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Resumo

DIAS, Sérgio da Costa. Potencial de nematoides entomopatogénicos no controle
de Drosophila suzukii e compatibilidade com inseticidas. 2020. 57f. Dissertacéo
(mestrado) Programa de Pos-graduacdo em Entomologia. Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas — RS, Brasil.

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) foi recentemente registrada no Brasil e
constitui uma ameaca a fruticultura, principalmente para as pequenas frutas. No
contexto de busca de medidas para o controle de D. suzukii, o objetivo do trabalho foi
avaliar a patogenicidade e viruléncia de nematoides entomopatogénicos a pupas de
D. suzukii, a viabilidade e infectividade de nematoides entomopatogénicos
combinados com inseticidas em pupas de D. suzukii e o efeito da associacdo de
inseticida e nematoides entomopatogénicos em pupas e na longevidade dos adultos.
Foi avaliada a patogenicidade e viruléncia de Steinernema brazilense IBCBn 24,
Steinernema carpocapsae IBCBn 02, Heterorhabditis bacteriophora HB e
Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24 nas concentracfes de 0 (testemunha), 200,
400, 600, 800, 1000, 1800, 3600 e 5400 juvenis infectantes a pupas de D. suzukii.
Em seguida foi avaliada a viabilidade e infectividade de nematoides
entomopatogénicos com inseticidas quimicos, Para tal, foram utilizados 10 tipos de
inseticidas (abamectina, acetamiprida, thiamethoxam, malationa, fosmete,
deltametrina, espinetoram, azadiractina, novalurom e lambda-cialotrina), formulados
na concentragdo recomendada pelo fabricante. A viabilidade dos nematoides
entomopatogénicos foi avaliada 48 horas ap0s a exposi¢ao ao produto e, para tanto,
pequenas aliquotas foram retiradas da suspensédo, sendo observadas 100 juvenis
infectantes de cada repeticdo em microscopio para determinar a mortalidade. Para
verificar a infectividade, os nematoides entomopatogénicos foram lavados com agua
destilada e uma aliquota de 0,2 mL foi pipetada em 10 pupas de D. suzukii
individualizadas em copos plasticos. A fim de avaliar o efeito de associacdo de
isolados de nematoides entomopatogénicos e inseticidas no controle de D. suzukii,
foram utilizados os nematoides H. bacteriophora HB e H. amazonensis IBCBn 24
associadas aos inseticidas espinetoram, malationa, azadiractina, fosmete e
novalurom na dosagem 1/4 e, apos seis dias foi feita a avaliagdo. Os nematoides do
género Heterorhabditis foram mais eficientes causando mortalidade méaxima de
80,0% para H. bacteriophora HB na contracdo de 5400 juvenis infectantes/mL e
86,25% para H. amazonesis IBCBn 24 na concentracdo de 1800 juvenis/mL, também
houve alta viruléncia. As menores concentracdes letais de juvenis foram obtidas em
pupas, com H. bacteriophora HB (CL50) com 771,63 juvenis infectantes/mL e H.
amazonesis IBCBn 24 (CL50) com 1115,49 juvenis/mL. Apenas os inseticidas
espinetoram, malationa, abamectina, azadiractina e lambda-cialotrina afetaram a
viabilidade do isolado S. carpocapsae IBCBn 02. A reducao da infeccdo apés contato
com inseticidas foi inferior a 30% para todos nematoides, sendo que lambda-cialotrina
foi o inseticida que mais reduziu a infectividade diminuindo em 20%, 24% 10% e 20%
para H. bacteriophora HB, H. amazonensis IBCBn 24, S. carpocapsae IBCBn 02 e S.
brazilense IBCBn 24, respectivamente. Quando associado os dois métodos de
controle observou-se uma acéo sinérgica, exceto para o inseticida novalurom que
afetou negativamente a acdo de nematoides entomopatogénicos.

Palavras-chave: Controle Biolégico. Patogenicidade. Viruléncia.



Abstract

DIAS, Sérgio da Costa. Potential of entomopathogenic nematodes in the control
of Drosophila suzukii and their compatibility with insecticides. 2020. 57f.
Dissertation (master's degree) Post Graduation Program in Entomology. Federal
University of Pelotas. Pelotas - RS, Brazil.

