 foram os mais virulentos para C. capitata, proporcionando mortalidade
corrigida de 35%, 24% e 32%, respectivamente. H. amazonensis proporcionou 40% de
mortalidade para pré-pupas de C. capitata. Para A. fraterculus, H. amazonensis
proporcionou niveis de mortalidade corrigida variando de 55% a 67%, enquanto que
para C. capitata os niveis de mortalidade variaram de 46% a 71%. H. amazonensis
proporcionou taxas de mortalidade para larvas de G. mellonella entre 7% a 68% na
dosagem de 1x10® JIs/cm® e de 17% a 87% na dosagem de 1x10° JIs/cm?® sendo
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possivel constatar a existéncia de periodos de persisténcia e de reciclagem do H.
amazonensis em campo de citros. O elevado indice de mortalidade de insetos nas
testemunhas prejudicou a andlise dos resultados de avaliagdo do efeito do H.
amazonensis na mortalidade de C. capitata em campo de citros.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus, Ceratitis capitata, Heterorhabditis
amazonensis IBCB n24; persisténcia.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES (Rhabditida:
Heterorhabditidae) FOR CONTROLLING FRUIT FLY (Diptera: Tephritidae)

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata were identified as the main pest in citrus
culture in Sdo Paulo State, Brazil. These insects, as they spend part of their lives cycle
in the soil, become the target of entomopathogenic nematodes. In laboratory conditions
was evaluated the virulence of Heterorhabditis sp. IBCB nd4, Heterorhabditis sp. IBCB
n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica IBCB n5 and H. amazonensis IBCB n24
isolates, at doses of 50 IJs/Insect against prepupae of A. fraterculus e C. capitata,
considering six treatments and seven repetitions. Ten prepupae were released in pots
and the isolates were applied in the surface. Evaluation was done 12 and 15 days after
applying treatments for C. capitata and A. fraterculus, respectively, based on the
number of emerged adult insects. It was evaluated the susceptibility of different stages
of C. capitata to H. amazonensis IBCB n24. Five treatments and ten repetitions were
considered: H. amazonensis at doses of 200 IJs/Insect applied against C. capitata in
prepupae and pupa on 3, 6 and 9 days of development and control. Insects were released
in cups and H. amazonensis was applied on sand surface. Evaluation was performed
after 12 days based on the numbers of emerged adults and pupae mortality. At a citrus
field was evaluated the doses effects of H. amazonensis IBCB n24 regarding to the
mortality of A. fraterculus e C. capitata. Four treatments were considered: H.
amazonensis at doses of 1x10*, 3.5x10® and 1x10° IJs/ha and control, applied on cup
plant projection in which eight envelops were partially buried with 100g of soil and ten
prepupae of the insect. Evaluation was done 16 days after nematode application for C.
capitata and 26 days for A. fraterculus based on the number of emerged adults. It was
determined the persistence of H. amazonensis IBCB n24 in citrus field and its effect for
C. capitata mortality. Three treatments and four repetitions were considered: H.
amazonensis at doses of 1x10® IJs/ cm” and 1x10° IJs/ cm® and control, applied on cup
plant projection in which ten envelops were partially buried with 100g of soil and ten
prepupae of the insect. Persistence evaluation occurred applications before and along
the days 6, 20, 33 and 49 after applying the doses of H. amazonensis. It was taken three
500g of soil samples for each evaluation. Five G. mellonella larvae were released on the
samples and evaluated five days later according to the insects mortality by
Heterorhabditis and Steinernema nematodes, entomopathogenic fungi and by any other
reason. H. amazonensis IBCB n24 effect evaluation in C. capita mortality was started
on days 15, 30, 45 and 59 after the applications of H. amazonensis doses according to
the numbers of emerged adults in the envelops. H. amazonensis IBCB n24 was the most
virulent for A. fraterculus, providing 70% corrected mortality. For C. capitata, the most
virulent isolates were H. indica IBCB n5, Heterorhabditis sp. IBCB n44 and
Heterorhabditis sp. IBCB n45, with corrected mortality of 35%, 24% and 32%,
respectively. H. amazonensis caused 40% of C. capitata prepupae mortality. For A.
Sfraterculus, H. amazonensis caused levels of mortality ranged from 55 % to 67%. C.
capitata levels of mortality ranged from 46% to 71%. H. amazonensis presents
mortality rate for G. mellonella larvae from 7% to 68% at doses of 1x10° IJs/cm? what
was possible to identify the existence of persistence and recycling periods of H.
amazonensis in citrus field. The high level of insect mortality in control damaged the
analysis results evaluation for H. amazonensis effect in mortality of C. capitata at a
citrus field.
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I INTRODUCAO

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) contam com aproximadamente
4.448 espécies descritas em 484 géneros (NORRBOM, 2010) e estdo distribuidas nas
regides temperadas, tropicais e subtropicais (ALUJA, 1994).

O género Anastrepha Schiner, 1868, ¢é composto por 212 espécies
(URAMOTO, 2007) e é o mais importante, economicamente, nas Américas. O Brasil é
um dos paises com maior diversidade de Anastrepha (HERNANDEZ—ORTIZ e ALUJA,
1993), assinalando 95 espécies (ZUCCHI, 2000; RONCHI-TELES, 2000), das quais
sete sdo importantes economicamente: A. fraterculus (Wiedemann), A. grandis
(Macquart), A. obligua (Macquart), A. pseudoparallela (Loew), A. sororcula Zucchi, A.
striata Schiner e A. zenilde Zucchi (ZUCCHI, 2000).

Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824), conhecida como mosca-do-
mediterraneo, é origindria da Regido Noroeste da Africa (NfJNEZ—BUENO, 1987). Esta
amplamente distribuida nas regides temperadas e tropicais de todo o mundo. Foi
introduzida no Brasil no inicio do século XX, ocorre em 16 estados brasileiros e estd
associada a 58 espécies de frutiferas de 21 familias (ZUCCHI, 2001). A. fraterculus e C.
capitata foram identificadas como as principais pragas que infestam a cultura de citros
no estado de Sao Paulo (MALAVASI e MORGANTE, 1980; MALAVASI et al., 1980;
FERNANDES, 1987; SOUZA FILHO et al., 2000; RAGA et al., 2004; GRAVENA et
al., 2010).

O Brasil € o maior produtor mundial de frutas citricas com aproximadamente
18 milhdes de toneladas na producdo da safra de 2008/2009. Os Estados Unidos
aparecem em segundo lugar com 9.140.790 t e a India em terceiro com 4.396.700 t
(FAO, 2011). O estado de Séo Paulo foi, em 2009, o maior produtor de laranja do Brasil
com 566.652 ha de area plantada e producdo de 13.642.165 t (IBGE, 2011).

Um dos fatores que vém contribuindo para a redugdo dessa producdo sio,
segundo Gravena et al. (2010), as moscas-das-frutas. Trabalho recente aponta para um
potencial de dano varidvel de 1,2 a 4,1 t de frutos por hectare para a ocorréncia,
especificamente, de C. capitata.

O dano ocasionado pelas moscas-das-frutas pode ser indireto, provocado pelas
fémeas, ao introduzirem o acileo no fruto para deposicdo dos ovos, o que leva a
infecgdo por microrganismos e ao processo de podriddo do fruto; pode ser direto,

causado pela alimentacdo e desenvolvimento das larvas na polpa, o que torna o fruto
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improprio para consumo. Nos dois casos, os frutos antecipam o processo de maturacao,
com consequente queda prematura. O ataque de insetos pode resultar em destrui¢do
total dos frutos e propiciar primeira geracao de adultos (GRAVENA et al., 2010).

As larvas de terceiro instar saem do fruto, penetram de 2 a 8 cm no perfil do
solo ao redor da planta hospedeira e se empupam entre 2 a 12 horas. O adulto emerge da
pupa em torno de 10 a 15 dias, rasteja proximo a vegetacdo até que o seu tegumento
endureca. Apds sete dias a reproducdo tem inicio (LINDEGREN e VAIL, 1986;
GREWAL etal., 2001).

O controle quimico tem sido a principal ferramenta usada para a supressdo de
populacdes de moscas-das-frutas (ALUJA, 1994). Contudo, preocupacdes com
segurangca alimentar, contaminacdo ambiental, declinio da biodiversidade tém
conduzido a busca de estratégias de controle ambientalmente seguras, com vistas a
minimizar impactos negativos ao ambiente e a garantir agricultura sustentavel. Tais
estratégias incluem o uso de nematoides entomopatogenicos contra as moscas-das-
frutas.

Os nematoides entomopatogé€nicos dos géneros Steinernema e Heterorhabditis
se relacionam mutualisticamente com bactérias dos géneros Xenorhabdus e
Photorhabdus, respectivamente, e t€ém se mostrado eficazes como agentes de controle
bioldgico de diversas pragas, em diversas partes do mundo. Os juvenis infectivos
constituem o Unico estdgio de vida livre do ciclo vital dos nematoides. Carregam a
bactéria em seu intestino, entram no hospedeiro, principalmente, pelas aberturas
naturais, liberando a bactéria na hemocele, o que causa a morte do inseto entre 24 a 72
horas (FORST E CLARKE, 2002). Os nematoides se alimentam da bactéria e dos
tecidos em decomposi¢do, passam de uma a tré€s geragdes nos insetos. Em seguida, os
juvenis passam ao estado infectivo e deixam o caddver em busca de novos hospedeiros
(BOEMARE, 2002).

A patogenicidade de varias espécies de esteinernematideos e
heterorhabditideos para as moscas-das-frutas como C. capitata (LINDEGREN e VAIL,
1986; LINDEGREN et al., 1990; GAZIT et al., 2000; KARAGOZ et al., 2009;
MALAN; MANRAKHAN, 2009; ROHDE et al.,, 2010 e SILVA et al., 2010),
Anastrepha suspensa (Loew) (BEAVERS e CALKINS, 1984), A. [ludens (Loew)
(LEZAMA-GUTIERREZ et al., 1996; 2006; TOLEDO et al., 2001; 2005a; 2006a), A.
obliqgua Macquart (TOLEDO et al., 2005b; 2009), A. serpentina (Wiedemann)
(TOLEDO et al., 2006b), A. fraterculus (Wiedemann) (BARBOSA-NEGRISOLI et al.,
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2009), Rhagoletis indifferens Curran (STARK e LACEY, 1999; YEE e LACEY, 2003),
Bactrocera zonata (Saunders) (MOHMOUD e OSMAN, 2007) e B. oleae (Rossi)
(SIRJANI et al., 2009) indicam que os nematoides merecem ser analisados em razio do
controle biolégico para esses Tephritidae. A maioria dos trabalhos realizados sobre o
assunto tem sido conduzida em laboratdrio, os experimentos de campo sao escassos.
Para o estudo aqui desenvolvido buscou-se atender os seguintes objetivos:
avaliar, em condi¢des de laboratdrio, a viruléncia de isolados do género Heterorhabditis
contra A. fraterculus e C. capitata, a suscetibilidade de diferentes fases de C. capitata
ao nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24; avaliar, em condi¢cdes de campo
de citros, o efeito de doses do H. amazonensis IBCB n24 na mortalidade de A.
fraterculus e C. capitata, e determinar a persisténcia do H. amazonensis IBCB n24 no

solo e seu efeito contra C. capitata.