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) was recently registered in Brazil and
constitutes a threat to fruit culture, mainly for small fruits. In the context of the search
for measures for the control of D. suzukii, the objective of the work was to evaluate
the pathogenicity and virulence of entomopathogenic nematodes to pupae of D.
suzukii, the viability and infectivity entomopathogenic nematodes combined with
insecticides in pupae of D suzukii and the effect of the association of insecticide on
pupae and adult longevity. The pathogenicity and virulence of Steinernema brazilense
IBCBnN 24, Steinernema carpocapsae IBCBn 02, Heterorhabditis bacteriophora HB
and Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24 in the concentrations of O (control), 200,
400, 600, 800, 1000, 1800, 3600 and 5400 juveniles were evaluated to pupae of D.
suzukii. Then, the viability and infectivity of entomopathogenic nematodes with
chemical insecticides were evaluated. For this purpose, 10 types of insecticides were
used (abamectin, acetamipride, thiamethoxam, malationa, fosmete, deltamethrin,
espinetoram, azadiractin, novaluron and lambda-cyhalothrin), formulated in the
concentration recommended by the manufacturer. The Vviability of the
entomopathogenic nematodes was evaluated 48 hours after exposure to the product
and, for that, small aliquots were removed from the suspension, with 100 JIs of each
repetition under a microscope being observed to determine mortality. To check for
infectivity, the entomopathogenic nematodes were washed with distilled water and a
0.2 mL aliquot was pipetted into 10 D. suzukii pupae individualized in plastic cups. In
order to evaluate the effect of the association of NEPs and insecticides in the control
of D. suzukii, the nematodes H. bacteriophora HB and H. amazonensis IBCBn 24
associated with the insecticides espinetoram, malationa, azadiractin, fosmete and
novalurom at the dosage were used 1/ 4 and, after six days, the evaluation was made.
Nematodes of the genus Heterorhabditis were more efficient causing a maximum
mortality of 80,00% for H. bacteriophora HB in the contraction of 5400 juveniles/mL
and 86,25% for H. amazonesis IBCBn 24 in the concentration of 1800 juveniles/mL,
there was also a high virulence. The lowest lethal concentrations of JIs were obtained
in pupae, with H. bacteriophora HB (CL50) with 771.63 juveniles/mL and H.
amazonesis IBCBn 24 (CL50) with 1.115,49 juveniles/mL. Only the insecticides spinin,
malathion, abamectin, azadiractin and lambda-cyhalothrin affected the viability of the
isolate S. carpocapsae IBCBn 02. The reduction of infection after contact with
insecticides was less than 30% for all nematodes, with lambda-cyhalothrin being the
insecticide which further reduced infectivity, decreasing by 20%, 24% 10% and 20%
for H. bacteriophora HB, H. amazonensis IBCBn 24, S. carpocapsae IBCBn 02 and
S. brazilense IBCBn 24, respectively. When combined with the two control methods,
a synergistic action was observed, except for the insecticide novaluron, which
negatively affected the action of entomopathogenic nematodes.

Key words: Biological Control.Pathogenicity. Virulence.
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1 Introducéo geral

O Brasil ocupa a terceira posicdo mundial na producao de frutas, com uma
colheita anual que ultrapassa 40 milhdes de toneladas, gerando aproximadamente
cinco milhdes de empregos diretos e indiretos (KIST et al., 2018). Na producéo de
pequenas frutas, destacam-se a cerejas (Prunus avium L), morangos (Fragaria
vesca L.), uvas (Vitis vinifera L.) e macas (Malus domestica L.) entre as mais
produzidas (SEAB, 2012; ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018).

Estima-se aproximadamente 1,9 milhdes de hectares cultivada com
frutiferas no pais e, grande parte da producédo de frutas é destinada ao consumo
interno (FACHINELLO et al., 2011).

A exportacdo de frutas € muito inferior em relacdo a producao, isto é,
apenas 9% da producdo €é exportada. Esse indice reduzido deve-se,
principalmente, a presenca das pragas que limitam o livre transito de frutas frescas
pelas restricdes impostas por medidas quarentenarias dos paises importadores
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018; ESTATISTICAS DE
EXPORTACOES DE FRUTAS, 2017).

Os problemas fitossanitarios podem comprometer a producéo de frutas, e
as pragas destacam por causar elevados danos e reduzir de forma significativa a
produtividade. Dentre estas, destacam-se as mosca-das-frutas Tephritidae, que
causam danos em consequéncia da oviposicao realizada pelas fémeas no interior
das frutas, tornando-as inviaveis para o consumo. No entanto, medidas de controle
visando conter os prejuizos estdo sendo desenvolvidas, sendo possivel encontrar
varias estratégias para reduzir os danos causados pelas moscas (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018).

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) também conhecida como a
drosofila-da-asa-manchada é uma mosca recentemente registrada no Brasil, e
constitui uma ameaca a fruticultura, principalmente para as pequenas frutas,
apresentando comportamento semelhante as moscas-das-frutas, sendo que as
primeiras ocorréncias da espécie foram relatadas em 2013 (DEPRA et al., 2014).