II MATERIAL E METODOS

2.1 Testes de laboratorio

Os testes de laboratério foram conduzidos no Laboratério de Controle
Bioldgico do Instituto Biolégico, Campinas, SP. As espécies de nematoides
entomopatogénicos usados foram obtidas da colecdo de organismos entomopatogénicos
“Colecao Oldemar Cardim Abreu” do Instituto Bioldgico.

Os nematoides Heterorhabditis sp. IBCB n44, Heterorhabditis sp. IBCB
n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica IBCB n5 e H. amazonensis IBCB n24
foram multiplicados em larvas de ultimo instar de Galleria mellonella (L.) (Pyralidae:
Lepidoptera) criadas conforme metodologia adaptada por Machado (1988). Os juvenis
infectivos foram colhidos em armadilha de White (WHITE, 1927), de acordo com os
procedimentos descritos por Kaya e Stock (1997).

As larvas em fase de pré-pupas de A. fraterculus e C. capitata foram obtidas
de col6nias mantidas em dieta artificial no Laboratério de Irradiacdo de Alimentos e
Radioentomologia do Centro de Energia Nuclear na Agricultura/Esalq/USP, Campus

Piracicaba.
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2.1.1 Viruléncia de isolados do género Heterorhabditis contra Anastrepha
fraterculus e Ceratitis capitata

O teste de laboratério teve por objetivo avaliar a viruléncia de cinco
isolados do género Heterorhabditis (Heterorhabditis sp. IBCB n44, Heterorhabditis sp.
IBCB n45, Heterorhabditis sp. IBCB n46, H. indica IBCB nS5 e H. amazonensis IBCB
n24), nativos do estado de Sao Paulo, contra pré-pupas de A. fraterculus e C. capitata.
Para cada espécie de inseto consideraram-se seis tratamentos constituidos pelos isolados
na dose de 50 JIs/Inseto e pela testemunha (dgua destilada), e sete repetigcdes.

Para cada espécie de inseto (A. fraterculus e C. capitata) preparam-se 42
potes de plastico de 9 cm de diametro por 4 cm de altura contendo aproximadamente
287 g de solo arenoso com 10% de umidade (peso/peso). Dez pré-pupas eclodidas da
dieta foram liberadas em cada um dos potes e aguardou-se o tempo necessario para que
elas se enterrassem. Em seguida, aplicaram-se os isolados de Heterorhabditis sobre a
superficie do solo, com auxilio de pipeta, no volume de 1 mL/pote, considerando-se
uma calda de 400 litros por hectare. Os recipientes foram fechados com tampas
perfuradas em cinco pontos, para a aeracdo, e acondicionados em cdmara climatizada
sob temperatura, umidade relativa e luminosidade controladas (T= 25 + 1°C, UR= 70 £
10% e fotofase de 12 horas). Realizou-se a avaliagdo apds 12 e 15 dias da aplicag¢do dos
tratamentos para C. capitata e A. fraterculus, respectivamente, com base no nimero de
insetos adultos emergidos.

Os dados obtidos em relacdo a mortalidade de A. fraterculus e C. capitata
foram transformados em arcsen +/x/100 submetidos a andlise de variancia e,

comparadas as médias pelo teste de Tukey (P<0,05). Ajustou-se a mortalidade pela

férmula de Abbott (ABBOTT, 1925).

2.1.2 Suscetibilidade de diferentes fases de Ceratitis capitata ao nematoide
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24

Para avaliar a susceptibilidade de diferentes fases de Ceratitis capitata ao
nematoide Heterorhabditis amazonensis 1IBCB n24, utilizou-se como unidades
experimentais potes de plastico de 9 cm de didmetro por 5,6 cm de altura com,
aproximadamente, 215 g de areia lavada, esterilizada e ajustada a 10% de umidade
(peso/peso). Consideraram-se cinco tratamentos, representados pelo isolado H.

amazonensis na dose de 200 JIs/Inseto, aplicados contra C. capitata nas fases de pré-
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pupa e pupas com trés, seis e nove dias de desenvolvimento e pela testemunha, e dez
repeti¢des.

As larvas de C. capitata coletadas da dieta foram liberadas sobre o solo de
cada pote (dez larvas/pote), e aguardou-se o tempo necessirio para que elas se
enterrassem. Aplicaram-se os juvenis infectivos do H. amazonensis (200 JIs/Inseto), de
modo uniforme sobre a superficie da areia de cada pote, com auxilio de pipeta, no
volume de 2 mL/pote, nas seguintes fases do desenvolvimento da C. capitata: pré-
pupas, imediatamente apds terem se enterrado e pupas com trés, seis e nove dias de
desenvolvimento. A testemunha recebeu apenas dgua.

Os tratamentos foram cobertos com tampa pléstica, perfurada em varios
pontos com aproximadamente 1 mm de didmetro, e acondicionados em camara
climatizada sob temperatura, umidade relativa e luminosidade controladas (T= 25 =+
1°C, UR= 70 £ 10% e fotofase de 12 horas). Avaliou-se o teste 12 dias apds, com base
no nimero de adultos emergidos e na verificacdo da mortalidade de pupas por
nematoide pela dissecag@o sob microscépio estereoscopio.

N

Os dados obtidos relativos a mortalidade de C. capitata foram
transformados em arcsen +/x/100 submetidos a andlise de variincia e, comparadas as

médias pelo teste de Tukey (P<0,05).
2.2 Testes de campo

Conduziram-se os testes em pomar de citros (variedade péra), com oito anos
de desenvolvimento, em drea com aproximadamente 300 &rvores por hectare, da
empresa Citrovita Agro Pecudria LTDA (23°35°08°’S, 48°02°50”’W, altitude 656 m),
localizada na Estrada Municipal, Km 1 S/N, em Itapetininga, SP. O solo do local é de
classificacao textural franco-argilo-arenosa (26% argila, 16,6% silte, 57,4% areia total).

O nematoide H. amazonensis IBCB n24 foi obtido de multiplicacdo in vitro
pelo processo de esponja (BEDDING, 1984), colhido como JIs imediatamente apds a

extragdo. A. fraterculus e C. capitata foram procedentes do CENA/Esalq.
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2.2.1 Efeito de doses do Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 na mortalidade de
Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Instalou-se o teste durante os meses de novembro e dezembro de 2008 para
se avaliar o efeito de doses do nematoide H. amazonensis IBCB n24 na mortalidade de
A. fraterculus e C. capitata. Consideraram-se, para cada inseto, quatro tratamentos
(organizados em blocos) representados pelo nematoide nas doses de 1x10%, 3,5x10° e
1x10° JIs/ha e pela testemunha. Cada tratamento foi representado por uma planta de
citros e instalado na projecdo da copa da planta. Foi separado entre si por uma planta
ndo tratada. Utilizou-se uma linha de plantas de citros ndo tratadas para separar os
blocos. Retirou-se do solo de cada tratamento a palhada e o mato com auxilio de
enxada. Regou-se o solo com 4 L de &4gua/planta. Em seguida oito envelopes,
preparados com tela de plastico (12 fios/cm linear) de 20 x 20 cm, fechados com
grampos em trés dos quatro lados, foram distribuidos na drea e enterrados parcialmente
(Figura 1). A extremidade acima do nivel do solo permaneceu aberta. Colocou-se, em
cada envelope, cerca de 100g de solo do local, liberaram-se dez insetos na fase de pré-
pupa. Aplicou-se o nematoide em solucdo aquosa, com auxilio de regador na vazio
equivalente de 2 L/planta, procurando-se atingir o interior dos envelopes. Em seguida,
os envelopes foram fechados. A avaliacdo foi realizada 16 e 26 dias apds a aplicacdo do
nematoide para C. capitata e A. fraterculus, respectivamente, com base no nimero de

adultos emergidos nos envelopes.

Figura 1. Envelopes de tela de plastico (12 fios/cm linear) de 20 x 20 cm, contendo pré-
pupas de Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata distribuidos em area da
Citrovita, Itapetininga, SP.
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Os dados relacionados a mortalidade de insetos foram transformados em
arcsen +/x/100 submetidos a andlise de varidncia e, comparadas as médias pelo teste
b

de Duncan (P < 0,05). Corrigiu-se a mortalidade pela Férmula de Abbott.

2.2.2 Persisténcia de Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 no solo e efeito contra
Ceratitis capitata

No periodo de 22 de janeiro a 23 de mar¢o de 2009, instalou-se o teste para
avaliar-se a persisténcia do Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 no solo e seu efeito
na mortalidade de Ceratitis capitata. No periodo do experimento a temperatura média
flutuou entre 20,2°C e 27,7°C e a chuva acumulada foi de 454,6 mm.

Consideraram-se trés tratamentos, representados pelo H. amazonensis nas
doses de 1x10° JIs/cm” e 1x10° JIs/ cm” e pela testemunha (apenas dgua), instalados nas
projecdes das copas das plantas de citros. Estabeleceram-se, para cada tratamento,
quatro repeti¢cdes. Cada repeticdo constituiu-se de uma parcela com aproximadamente
2m de raio. O experimento foi instalado em blocos ao acaso, com uma planta de citros
separando as parcelas/tratamentos, e uma linha de plantas separando os blocos.

Retirou-se do solo do local do teste a palhada e o mato com auxilio de
enxada. Regou-se o solo com 4 L de dgua/planta. Em seguida dez envelopes, preparados
com tela de plastico (12 fios/cm linear) de 20 x 20 cm, fechados com grampos em trés
dos quatro lados, foram distribuidos na 4rea e enterrados parcialmente com a
extremidade aberta acima do nivel do solo. Colocou-se em cada envelope cerca de 100g
do solo. Em seguida, liberaram-se dez pré-pupas de C. capitata. Aplicou-se o nematoide
H. amazonensis em solugdo aquosa, com auxilio de regador na vazdo equivalente de 2
L/planta, procurando-se atingir o interior dos envelopes. Em seguida, os envelopes
foram fechados.

Realizou-se o monitoramento da persisténcia do H. amazonensis por meio
de avaliacdes ocorridas nos seguintes periodos: anteriormente as aplicagdes e 6, 20, 33 e
49 dias ap6s as aplicacdes das doses do nematoide. Para cada avaliagdo, retiraram-se
aleatoriamente de cada parcela trés amostras de solo com auxilio de enxaddo. Cada
amostra constituiu-se de cerca de 500 g de solo o qual foi obtido do perfil do solo de até
15 cm de profundidade. Foi colocada em saco plastico, etiquetada, transportada ao
Laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico em Campinas e transferida

para pote plastico.
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Utilizaram-se larvas de G. mellonella, obtidas de criag@o artificial, como
iscas atrativas para o H. amazonensis (a persisténcia do nematoide é indicada pelo
nimero de iscas infectadas). Para facilitar a localizacdo dos insetos no momento da
avaliagdo da mortalidade, cinco larvas de G. mellonella foram agrupadas em envelope
de tela de metal (malha 30 fios/cm), com 10 x 6 cm, contendo 35 g de solo retirado da
amostra do pote pléstico. O envelope foi fechado nas laterais com grampos para se
evitar a fuga dos insetos e enterrado a 5 cm de profundidade no pote pldstico. Em cada
pote adicionou-se cerca de 100 mL de dgua visando a garantir condi¢cdes de pelo menos
15% de umidade no solo para a atuagdo dos entomopatdgenos.

Os potes foram acondicionados por cinco dias em cimara climatizada sob
temperatura, umidade relativa e luminosidade controladas (T= 25 + 1°C, UR=70 = 10%
e fotofase de 12 horas). Apds esse periodo, os envelopes foram retirados e abertos com
vista a se avaliar a mortalidade dos insetos por nematoides dos géneros Heterorhabditis
e Steinernema, por fungos entomopatogénicos e por outras causas.

Consideraram-se insetos mortos por nematoides aqueles que apresentaram
corpo flacido, com vermes emergindo do caddver. Entre esses foram identificados os
resultantes de mortes provocadas por Heterorhabditis que tinham coloragdo
avermelhada. Consideraram-se mortes por fungos os caddveres mumificados. As larvas
mortas com corpo flacido foram transferidas para armadilhas de White adaptadas, com
vistas a se confirmar a morte por nematoides entomopatogénicos e a se isolar esses
agentes.

Realizaram-se as avaliagOes relacionadas ao efeito de H. amazonensis na
mortalidade de C. capitata nos dias 15, 30, 45 e 59 ap6s a aplicagdo das doses do H.
amazonensis, removendo-se os envelopes do solo que eram substituidos por outros
similares, seguindo-se a metodologia descrita anteriormente, contudo, sem a aplicacdo
do nematoide. Os envelopes foram levados ao Laboratério de Controle Biologico do
Instituto Bioldgico e foram abertos para avaliagio quanto ao nimero de adultos
emergidos. As pupas encontradas foram dessecadas sob microscopio estereoscopio para
verificacdo da presenca de nematoides. As pupas sem nematoides foram consideradas
ndo infectadas.

Os dados relacionados a mortalidade de insetos foram transformados em
arcsen v x/100 submetidos a andlise de varidncia e, comparadas as médias pelo teste
b

de Tukey (P<0,05). Corrigiu-se a mortalidade pela Férmula de Abbott.
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III RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados

3.1.1 Viruléncia de isolados do género Heterorhabditis contra Anastrepha
Jraterculus e Ceratitis capitata

No estudo demonstrou-se que o inseto Anastrepha fraterculus € mais
suscetivel aos nematoides testados, quando comparado com Ceratitis capitata. Para A.
fraterculus, o nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 foi o mais virulento,
com 70% de mortalidade corrigida (Figura 2), apesar de ndo ter diferido
significativamente do isolado H. indica IBCB n5 (63% de mortalidade corrigida) quanto
a mortalidade real (Figura 2). Para C. capitata, os isolados mais virulentos foram H.
indica 1BCB nS5, Heterorhabditis sp. IBCB n44 e Heterorhabditis sp. IBCB n45, os
quais proporcionaram mortalidade corrigida de 35%, 24% e 32%, respectivamente
(Figura 3), ndo diferindo significativamente entre si, mas apresentando diferenca
estatistica em relacdo a testemunha quanto a mortalidade real (Figura 2). Os demais

isolados ndo apresentaram resultados satisfatérios quanto ao efeito sobre os insetos.

® Ceratitis capitata W Anastrepha fraterculus
100

20 70cd

76d
33ab 53bc 37ab
60
200 P 17ab 20b 36b 23ab
40
6a
20
0 J

Testemunha IBCB n5 IBCB n24 IBCB n44 IBCB n45 IBCB n46

Mortalidade (%)

Isolados Heterorhabditis

Figura 2. Mortalidade observada de pré-pupas de Ceratitis capitata e Anastrepha
fraterculus expostas aos isolados Heterorhabditis indica IBCB n5 (IBCB n)),
H. amazonensis IBCB n24 (IBCB n24), Heterorhabditis sp. IBCB n44
(IBCB n 44), Heterorhabditis sp. IBCB n45 (IBCB n45) e Heterorhabditis
sp. IBCB n46 (IBCB n46), na dose de 50 JIs/Inseto, em laboratério (T= 25 £
1°C, UR= 70 % 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas da mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3. Mortalidade corrigida (formula de Abbott) de pré-pupas de Ceratitis capitata
e Anastrepha fraterculus expostas aos isolados Heterorhabditis indica IBCB
n5 (IBCB n5), H. amazonensis IBCB n24 (IBCB n24), Heterorhabditis sp.
IBCB n44 (IBCB n 44), Heterorhabditis sp. IBCB n45 (IBCB n45) e
Heterorhabditis sp. IBCB n46 (IBCB n46), na dose de 50 JIs/Inseto, em
laboratério (T= 25 + 1°C, UR= 70 = 10% e fotofase de 12 horas).

3.1.2 Suscetibilidade de diferentes fases de Ceratitis capitata ao nematoide
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24

Heterorhabditis ~ amazonensis IBCB  n24  proporcionou  niveis
significativamente diferentes de mortalidade (F = 12,22 P < 0,01) entre pré-pupas (40%)
e pupas de trés dias (14%), seis dias (22%) e nove dias (8%) de desenvolvimento e a
testemunha. A mortalidade na testemunha foi de 5% e nenhuma infec¢do foi observada

(Figura 4).
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Figura 4. Mortalidade de pré-pupas de Ceratitis capitata expostas a Heterorhabditis
amazonensis IBCB n24, na dose de 200 JIs/Inseto, em laboratério (T= 25 +
1°C, UR= 70 * 10% e fotofase de 12 horas), (F = 12,22 P < 0,01). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3.1.3 Efeito de doses do Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 na mortalidade de
Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Para Ceratitis capitata, Heterorhabditis amazonensis 1BCB n24
proporcionou niveis de mortalidade corrigida que variaram de 46% a 71% (Figura 5),
para Anastrepha fraterculus, proporcionou niveis de mortalidade que variaram de 55%
a 67% (Figura 6). Ocorreu diferenca significativa entre os diferentes tratamentos,
quando comparados as testemunhas, no que se refere a mortalidade observada. Isso
indica que H. amazonensis causou mortalidade dos insetos nas trés doses testadas, ndo

havendo diferenca significativa entre elas.
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Figura 5. Mortalidade real e corrigida (férmula de Abbott) de Ceratitis capitata
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exposto, na fase de pupa, a diferentes doses do isolado Heterorhabditis
amazonensis IBCB n24, em campo de citros, drea da Citrovita, Itapetininga,
SP. Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste de
Duncan (P < 0,05).
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Mortalidade real e corrigida (férmula de Abbott) do inseto Anastrepha
fraterculus exposto, na fase de pupa, a diferentes doses do isolado
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24, em campo de citros, drea da
Citrovita, Itapetininga, SP. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).
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3.1.4 Persisténcia de Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 no solo e efeito contra
Ceratitis capitata

Amostragem anterior a aplicacdo do Heterorhabditis amazonensis IBCB
n24 no solo de campo de citros, em que se utilizaram larvas de G. mellonella como
iscas atrativas, ndo detectou presenca de nenhuma espécie de nematoide
entomopatogénico nas parcelas do experimento. Na amostragem correspondente a seis
dias apds a aplicacdo do nematoide, H. amazonensis causou mortalidade de 68% e 87%
de larvas de G. mellonella nas doses de 1x10® e 1x10° JIs/cm? respectivamente, o que
indica sucesso no estabelecimento desse agente na drea experimental (Figura 7).

Nas trés avaliagdes seguintes H. amazonensis persistiu, causando
mortalidade nas larvas de G. mellonella de 18% a 35% aos 20 dias, de 17% a 38% aos
33 dias, de 33% a 77% aos 49 dias ap6s a aplicagdo do nematoide (Figura 7).
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Figura 7. Mortalidade de larvas de Galleria mellonella pelo nematoide Heterorhabditis
amazonensis IBCB n24, expostas ao solo de campo de citros, coletado
anteriormente e, em diferentes dias, ap0s a aplicacdo do H. amazonensis.
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Na primeira avaliacdo (15 dias apds a aplicacdo das doses de nematoide)
relacionada ao efeito do Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 contra Ceratitis
capitata, o nematoide proporcionou 22% e 65% de mortalidade de C. capitata nas doses
de 1x10® e 1x10° JIs/cm?, respectivamente, segundo dados transformados pela férmula
de Abbott (Figura 7). Nao houve diferenga significativa entre as taxas de mortalidade
real proporcionada pelos tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade (F = 4,053 P =
0,0555).

Nas duas avaliacdes seguintes ocorreu elevado indice de mortalidade de C.
capitata nas testemunhas (30 e 45 dias apds a aplicac@o das doses de nematoide), o que
prejudicou a andlise real dos dados e a transformada pela férmula de Abbott. Na ultima
avaliacdo, aos 59 dias da aplicacdo, observou-se queda na taxa de mortalidade na
testemunha para 44%, e ndo ocorréncia de maiores taxas de mortalidade nos grupos

tratados (Figura 8).
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Figura 8. Mortalidade real (observada) e corrigida (férmula de Abbott) de Ceratitis
capitata expostos na fase de pré-pupa ao Heterorhabditis amazonensis IBCB
n24.
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3.2 DISCUSSAO

3.2.1 Viruléncia de isolados do género Heterorhabditis contra Anastrepha
Jraterculus e Ceratitis capitata

A maior suscetibilidade de Anastrepha fraterculus em relacdo a Ceratitis
capitata pode estar relacionada aos seguintes fatores: 1) menor reacdo das células de
defesa; 2) maior tamanho do inseto e, consequentemente, maiores aberturas naturais, o
que pode facilitar a penetragdo do nematoide no hospedeiro; 3) maior longevidade da
fase pupal, o que possibilita maior tempo de exposi¢do ao nematoide no solo.