A drosdfila-da-asa-manchada é uma praga originaria do sudoeste asiatico,
descrita em 1931 por Shounen Matsumura, que tem invadido diversos paises da
Europa e América (BAKER et al., 2010; SCHLESENER et al., 2017). No Brasil, as
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primeiras ocorréncias foram registradas a partir de coletas de morangos (Fragaria
spp.) no litoral de Santa Catarina, municipio de Botuver4 e no Estado do Rio
Grande do Sul nos municipios de Osdério, Vila Maria, Erechim, Cangucu, Pelotas,
Morro Redondo, Capéo do Ledo e Vacaria (DEPRA et al., 2014).

Esta mosca é o inseto-praga de maior relevancia econémica desde sua
deteccao, sendo as pequenas frutas do género Rubus as mais atacadas por serem
mais sensiveis (BAKER et al., 2010; FISCHER et al., 2011; MARIN, 2015),
podendo alimentar-se das frutas verdes, frutas em fase de maturacdo e maduras
ainda na planta mae ou ja colhidas. Os danos sao causados pela fémea através
do seu ovipositor endurecido (DREVES et al., 2009).

Os frutos atacados ndo apresentam sinais evidentes de dano logo apos a
infeccdo, apenas uma observacdo detalhada permite visualizar a perfuracdo
causada pelo ovipositor (DEPRA et al., 2014; ARNO, 2015). Esse fator é
considerado como uma das hipoteses da sua rapida distribuicdo pelo mundo
através da importacdo e exportacdo de frutas in natura contaminadas com ovos
(ANFORA et al., 2012).

Os danos evoluem quando as larvas eclodem e comecam a alimentar-se
da polpa do fruto, levando aproximadamente dois dias apds a ecloséo das larvas
gue se pode observar através de exsudac¢des do fruto (DREVES et al., 2009). Em
seguida aparecem o0s danos secundarios causados por fungos e bactérias
fitopatogénicas que se desenvolvem a partir dos orificios de oviposicdo, e aceleram
a decomposicéo do fruto (DREVES et al., 2009; MONTEYS; ROYO, 2011).

Os prejuizos podem atingir até 100% da producéo. Por exemplo, ha relatos
que framboeseiras (Rubus idaeus L.) e amoreiras (Morus sp.) sofrem danos
significativos pelo ataque de D. suzukii em ordem dos 20% nos EUA (BOLDA et
al., 2010). Na China, o inseto reduziu em 40% a producéo de mirtileiro (Vaccinium
spp.) (BOLDA et al, 2010). Na cultura do morangueiro (Fragaria), D. suzukii causou
danos estimados entre 60 e 100% da colheita no Japado (BURRACK, 2015). No
Brasil, prejuizos que séo verificados em cultivos de morango variam de 30 a 80%
da producgéo (SANTOS et al., 2018).

Um dos principais entraves encontrado no manejo de D. suzukii deve-se
ao fato da espécie apresentar muitos hospedeiros, o ciclo de vida rapido, com

duracdo de uma a trés semanas, ocorréncia em grandes populacdes e elevado
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potencial biético. Isso proporciona condi¢des de sobrevivéncia durante todo ano e
a ocorréncia de muitas geracfes (até 15 geragbes por ano), tornando a espécie
dominante na area, dificultando assim estabelecer um programa de controle
eficiente e por sua vez conciso (WALSH et al., 2011; CINI et al., 2012; BREWER
et al., 2012).

Diante dos métodos de controle que podem contribuir para 0 manejo desta
praga, o uso de inseticidas quimico por meio de pulverizacdes e iscas toxica € a
forma mais utilizada no manejo da D. suzukii. Trata-se de um método de acdo
rapida (FRANCO, 2013; NARGANES et al., 2015), entretanto os custos ao
ambiente sdo bem elevados, visto que os produtos utilizados séo baseados nas
formulacdes de organosfosforados, tetranortriterpendides spinosinas, piretroides e
neonicotindides, os quais precisam ser aplicados com frequéncia (PROFAIZER et
al., 2012; GRASSI; ZALOM, 2015).

Sabendo que a maioria dos inseticidas ndo é seletiva, a utilizacdo destes
produtos pode afetar outros organismos nao-alvo, interferindo no controle natural
das pragas e podendo eliminar um nimero elevado de polinizadores, e provocar
efeitos negativos a saude humana contribuindo de forma negativa para
contaminagcdo do ambiente e no surgimento de organismos resistentes
(CERDEIRA; DUKE, 2006; WALSH et al., 2011).

Diante disso, a busca de medidas de controle menos agressivos aos
organismos nao alvo e ao ambiente tém sido estudadas intensamente, visando
encontrar estratégias que possam reduzir a aplicacdo de pesticidas sintéticos.
Nesse contexto insere-se o controle bioldégico, uma das melhores estratégias de
diminuir as populacfes de pragas utilizando outros organismos vivos como, por
exemplo, os microrganismos entomopatogénicos (fungos, virus, bactérias e
nematoides), também conhecido como controle microbiano (SILVA; BRITO, 2015).