Lezama-Gutierrez et al. (1996), ao avaliarem a suscetibilidade do terceiro
instar de A. ludens a varios isolados, constataram elevada mortalidade larval e pupal
(90%), quando as larvas foram expostas ao S. riobrave e S.carpocapsae. Hernandez
(2003) observou a mortalidade de 23%, 18%, 17%, 17% e 16% de larvas de A. ludens
quando submetidas a dose de 100 JIs/larva de H. indica, S. carpocapsae All, H.
bacteriophora HP88, S. riobrave e S. carpocapsae, respectivamente.

Barbosa-Negrisoli et al. (2009), observaram taxas de mortalidade de 55% e
58% de pré-pupas de A. fraterculus, proporcionadas por H. bacteriophora RS88 e S.
riobrave RS59, na dose 100 JIs/larva, respectivamente, isolados esses, nativos do Rio

Grande do Sul.

3.2.2 Suscetibilidade de diferentes fases de Ceratitis capitata ao nematoide
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24

Pré-pupas de Ceratitis capitata demonstraram serem suscetiveis ao
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24. A concentrag¢do de 200 JIs/Inseto foi suficiente
para proporcionar o encontro entre o nematoide e o hospedeiro.

A maior suscetibilidade de pré-pupas ao nematoide € atribuida, por Yee e
Lacey (2003), a uma combinagdo de fatores como a emissdo de CO2, tempo de
permanéncia como pré-pupa e elevada atividade da pré-pupa no solo. Shapiro-Ilan et al.
(2005) constataram que a mortalidade do inseto por nematoide estd relacionada a
habilidade do nematoide produzir doenga e a sua viruléncia contra o inseto.

Estudos anteriores demonstraram a suscetibilidade de larvas de C. capitata a
nematoides. Gazit et al. (2000), verificaram que S. riobrave Texas e Heterorhabditis sp.

IS-5 proporcionaram aproximadamente 90% e 80% de mortalidade de pré-pupas com
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2h ap6s eclosdo, respectivamente. Karagoz et al. (2009) constataram que de S. feltiae
nas doses de 200 e 400 JIs/cm? propiciaram mortalidade acima de 90% de larvas de C.
capitata. Malan e Manrakhan (2009) observaram que H. bacteriophora (SF 286), na
dose de 200 JI/Inseto, proporcionaram aproximadamente 70% de mortalidade de larvas
de C. capitata. Barbosa-Negrisoli et al. (2009), verificaram que H. bacteriophora RS88
e S. riobrave RS59 proporcionaram 55% e 92% de mortalidade de pré-pupas de A.
Sraterculus. H. indica IBCB n5, nas doses de 50 e 100 JIs/pré-pupa, proporcionou 62%
e 93%, respectivamente, de mortalidade para C. capitata em fase de pré-pupa; em testes
de campo, H. indica IBCB n5, nas doses de 1 e 10 Js/em?, proporcionou mortalidade de
67% e 93%, respectivamente (SILVA et al., 2010).

Outros trabalhos, em laboratério, demonstraram a suscetibilidade de larvas de
terceiro instar de moscas-das-frutas a nematoides, enfatizando a importancia da idade do
hospedeiro. H. bacteriophora, CL50 de 115 JI/cm?, proporcionou indices mais elevados
de mortalidade para larvas de terceiro instar inicial (seis dias de idade) de A. ludens
(TOLEDO et al., 2005a). S. carpocapsae, CL50 de 102 JI/cmz, propiciou os indices
mais elevados de mortalidade de larvas (seis dias de idade) de A. obliqua (TOLEDO et
al., 2009). S. feltiae (isolados All, Mexican e Breton), H. heliothidis e H. bacteriophora,
na dose de 1000 JIs/25 insetos, causaram mortalidade em larvas (quatro a cinco dias de
idade) da mosca-do-caribe A. suspensa (Loew) em niveis que variaram entre 78,7% a
90,7% (BEAVERS e CALKINS, 1984).

Pupas apresentaram baixa suscetibilidade ao H. amazonensis IBCB n24. Yee e
Lacey (2003) constataram que a redugdo da mortalidade na fase de pupa estd
relacionada ao fato de que a pré-pupas, em processo de pupacdo, quando expostos aos
nematoides apresentam o tegumento mais duro que as pré-pupas mais jovens —
caracterisitca de alguns insetos dipteros. Toledo et al. (2001; 2005b) afirmam que as
pupas sdo mais resistentes aos nematoides e provavelmente os espirdculos pupais atuam
como barreira que impedem a entrada dos nematoides.

Os resultados desse estudo em relagcdo a mortalidade da pupa sdo confirmados
por Lindegren e Vail (1986) e por Karagoz, et al. (2009) que ndo observaram
mortalidade pupal de C. capitata por S. carpocapsae e por S. carpocapsae, S. feltiae e
H. bacteriophora, respectivamente. Beavers e Calkins (1984) verificaram baixa
suscetibilidade de pupas de A. suspensa por S. feltiae com taxas de infeccdo que

variaram de 0% a 1,1%. Yee e Lacey (2003) observaram que S. feltiae e S. carpocapsae
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ndo infectaram pupas de Rhagoletis indifferens. Toledo et al. (2001) verificaram que
pupas de 5 e 12 dias de idade de A. ludens ndo foram suscetiveis ao S. feltiae.

Trabalhos anteriores contradizem os resultados obtidos nesse trabalho onde
larvas de tefritideos expostas a nematoides morreram apés a formacdo da pupa. Isto
ocorreu com C. capitata, Dacus dorsalis e D. cucurbitae expostas como larvas ao S.
feltiae por periodo de 2 a 12 horas antes da pupacdo (LINDEGREN e VAIL, 1986);
Larvas de terceiro instar de R. indifferens expostas ao S. feltiae e S. carpocapsae
(STARK e LACEY, 1999; YEE e LACEY, 2003); Bactrocera oleae exposta ao S.
carpocapsae All, S. riobrave, S. glaseri NC, H. bacteriophora e H. marelatus na dose
de 25 JIs/cm’.

Barbosa-Negrisoli et al. (2009), verificaram que H. bacteriophora RS88 e S.
riobrave RS59 proporcionaram 58% e 94,5% de mortalidade de pupas de A. fraterculus.
Em condicdes de casa de vegetacdo S. riobrave e H. bacteriophora RS88 na dose 250
Js/cm? propiciaram aproximadamente 60% e 70% de mortalidade de pupas de A.
fraterculus, respectivamente. Em experimento de laboratério, Steinernema sp. IBCB
n35, S. brazilense IBCB n6, Heterorhabditis sp. IBCB nl0, Steinernema sp. IBCB n25
e H. indica IBCB n5, na dose de 50 JIs/pupa foram os mais virulentos para pupas de C.
capitata, proporcionando taxas de mortalidade varidveis de 33,8% a 53,8%. Em casa de
vegetacdo, na dose de 50, 100 e 200 JIs/pupa, H. indica IBCB n5 proporcionou os
melhores resultados para C. capitata em fase de pupa (59%, 84% e 87% de mortalidade)
(SILVA et al., 2010).

3.2.3 Efeito de doses do Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 na mortalidade de
Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

H. amazonensis causou mortalidade dos insetos nas trés doses testadas.
Contudo, essas doses ndo apresentaram diferenga significativa entre si, o que sugere ser
a menor dose mais adequada contra Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata, tendo

em vista o efeito de impacto em condi¢des semelhantes ao do experimento.

3.2.4 Persisténcia de Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 no solo e efeito contra
Ceratitis capitata

Apés a entrada no solo, o nematoide entomopatogenico passa,

imediatamente, a estar sujeito aos fatores bidticos e abidticos que influenciam a vida dos



87

nematoides de vida livre e dos fitoparasitas (MOLYNEUX e BEDDING, 1984,
MOLYNEUX, 1985; KAYA, 1990, KUNG et al., 1991). Fatores extrinsecos tais como
patégenos e predadores podem matar uma propor¢cao de juvenis infectivos no solo,
assim como condi¢des extremas de temperatura, de umidade, pH e tipo de solo podem
influenciar a persisténcia e a infectividade (KAYA, 1990; CURRAN, 1992).

Seis dias apds a aplicacdo na superficie do solo, H. amazonensis causou
elevada mortalidade das larvas de G.mellonella: 68% e 87% nas doses de 1x10° e 1x10°
Js/em?, respectivamente. Num periodo de aproximadamente duas semanas (20 e 33
dias apds a aplicacdo de H. amazomensis), registraram-se as mais baixas taxas de
mortalidade das larvas de G. mellonella: 18% e 17% na dose de 1x10° JIs/cm® e 35% e
38% na dose de 1x10° JIs/cm”. Essas baixas na mortalidade de G. mellonella podem
estar relacionadas, dentre outros fatores, ao aumento expressivo na incidéncia de
nematoides de vida livre os quais foram responsaveis pela alta taxa de mortalidade nas
parcelas testemunhas nesses periodos. Tal fato foi comprovado quando as larvas mortas,
obtidas das testemunhas, foram colocadas em armadilha de White. Os nematoides de
vida livre, em altas populacdes, podem causar a morte de insetos suscetiveis quando
expostos a situacdes de estresse como o ocorrido com as larvas de G. mellonella
enterradas no solo. Nessa situacdo, o nematoide de vida livre provavelmente competiu
com o nematoide entomopatogénico e inibiu sua atuacdo durante a colonizagdo do
inseto (Figura 7). Nematoides de vida livre — predadores, bacterivoros, fungivoros e
onivoros — constituim-se em componentes importante de decomposicdo e ciclagem de
nutrientes das teias alimentares no solo (STUART, et al., 2006). Duncan et al. (2003)
relataram que a presenca de S. riobrave levou ao aumento do nimero de nematoide
bacterivoro de vida livre Pellioditis sp., que se desenvolveu em cadaveres de larvas de
D. abbreviatus em citros, e observaram também a diminui¢do do potencial reprodutivo
de S. riobrave.

Antagonistas de nematoides podem interferir na persisténcia de nematoides
entomopatogenicos. Wilson e Gaugler (2004) em seu experimento correlacionaram a
baixa persisténcia dos nematoides com a presenca de dcaros e colémbolos.

Bohan e Hominick (1996) afirmaram que somente uma fracdo da populagdo
do infectivo juvenil estd, a0 mesmo tempo, apta a causar infeccdo, fendmeno conhecido
como fase de infectividade (CAMPBELL et al., 1999). Os juvenis infectivos ativos da
maioria dos nematoides sobrevivem poucos dias ou poucas semanas no ambiente. Eles

apresentam estoque limitado de reservas lipidicas, quando essas reservas nio sio
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utilizadas adequadamente, a taxa de infectividade do juvenil infectivo entra em declinio
(CURRAN, 1992).

As diferentes espécies de nematoides sao afetadas em diferentes niveis de
persisténcia quando hd impossibilidade de realizacdo da reciclagem por meio de um
hospedeiro. Cada espécie de nematoide tem seu grau de persisténcia caracteristica
(CURRAN, 1992). Assim, S. carpocapsae DD136 é menos persistente que S. glaseri
(MOLYNEUX, 1985), e este o mais persistente dos nematoides (KAYA, 1990).

Os esteinernematideos e heterorhabditideos sdo orientados a procurar seu
hospedeiro em resposta ao diéxido de carbono liberado pelo inseto (LEWIS et al.,
2006). Muitos insetos quiescentes, especialmente as pupas, liberam o diéxido de
carbono em intervalos de sete horas, aproximadamente (CHAPMAN, 1982). Isso parece
ser uma resposta estratégica desses hospedeiros para escaparem do reconhecimento por
parte do nematoide e evitarem o parasitismo. Os espirdculos das pupas ficam quase
totalmente fechados entre os intervalos da liberagdo do di6xido de carbono, o que
dificulta o acesso de entrada dos nematoides. Essa resposta coevolucionaria cria um
equilibrio que impede a superexploragdo dos hospedeiros pelos nematoides
entomopatogénicos. A quebra desse equilibrio consiste na liberagdo de uma dose
elevada de juvenis infectivos na superficie do solo (GAUGLER, 1988).

Lindegren et al. (1990), em teste de persisténcia do S. feltiae (500 Js/cm?),
demonstraram a existéncia de decréscimo na mortalidade de C. capitata de 89,2% (dia
1) para 42,6% (dia 7) e a inexisténcia de mortalidade no dia 14. Gazit et al.(2000), em
solo de textura franco-argilosa, testaram a viruléncia do S. riobrave Texas (100 JIs/cm?)
contra o terceiro instar larval de C. capitata e verificaram que S. riobrave perdeu 50%
de sua atividade apds cinco dias da aplicag@o e que ndo houve nenhuma atividade apds
14 dias da aplicagdo.

Outros estudos enfatizaram o sucesso da persisténcia de nematoides.
Fergunson et al. (1995) encontraram G. mellonella infectada por Heterorhabditis e
Steinernematidae, seis meses apds a liberacio do nematoide. Parkman et al. (1994)
verificaram que, no controle de grilos Scapteriscus spp. em campo de golfe, a infeccdo
por S. scapterisci variou entre 0% a 100% por 12 semanas. Duncan e McCoy (1996)
verificaram que a formulagdo comercial por granulos de S. riobrave proporcionou 90%
de controle do gorgulho da raiz de citros em solo arenoso, apds nove semanas da

aplicagdo.
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Aos 49 dias ap6s a aplicacdo do H. amazonensis, verificou-se aumento na
mortalidade das larvas de G. mellonella: 33% e 77% para as doses de 1x10% e 1x10°
Js/em?, respectivamente. Isso significa que, no campo de citros, o H. amazonensis
produziu prole em hospedeiros suscetiveis. A populacdo de nematoide reciclou-se e
houve liberacdo de juvenis infectivos no solo com habilidade para buscar novos
hospedeiros e causar infec¢ao.

No que diz respeito ao efeito do H. amazonensis na mortalidade de C.
capitata em campo de citros, esperava-se que H. amazonensis proporcionasse indices de
mortalidade maiores nos grupos tratados. Isso ocorreu na primeira avaliacdo, 15 dias
ap6s a aplicagdo, e na segunda avaliacdo, 30 dias apds a aplicacdo, na dose de 1x10°
Jl/ha. Esta apresentando pequena diferenca em relacdo a mortalidade real da
testemunha, o que indica provavelmente pouco ou nenhum efeito do nematoide na
populacdo de C. capitata.

Tendo em vista que o nematoide apresentou elevada densidade aos 49 dias
apés a aplicagdo, indicado pelo ndmero de G. mellonella (iscas) infectadas, a
justificativa para a auséncia ou para o pouco efeito do agente na populacio de C.
capitata, nas avaliacdes realizadas, ap6s 30 dias da aplicagdo, estd provavelmente
relacionada ao fato de o H. amazonensis ter se espalhado nas parcelas, levando mais
tempo para alcangar os insetos liberados na fase de pré-pupa. Algumas horas apds a sua
liberagdo, os insetos alcangaram a fase de pupa, tornando-se mais resistentes aos
nematoides.

Na avaliacdo, 15 dias ap6s a aplicag@o, os maiores indices de mortalidade
podem ser explicados pelo fato de o H. amazonensis ter sido aplicado logo apds a
liberagdo dos insetos na superficie do solo, o que permitiu a permanéncia do H.
amazonensis mais préoxima do inseto durante a fase mais suscetivel de pré-pupa e de
inicio de pupa.

Sob condi¢des de campo, o contato entre o H. amazonensis e as larvas de C.
capitata foi dificultado provavelmente pelo inseto ter sido capaz de escapar da infec¢do
por H. amazonensis, alcangando, rapidamente, maior profundidade no solo para se
empupar. Tal observacdo fundamenta-se no teste que avaliou a susceptibilidade de
diferentes fases de C. capitata ao H. amazonensis, em que se verificou que as pré-pupas
alcancavam rapidamente o fundo do pote para se empupar. Ha que se levar em conta
que as texturas de solo, nas quais os testes em questdo foram conduzidos, eram

diferentes. A textura do experimento relacionado susceptibilidade de diferentes fases C.
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capitata ao H. amazonensis era arenosa e a do experimento relacionado a persisténcia
de H. amazonensis em campo de citros e seu efeito contra C. capitata franco-argiloso-
arenosa. A eficiéncia do H. amazonensis, no que diz respeito ao seu movimento de
busca pela mosca-das-frutas, pode estar relacionada a profundidade do solo na qual a
larva se refugiou.

A profundidade em que a larva se empupa estd diretamente relacionada com
o volume do solo no qual os juvenis infectivos estio distribuidos: a migracdo de larvas
para maiores profundidades pode ocasionar grande diluicdo de juvenis infectivos. O
efeito do S. carpocapsae sobre A. obliqua foi afetado pela interacdo entre o tipo de solo
e a profundidade em que se encontravam as larvas no solo. Em experimento com tubos
PVC de altura que variaram entre 2, 5 e 8 cm, as maiores porcentagens (60% a 82%) de
infeccdo para larvas com seis dias de idade ocorreu em tubos de 2 cm de altura,
contendo solo de textura argilo-arenosa. Esse resultado provavelmente relaciona-se as
propriedades de reten¢do de umidade do tipo de textura do solo, o que facilita o
deslocamento do nematoide (TOLEDO et al., 2009).

No que se refere as larvas das moscas-das-frutas no campo, elas estdo
sujeitas a mortalidade natural e a decomposic¢do, situagdes menos frequentes em
laboratério. Assim como os nematoides entomopatogénicos, essas larvas sdo
influenciadas por fatores do solo tais como textura, pH, umidade, temperatura (ESKAFI
e FERNANDEZ, 1990; JACKSON et al., 1998; ALYOKHIN et al., 2001), compactacdo
do solo (ALUJA, 1994). O comportamento das moscas-das-frutas frente a esses fatores
influencia a infectividade do nematoide entomopatogénico.

Gazit et al. (2000) enfatizaram que o controle bioldgico de larvas de C.
capitata com o uso de nematoides entomopatogé€nicos requer isolados de nematoides
preparados para encontrar e matar a pré-pupa e para manter a infectividade no solo sob
as condi¢cdes ambientais em que a praga habita. As condi¢cdes de campo provavelmente
reduziram a infectividade do H. amazonensis, uma vez que ele proporcionou 40% de
mortalidade de pré-pupas de C. capitata em experimento de laboratério relacionado a
susceptibilidade de diferentes fases de C. capitata ao H. amazonensis.

No experimento analisado, as doses de nematoide usadas estdo de acordo
com a margem aceita para as liberacdes inundativas: 2,5 x 10° JIs/ha (GREWAL et al.,
1994). Contudo, muitos estudos t&€m mencionado a dificuldade de se conseguir niveis
elevados de infeccdo para larvas de moscas-das-frutas. Lindegren et al. (1990)

afirmaram que o estabelecimento da epizootia nematoide-mosca-do-mediterraneo
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depende da densidade do nematoide. Os autores demonstraram que S. feltie (Mexican)
na dose de 500 JIs/cm* que equivale a 5x10' JIs/ha — muitas vezes maior que a da
margem proposta para as aplicacdes inundativas — proporcionou taxa de 87% de
mortalidade de C. capitata.

Em outro experimento, realizado em pomar de manga, as doses testadas de
nematoide também foram elevadas. A taxa de infeccdo para A. ludens atingiu 74% e
52%, quando o efeito do H. bacteriophora foi testado em dose de 250 e 500 Js/em?,
respectivamente (TOLEDO et al., 2006a). Em condi¢des de campo, S. carpocapsae
(dose de 250 JIs/cmz) reduziu a emergéncia do adulto de A. ludens em 64,1% e S.
riobrave em 14%, quando comparados com o controle (LEZAMA—GUTIERREZ et al.,
2006). Em pomar de péssego, S. riobrave e H. bacteriophora (250 JIs/cm?) aplicados
em suspensdo aquosa sobre pré-pupas de A. fraterculus proporcionaram taxas de
mortalidade de 24,3% e 28,12%, respectivamente (BARBOSA-NEGRISOLI et al.,
2009).

O sucesso de aplicagdes de nematoides entomopatogénicos como agentes de
controle para determinada praga de insetos depende de fatores como, por exemplo,
viruléncia e agressividade do nematoide ao hospedeiro, comportamento de busca e
localizacdo do hospedeiro, boa persisténcia do nematoide em condi¢des de campo
(LEITE, 2006). As condi¢des ambientais devem ser compativeis com as caracteristicas
exigidas pelo nematoide para que ele proporcione elevados niveis de infec¢do. Nao se
pode afirmar que o H. amazonensis IBCB n24 ndo tenha potencial para persistir no
campo de citros estudado. Novos estudos sdo necessarios para se compreender o como
fatores bidticos e abidticos interferem na persisténcia e na capacidade de infectibilidade

do H. amazonensis IBCB n24.

CONCLUSOES

Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 é o mais virulento para Anastrepha
fraterculus. H. indica IBCB n5, Heterorhabditis IBCB n44 ¢ Heterorhabditis IBCB n45
sdo os mais virulentos para Ceratitis capitata.

A fase de pré-pupa € a mais suscetivel para o nematoide H. amazonensis IBCB
n24.

H. amazonensis IBCB n24 persiste no campo de citros por pelo menos 77 dias,

mas resulta em baixa ou nenhuma mortalidade de C. capitata apés 6 dias da aplicagdo.
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III CAPITULO - ARTIGO: EFEITO DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS (Rhabditida: Steinernematidae; Heterorhabditidae)
NA MORTALIDADE DE PRE-PUPAS DO GORGULHO-DA-GOIABA
Conotrachelus psidii (Coleoptera: Curculionidae)

RESUMO

Foi avaliada a viruléncia do Steinernema brazilense IBCB n6, Heterorhabditis indica
IBCB n5 e H. amazonensis IBCB n24 contra pré-pupas do gorgulho-da-goiaba
Conotrachelus psidii, em testes de laboratorio, e o efeito de H. amazonensis IBCB n24
na mortalidade do inseto em teste de campo. No primeiro teste de laboratério foram
avaliadas as doses de 50, 175 e 612 JIs/inseto, sendo que no segundo foram avaliadas as
doses de 2000, 4000 e 6000 JIs/inseto. No teste de campo, realizado em pomar de
goiaba, H. amazonensis foi avaliado em duas doses: 1x10° e 5x10° JIs/ha. Os insetos
foram avaliados quanto a mortalidade 15 e 12 dias apds a instalagdo do ensaio para os
testes de laboratério e de campo, respectivamente. H. amazonensis e S. brazilense
mostraram-se mais virulentos nos testes de laboratério, apresentando niveis de infecc¢do
entre 22,4% a 31,4% e 11,0% a 17,8%, respectivamente, nas menores doses, e entre
76,7% a 83,3% e 60,0% a 73,3%, respectivamente, nas maiores doses. No teste de
campo, H. amazonensis proporcionou 53,8% e 66,0% de infec¢io nas doses de 1x10° e
5x10° JIs/ha, respectivamente.

Palavras-chave: Heterorhabditis; Steinernema; praga da goiabeira.



99

ABSTRACT

EFFECT OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES (Rhabditida:
Steinernematidae; Heterorhabditidae) IN PREPUPAE MORTALITY OF GUAVA
WEEVIL Conotrachelus psidii (Coleoptera: Curculionidae)

It was evaluated the virulence of Steinernema brazilense, Heterorhabditis indica IBCB
nS and H. amazonensis IBCB n24 against prepupae of guava weevil in laboratory trials
and the effect of H. amazonensis IBCB n24 for insect mortality in a field test. In the
first laboratory test doses of 50, 175 and 612 IJs/insect were evaluated, and the second
one evaluated doses of 2000, 4000 and 6000 1Js/ insect. Field test, performed in a guava
orchard, H. amazonensis was evaluated at two doses: 1x10° and 5x10° Is/ha. Insects
mortality were evaluated 15 and 12 days after installing the facilities for the laboratory
and field tests, respectively. H. amazonensis and S. brazilense were more virulent in
laboratory tests, with levels of infection from 22.4% to 31.4% and from 11.0% to
17.8%, respectively, at lower doses, and 76.7% to 83.3% and 60.0% to 73.3%,
respectively, at higher doses. In the field test, H. amazonensis caused infection in 53.8%
and 60% at doses of 1x10” and 5x10° IJs/ha, respectively.

Key-words: Heterorhabditis; pest of guava; Steinernema.
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I INTRODUCAO

A goiabeira Psidium guajava L. (Myrtaceae) € nativa da América tropical
(MEDINA, 1991) e € cultivada mundialmente nas regides tropicais e sub-tropicais
(TODA FRUTA, 2010). O Brasil é considerado um dos maiores produtores de goiaba
(NATALE, 2009). Em 2008, goiabeiras foram cultivadas em uma drea de 15.641 ha,
produziram 312.348 toneladas, o que levou a um valor de produgdo de 206.262 milhdes
de reais (IBGE, 2010).

O gorgulho-da-goiaba Conotrachelus psidii Marshall é considerado uma das
principais pragas dos pomares de goiaba do Brasil. Ocorre no Estado de Sao Paulo
(ARRUDA NETO, 1972; ORLANDO et al., 1974; SOUZA FILHO e COSTA, 2009),
no Submédio do Sao Francisco (BARBOSA et al., 2001), na regido Sul de Minas Gerais
(SOUZA et al., 2003) e no Estado do Rio de Janeiro (DEL VALLE et al., 2008). Além
do Brasil, na América do Sul, observou-se a ocorréncia do gorgulho-da-goiaba na
Venezuela (BOSCAN de MARTINEZ e CASARES, 1980; 1982).

Os adultos do gorgulho atacam o pomar em periodos quentes e chuvosos,
alimentam-se de botdes florais, frutos pequenos (BOSCAN de MARTINEZ e
CASARES, 1980), peciolos e pedinculos (SILVA FILHO et al., 2007). A fémea adulta
perfura o fruto verde, quando esse atinge didmetro de 1,5 cm a 3 cm, colocando um ovo
em cada orificio. O local da postura fica endurecido, nele aparece uma depressdo na
casca que apresenta area circular necrdtica central, enegrecida, com um orificio —
sintomas que caracterizam o ataque da praga. Os frutos atacados desenvolvem-se de
maneira deformada, entram em maturagdo anormal, forcada, e sdo inaceitaveis para a
comercializacdo. As larvas alimentam-se da polpa e da semente até o quarto instar,
quando abandonam o fruto e se aprofundam no solo, atingindo o periodo pré-pupal.
Esse € considerado o mais longo periodo do ciclo de vida do gorgulho: compreende o
tempo em que a larva abandona o fruto e se enterra no solo até a pupagao. Dependendo
das condicdes climaticas, a pré-pupa pode permanecer no solo por quatro a oito meses.
Ap6s o periodo de pupacgido e, de acordo com as condi¢des favordveis de umidade no
solo, o adulto emerge, dando origem a uma nova geracdo de gorgulho (MEDINA, 1978;
BOSCAN de MARTINEZ e CASARES, 1982; SOUZA et al., 2003; SOUZA FILHO e
COSTA, 2009).

O controle do C. psidii consiste, geralmente, na aplicacdo de inseticida

quimico que visa a suprimir a populagdo de adultos. Contudo, o uso abusivo de
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agrotéxico ocasionando resist€ncia nos insetos, impactando a biodiversidade, e
deixando residuos quimicos no ambiente, vem preocupando cada vez os consumidores e
tornando-os cada vez mais exigentes por alimentos livres de agrotéxicos. Paises
produtores de goiaba vém buscando novas alternativas para o manejo integrado de
pragas, por meio do uso de agentes naturais como, por exemplo, os nematoides
entomopatogénicos.

Steinernema e Heterorhabditis sdo nematoides que infectam e matam uma
grande diversidade de insetos. Diferem de outros entomopatégenos por estabelecerem
uma associagdo mutualistica com as bactérias do género Xenorhabdus spp. e
Photorhabdus spp., respectivamente. Esses nematoides apresentam estagio imaturo de
vida livre, conhecido como juvenil infectivo o qual vive no solo, penetram no
hospedeiro por meio das aberturas naturais: boca, dnus e espirdculos, e, no caso dos
heterorhabditideos, também pela cuticula. Na hemocele do hospedeiro, liberam a
bactéria simbiontica causando doenca e morte por septicemia entre 24 e 72 horas. Apds
completar duas ou trés geracdes no interior do inseto, o nematoide emerge e busca um
novo inseto para infectar (KAYA e GAUGLER, 1993; CAMPBEL e KAYA, 2000;
DOWDS e PETERS, 2002).

Nematoides entomopatogénicos vém sendo usados contra diversas espécies
de curculionideos e bons resultados t€m sido obtidos no controle do gorgulho da raiz
Otiorhynchus sulcatus (Fabricius) (SIMONS, 1981); gorgulho da macgd, cereja e
péssego, Conotrachelus nenuphar (Herbst) (OLTHOF e HAGLEY, 1993; SHAPIRO-
ILAN et al., 2002b; 2004; ALSTON et al.,, 2005); gorgulho da raiz dos citros,
Diaprepes abbreviatus (L.) (DUNCAN et al., 1996; SHAPIRO e¢ McCOY, 2000;
SHAPIRO-ILAN et al, 2002a); gorgulho da pecan, Curculio caryae (Horn)
(SHAPIRO-ILAN, 2001ab; SHAPIRO-ILAN et al., 2003); e gorgulho da cana-de-
acucar Sphenophorus levis (TAVARES et al., 2009; 2007).

No Brasil, nematoides vém sendo avaliados contra larvas do quarto instar do
gorgulho-da-goiaba, tendo as espécies H. baujardi LPP7(28) (DEL VALLE et al.,
2005); e H. baujardi LPP7 (DOLINSKI et al., 2006; DEL VALLE et al., 2008)
apresentado maior viruléncia e potencial de uso. Em teste de campo realizado por Silva
et al. (2010), o nematoide H. indica IBCB n5, nas doses de 1 e 10JI/cm?, causou 33% e
50%, respectivamente, de mortalidade de pré-pupa do gorgulho da goiaba.

Os objetivos dessa pesquisa foram: 1) avaliar a viruléncia de Steinernema

brazilense Nguyen, Ambrds Ginarte, Leite, Santos & Harakava, 2010 IBCB n6,
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Heterorhabditis indica Poinar, Karunaka & David, 1992 IBCB n5 e H. amazonensis
Andalé, Nguyen & Moino, 2006 IBCB n24 contra pré-pupas do Conotrachelus psidii,
sob condi¢des de laboratério; 2) avaliar o efeito do H. amazonensis IBCB n24 na

mortalidade de pré-pupas do gorgulho-da-goiaba, sob condi¢des de campo.

II MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois testes de laboratério com o objetivo de avaliar a
viruléncia de nematoides entomopatogénicos contra o gorgulho-da-goiaba na fase de
pré-pupa, e um teste de campo em pomar de goiaba para avaliar o efeito do mais
virulento contra o inseto também nessa fase.

Para os testes de laboratdrio e de campo, foram usadas larvas em fase de
pré-pupa de C. psidii coletadas manualmente de frutos de goiaba atacados em pomar
organico do Sitio Roncéglia, situado no municipio de Valinhos, SP. As pré-pupas do
gorgulho-da-goiaba foram transferidas para dentro de bandejas contendo solo arenoso
umedecido a 10% de umidade (peso/peso), e mantidas sob temperatura de 20°C, por

sessenta a noventa dias, até a realizagdo dos experimentos.

2.1 Testes de viruléncia

O estudo foi realizado no Laboratério de Controle Biolégico do Instituto
Bioldgico de Campinas, SP com o objetivo de avaliar a viruléncia dos nematoides
entomopatogénicos Steinernema brazilense IBCB n6, Heterorhabditis indica IBCB n5 e
Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 contra o gorgulho-da-goiaba Conotrachelus
psidii na fase de pré-pupa. Os nematdéides foram obtidos da colecio de
entomopatdgenos “Cole¢do Oldemar Cardim Abreu” do Instituto Bioldgico (Tabela 1),
e multiplicados em larvas de terceiro a quinto instar de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae) (DUTKY, 1964). Os juvenis infectivos foram coletados em
armadilha de White (WHITE, 1927) e armazenados a 12°C por quinze a trinta dias até
sua utilizagdo.

Para esse estudo, foram realizados dois experimentos sendo que no primeiro
os nematoides foram testados em doses variando de 50 a 612 JIs/Inseto, e no segundo,

de 2000 a 6000 JIs/Inseto.
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Tabela 1 Espécies de Steinernema e Heterorhabditis utilizados no estudo de viruléncia.

Espécies/Isolados Origem Municipio

H. indica IBCB n5 Solo ( citros) Itapetininga, SP

H. amazonensis IBCB n24  Solo (cana-de-agtcar) Piracicaba, SP

S. brazilense IBCB n6 Solo (margem Rio Apa)  Porto Murtinho, MS
Teste 1

O experimento constituiu de dez tratamentos representados pelos trés
nematoides testados em trés doses cada, de 50, 175 e 612 JIs/inseto, e pela testemunha
(apenas 4gua). Para cada tratamento foram consideradas cinco repeti¢des sendo cada
repeticdo representada por um pote plastico (13 x 9 cm) contendo 500 g de solo arenoso
com 10% de umidade (peso/peso) e dez pré-pupas do inseto enterradas. Os nematoides
foram aplicados em suspensdo aquosa sobre o solo, mediante a distribui¢do, com o
auxilio de pipetas, de 1 a 3 mL das suspensdes/pote, dependendo da dose. Em seguida,
os potes foram fechados com tampas furadas em trés pontos para permitir aeracdo, e
acondicionados em camara climatizada sob temperatura de 25°C e fotofase de 12h.

A avaliagdo foi realizada apds 15 dias da instalagdo do ensaio, mediante a
contagem do ntimero de insetos vivos e mortos. Os insetos mortos foram transferidos

para armadilha de White tendo vista confirmar a infeccao pelos nematoides.

Teste 2

No segundo teste foi utilizada a mesma metodologia descrita anteriormente,
exceto que em cada pote (repeti¢do) foram liberados seis insetos, € que os nematoides

foram testados nas doses de 2000, 4000 e 6000 JIs/Inseto.

2.2 Teste de campo

O experimento foi realizado em pomar de goiaba, variedade Kumagai,
conduzido sob poda total, no sitio pertencente ao Sr. Massao Kumagai, localizado no
municipio de Campinas, SP, com o objetivo de avaliar o efeito do nematoide H.

amazonensis IBCB n24 na mortalidade de pré-pupas do gorgulho-da-goiaba. O solo da
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area experimental foi classificado como franco-argiloso (argila: 31,3%, silte: 27,3%,
areia total: 41,4%).

O experimento foi instalado em 14 de abril de 2009 e, durante a sua conducao,
a temperatura maxima e minima variou entre 24,5°C a 28,4°C e 12,9°C a 18,4°C,
respectivamente, tendo a precipitagdo pluvial atingido 21,2 mm. Esses dados foram
obtidos do posto meteorolégico do Instituto Agrondmico de Campinas, setor de
Climatologia, localizado na Fazenda Santa Elisa.

O nematoide foi obtido pela producgéo in vitro usando o processo de esponja
(BEDDING, 1984). Os juvenis infectivos foram separados do substrato por
peneiramento (peneira 500 (ABNT)), lavados com &4gua de torneira e utilizados
imediatamente apds a extracdo, apresentando 90% de viabilidade. A quantificacdo dos
nematoides foi realizada com o auxilio da cdmara de Peter, sob microscépio
estereoscopio.

Foram considerados trés tratamentos representados pelo nematoide em duas
doses de 1x10° e 5x10° JIs/ha, e pela testemunha (apenas dgua). Para cada tratamento
foram estabelecidas trés repeti¢des, sendo cada repeticdo representada por uma parcela
de 2 m x 2 m disposta lateralmente a uma planta de goiaba, embaixo da sua copa. As
parcelas foram distribuidas em blocos ao acaso, com duas plantas de goiaba separando
as parcelas/tratamentos em cada bloco, e uma linha de plantas separando os blocos.

As parcelas foram rasteladas e capinadas e, antes da aplicacdo do nematoide,
pré-pupas de C. psidii foram enterradas nas dreas delimitadas procurando simular o
mesmo comportamento natural do inseto e expo-los ao solo a ser tratado. Para isso,
foram usados 50 insetos por repeticdo (parcela), sendo cada dez insetos agrupados
dentro de um envelope (10 x 15 cm) preparado com tela de pléstico (12 fios/cm linear),
juntamente com cerca de 200 g de solo da parcela. Os envelopes foram grampeados nas
laterais para evitar a entrada de outros insetos, e enterrados a 5 cm de profundidade
dentro de cada parcela, em distribuicdo aleatéria e distanciados equidistantemente um
do outro.

O nematoide foi entdo aplicado em suspensdo aquosa sobre a drea delimitada,
com o auxilio de um regador e usando 2 L de calda/parcela. A avaliacdo foi feita 12 dias
ap6s a aplicacdo, quando entdo os envelopes foram retirados e levados ao Laboratério
de Controle Bioldgico do Instituto Biol6gico onde foram abertos e os insetos avaliados
quanto a mortalidade. Os insetos mortos foram transferidos para armadilha de White

tendo em vista confirmar a mortalidade por nematoides.
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2.3 Analise estatistica

Os dados dos experimentos foram transformados em arcsen +/ x/100 para
que se procedesse a Andlise de Variancia. As diferengas entre os tratamentos foram

estimados mediante a prova de comparagdo de médias do teste de Tukey a 5%.

III RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resultados

O nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 apresentou-se como o
mais virulento nos dois testes de laboratdrio, com niveis de infec¢do variando de 22,4%
a 31,4% nas menores doses, e 76,7% e 83,3% nas maiores (Figura 1). Entretanto, esse
nematoide ndo diferiu do S. brazilense que apresentou niveis de infec¢do variando de
11,0% a 17,8% nas menores doses (F=1,48 P=0,18), e 60,0% a 73,3% nas maiores
(F=5,35 P<0,3006).

No teste de campo, Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 causou niveis
de infeccdo de 53,8% e 66,0% nas doses de 1x10° e 5x10° JIs/ha, respectivamente, nio
havendo diferenca significativa entre as doses (F=123,9, P<0,001) (Figura 2), mas todas

diferenciando da testemunha.
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Figura 1. Porcentagem de pré-pupas de Conotrachelus psidii infectadas pelos
nematoides Steinernema brazilense IBCB n6 (S), Heterorhabditis indica
IBCB n5 (HS) e Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 (H24) testados nas
doses de 50, 175 e 612 JIs/Inseto no Teste 1, e 2000, 4000, e 6000 JIs/Inseto
no Teste 2. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Mortalidade de pré-pupas de Conotrachelus psidii em pomar de goiaba tratado
com o nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 nas doses de 1x10°
e 5x 0° JIs/ha. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05).

3.2 Discussao

3.2.1 Testes de viruléncia

Os resultados obtidos em laboratério sugerem que os nematoides H.
amazonensis, S. brazilense e H. indica sao pouco virulentos para pré-pupa do C. psidii,
nas doses de 50, 175 e 612 JIs/Inseto. Em outros estudos, nematoides apresentaram-se
mais virulentos para o C. psidii, porém quando o inseto foi exposto no quarto instar, em
fase anterior aquela usada do presente trabalho, de pré-pupa. O nematoide H. baujardi
LPP7 foi testado por Del Valle et al. (2005) na dose de 100JIs/Inseto em placas Costar
24-well, e na dose de 500 JIs/Inseto em coluna de areia, proporcionando 68,74% e 85%
de mortalidade, respectivamente. Em teste de coluna de areia, Dolinski et al. (2006)
verificaram que os heterorhabditideos foram mais virulentos que os steinernematideos.
H. indica Homl e H. baujardi LPP7 foram mais virulentos que S. riobrave 355 na

concentragdo de 500 JIs, causando 68,3% e 62,7% de mortalidade, respectivamente.
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O gorgulho-da-goiaba, na fase de pré-pupa, vem apresentando maior
resisténcia a nematoides também quando comparado a outras espécies de
curculionideos. Os nematoides H. indica Homl e S. riobrave 355 foram testados por
Shapiro-Ilan (2001a) contra larvas do gorgulho de pecan Curculio caryae, na dose de
500 JIs/Inseto, proporcionando 55% e 53% de mortalidade, respectivamente. Com
relacdo ao H. bacteriophora Tur-H2, foi testado por Kepenekci et al. (2004) contra
larvas de ultimo instar da espécie Curculio elephas Mill., na dose de 500 JIs/Inseto e
proporcionou 96,5% de mortalidade. Alston et al. (2005) verificaram que H.
bacteriophora e S. feltiae, nas doses de 0,125 x10° a 4,0x10° JIs m™, foram virulentos a
larvas de C. nenuphar, causando taxas de mortalidade entre 21% a 89%,
respectivamente.

Os insetos de C. psidii na fase de pré-pupa, apesar de morfologicamente
semelhantes aqueles de quarto estidgio larval, sio menores e o tegumento apresenta
aspecto mais ressecado e endurecido, consistindo provavelmente em uma barreira
mecanica que determina maior resisténcia a penetracdo dos juvenis infectivos. Shapiro-
Ilan (2001b) avaliou nematoides contra algumas espécies de insetos, tendo obtido
diferentes niveis de mortalidade dependendo dos estdgios avaliados dos hospedeiros.
Para Curculio caryae (gorgulho da pecan), as larvas mais velhas apresentaram menor
suscetibilidade aos nematoides comparadas as larvas mais jovens. Lewis et al. (2006)
afirmam que o estado fisioldgico do inseto pode afetar a habilidade de penetracdo do
juvenil infectivo.

No presente estudo, a maior resisténcia de C. psidii na fase de pré-pupa pode
ser uma estratégia conquistada pelo inseto e que garantiu a sua sobrevivéncia ao longo
da evolugdo, uma vez que o inseto, nessa fase, permanece por seis meses no solo antes
de empupar, tornando-se alvo bastante facil para os nematoides. O solo € um substrato
complexo que varia na composi¢do mineral, textural e estrutural. E um ambiente onde a
competicdo € acentuada pela elevada incidéncia de fungos, bactérias, actinomicetos,
algas, virus e nematoides de diferentes gé€neros e espécies, com os patégenos de insetos
representando uma pequena propor¢ao da microbiota total do solo (JACKSON, 1999).
Assim, as pragas de solo ou insetos que, em determinados estigios de vida,
permanecem em contato direto com o solo, estdo mais expostos aos entomopatégenos e
podem facilitar a atuacdo e penetracio desses agentes. Essa maior exposicdo dos insetos
ao solo acarreta, por outro lado, uma pressdo de selecdo tornando esses insetos, na sua

evolucdo, mais resistentes aos entomopatégeno (JACKSON, 1996).
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Encontrar entomopatégenos eficientes para o controle de insetos no ambiente
do solo pode ser uma tarefa um tanto dificil. As espécies e isolados de nematoides com
maior amplitude de hospedeiros parecem gerar resultados mais varidveis no controle de
pragas de solo. Melhores resultados t€m sido obtidos com nematoides que apresentam
estreita relacdo com seus hospedeiros tal como ocorre para S. scapterisci que ataca
paquinhas, para S. feltiae que ataca dipteros, e para isolados de heterorhabditideos no
controle de larvas de curculionideos e de escarabeideos. Isso sugere que as relacdes
entre insetos e entomopatdgenos sdo parte de longo processo de coevolucdo, no qual o
aumento da viruléncia vem acompanhado pelo desenvolvimento de resisténcia.
Entomopatégenos mais especificos e menos generalistas tendem a ser mais virulentos
para seus hospedeiros, sendo capazes de explorar alguma susceptibilidade fisiolégica ou
comportamental dos insetos-alvo (JACKSON, 1999).

Em outro estudo, larvas do bicudo da cana-de-agucar Sphenophorus levis
(Coleoptera: Curculionidae) se apresentaram bem mais suscetiveis a a acdo de
nematoides entomopatogénicos, tendo as espécies H. indica IBCB n5 e S. brazilense
IBCB n6 proporcionado niveis de mortalidade corrigida (Abbott) de 95% e 42%,
respectivamente, na dose de 60 JIs/em® (TAVARES et al., 2009). Larvas e pupas do
bicudo da cana permanecem dentro do rizoma da cana, em ambiente protegido do
ataque de nematoides, nao tendo sido necessdrio adquirirem, durante a evolucdo do
inseto, uma alta resisténcia para nematoides como verificado para a fase de pré-pupa do

gorgulho-da-goiaba.

3.2.2 Teste de campo

As altas taxas de mortalidade de C. psidii (> 50%) obtidas no teste de campo
sdo devidas as altas doses utilizadas do nematdide H. amazonensis e as condigdes
favoraveis do experimento, especialmente no que se refere a umidade proporcionada por
chuvas ocorridas logo apds a aplicagdo do agente. Segundo Georgis e Gaugler (1991), a
umidade do solo contribui para a movimentagdo, persisténcia e infectividade do
nematoide.

Heterorhabditis indica IBCB n5 foi avaliado em campo contra pré-pupas de C.
psidii nas doses de 1 e 10 JIs/cmZ, tendo proporcionado 33% e 50% de mortalidade,
respectivamente (SILVA et al., 2010). Em casa de vegetacdo, Del Valle et al. (2008)

avaliaram o efeito de H. baujardi na mortalidade de C. psidii mediante o enterrio de
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larvas de G. mellonella infectadas com o nematoide em potes de 1,5 L contendo quatro
larvas do gorgulho. Os autores obtiveram até 51% de mortalidade na dose de seis larvas
infectadas/pote. Em teste de campo, os autores obtiveram diferencas significativas na
mortalidade do C. psidii em relagdo a testemunha, somente quando o H. baujardi foi
aplicado em uma dose muito elevada, de seis larvas infectadas por parcela de 0,25 m’
contendo 50 larvas do gorgulho, o que representava 24.000 larvas infectadas de G.
mellonella/ha.

Ainda, Heterorhabditis baujardi testado de casa de vegetacdo contra larvas de
quarto instar de C. psidii nas doses de 100 e 200 JIs/Inseto, proporcionou 30% e 58% de
mortalidade, respectivamente (DOLINSKI et al., 2006). Também em casa de vegetacdo,
H. indica IBCB n5 e S. brazilense IBCB n6 testados contra larvas do bicudo da cana-de-
acticar Sphenophorus levis na dose de 60 JIs/cm®, proporcionaram 85% e 73% de
mortalidade corrigida (Abbott), respectivamente (TAVARES et al., 2009).

No presente estudo, a maioria das pré-pupas de C. psidii infectadas por H.
amazonensis foi encontrada envolvida por cdmara de terra, o que sugere que os juvenis
infectivos podem vencer essa barreira, a qual foi citada por Silva et al. (2010) como
uma das causas de protecdo contra nematoides durante a fase de pré-pupa.

O nematoide H. amazonensis se mostrou bastante virulento para C. psidii nas
doses de 1x10° e 5x10° JIs/ha, cujo intervalo abrange a dose frequentemente
recomendada em outros paises, de 2,5 a 5x10° JIs/ha (GEORGIS e HAGUE, 1991;
GEORG IS et al., 1995). Em teste de campo com S. carpocapsae contra larvas de C.
nenuphar, foi obtido 73% de mortalidade na dose de 10x10° JIs/ha (OLTHOF e
HAGLEY, 1993). Bélair et al. (1998) testaram S. carpocapsae contra adultos de C.
nenuphar em pomar de maca, na dose de 8x109JIs/ha, e obtiveram 75% de controle.
Shapiro-Ilan et al. (2004) avaliaram a dose de 100 JIs/cm?® de S. riobravis contra C.
nenuphar em pomares de péssego, nos anos de 2002 e 2003, e obtiveram 100% e 99,5%
de mortalidade, respectivamente.

Esse estudo destaca os nematoides entomopatog€nicos como agentes potenciais
para o controle do gorgulho-da-goiaba, especialmente se considerar que o inseto
permanece exposto aos agentes por varios meses no solo, portanto por periodo bem
superior ao considerado na avaliacdo (12 dias), o que pode resultar em niveis de
infec¢do ainda maiores que os obtidos. Os nematdides H. amazonensis IBCB n24 e S.
brazilense IBCB n6 merecem ser comparados em condi¢des de laboratério e campo

contra pré-pupas e também contra pupas do inseto.
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CONCLUSOES

Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 é mais virulento para pré-pupas de
Conotrachelus psidii, seguido de Steinernema brasiliensis e H. indica.

Pré-pupas de Conotrachelus psidii sdo pouco suscetiveis a nematoides em
doses abaixo de 1000 JIs/Inseto.

Heterorhabditis amazonensis IBCB n24 causa mortalidade satisfatéria do

inseto em condi¢des de campo, nas doses de 1x10° e 5x10° JIs.
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca por produtos de qualidade tem exigido tanto de mercados internos
quanto de externo a producdo de frutas frescas com niveis reduzidos de residuos
agrotoxicos. Isso tem determinado o uso de alternativas que equacionem o problema.
Por exemplo, o controle biolégico que vem se tornando parte fundamental em
programas de manejo integrado de pragas.

Nematoides entomopatogénicos Steinernematidae e Heterorhabditidae sdo
inimigos naturais de insetos em solos de todo o mundo e podem desempenhar papel
importante na regulacio de populagdes de insetos pragas em diferentes circunstancias.
Em vista do baixo impacto ambiental e da seletividade dos nematoides
entomopatogénicos, eles t€ém potencial para serem integrados a programs de manejo de
pragas. O uso de nematoides para o controle de insetos € uma das possibilidades de
implementer a agricultura sustentdvel brasileira, por exemplo. Questdes econdmicas e
sociais envovendo a realidade da agricultura sustentdvel, a degradacdo ambiental sdo
alguns dos fatores que sustentam o uso de nematoides entomopatogéncios.

Contudo, para se alcancar sucesso na utilizacdo de nematoides
entomopatogéncios com agentes do controle bioldgico, hid necessidade de se
compreender a complexidade do ambiente onde vivem como as vdrias interagdes que
ocorrem entre os fatores bidticos e abidticos, a distribuicdo, a abundancia e dindmica de
suas populagdes; hd necessidade de se aperfeicoar conhecimentos sobre a biologia, a
ecologia, o comportamento e a genética desses nematoides, assim como entender o
como essas caracteristicas variam entre as espécies, isolados e habitats.

Desse modo, para o éxito de programas com nematoides no controle de
pragas no Brasil, é imprescindivel que se encontre o nematoide para cada inseto alvo
que retina aspectos como viruléncia e agressividade ao hospedeiro, comportamento de
busca ao hospedeiro, boa persisténcia em condi¢des de campo.

O mercado, no Brasil, para o uso de nematoides entomopatogé€nicos € amplo
e exige o desenvolvimento de técnicas alternativas aos inseticidas quimicos, assim
como melhorias do agente por meio da engenharia genética, combina¢des com outros
agentes de controle, interacdo entre os diversos segmentos envolvidos com a utilizacdo
dos nematoides como, por exemplo, produtores, instituicdes de pesquisa, Orgios

publicos, cooperativas, conscientizagdo do produtor sobre os beneficios que oferece o
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controle microbiano, implantacdo de biofdbricas para a produgdo comercial e

disponibilizagdo desses agentes no mercado brasileiro.