Esta alternativa de controle pode ser usada isoladamente ou
integradamente aos diferentes métodos de controle biolégicos ou ainda com outro
tipo de controle (quimico, genético, fisico e -cultural) (GEORGIS, 1990;
NARGANES et al., 2015).

O controle microbiano de insetos com Nematoides Entomopatogénicos
(NEPs) torna-se uma alternativa, pois possui caracteristicas que 0s tornam

vantajosos em relagdo a outros agentes de controle bioldgico, visto que estes
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microrganismos dentre outros atributos, apresentam formas de resisténcia que
aumentam sua persisténcia no campo para além da sua capacidade de matar o
inseto hospedeiro num periodo relativamente curto (24 a 48 horas)
(KOPPENHOFER et al., 2007; GIOMETT]I et al., 2010).

A utilizacdo de NEPs no controle de pragas ja é realizado nos paises da
Europa, América do Norte, Asia e Australia. Nesses paises, em meados dos anos
90, cerca de 20 produtos encontravam-se disponiveis no mercado. Sendo que nos
altimos 15 anos, nessas regides, o controle biologico de insetos a base de NEPs
tem sido um dos métodos utilizado seja em gramados, plantas ornamentais, na
agricultura em geral, na silvicultura e até na saude animal e, atualmente, ha
empresas especializadas na producao de formula¢des contendo NEPs, ainda com
utilizacao restrita a culturas de elevado valor agregado, dado o elevado custo
financeiro da aplicacdo e tecnologias de aplicacdo. Entretanto os resultados
obtidos s&@o positivos, reduzindo gradativamente a quantidade de pesticidas
sintéticos aplicados (GEORGIS; HOM, 1992; GREWAL et al., 2001; DOLINSKI,
2006; BORTOLUZZI, 2009). Por exemplo, na Florida, Estados Unidos, os NEPs
sdo utilizados hd muitos anos especialmente para o controle de curculionideos,
sendo possivel afirmar, neste caso, a existéncia de uma relacdo positiva de
custo/beneficio da inser¢cdo destes agentes no manejo de pragas (DOLINSKI,
2006).

Nas ultimas duas décadas percebeu-se o grande potencial para serem
utilizados na América do Sul, especialmente no Brasil, para o controle de diversas
pragas agricolas relacionadas a varias culturas, tais como frutiferas em geral
incluindo os pequenos frutos, milho, cana-de-acucar e café. No entanto, a primeira
descricdo de um nematoide entomdéfago no Brasil foi realizada por Travassos
(1927), que criou o género Steinernema (HUNT, 2007; SABINO et al, 2014). E, em
1937 registrou-se o género Heterorhabditis, sendo a primeira espécie brasileira
classificada como Rhabditis humbletoni descrita por Pereira (ALMENARA et al,
2012).

Os NEPs ja foram coletados em todos os continentes exceto na Antartida
e ilhas, e certas espécies sédo consideradas cosmopolitas, como o caso de

Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955), Steinernema feltiae (Filipjev, 1934),
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Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) e Heterorhabditis indica (Poinar;
Karunakar; David, 1992) (GRIFFIN et al., 2005).

Esses agentes entomopatogénicos sao obtidos por meio de isolamentos
realizados a partir de insetos infectados ou amostras de solo e, apds o isolamento,
€ possivel identificar isolados ou novas espécies. No Brasil, a busca por novos
isolados com potencial para o controle de pragas cresce a cada ano, e algumas
espécies como Heterorhabditis amazonensis (Andald, 2006) e Steinernema
brazilense (Nguyen, 2010) s&o nativas do Brasil e H. indica e Heterorhabditis
baujardi (Phan; Subbotin; Nguyen; Moens, 2003) foram relatados em Rondénia, ja
as espécies H. brazilense, H. Baujardi e H. indica foram coletados em Minas
Gerais, Brasil e S. brazilense, Steinernema rarum (DE DOUCET,1986) em éareas
de vegetacédo em diferentes regides brasileiras (BRIDA et al., 2019).

Os géneros Steinernema e Heterorhabditis tornam-se patogénicos no solo,
uma caracteristica ambiental que impacta o potencial de biocontrole, pois a maioria
dos insetos passa pelo menos um estagio do seu desenvolvimento no solo
(GREWAL et al., 2000; GRIFFIN et al., 2005). Drosophila suzukii abandona o fruto
e vai para o solo para o desenvolvimento da pupa, permitindo assim a acdo do
nematoide, e alguns estudos mostram-se promissores no controle deste inseto-
praga (CARVALHO et al., 2000; GREWAL et al., 2000; GRIFFIN et al., 2005;
BRIDA et al., 2019).

Em estudos visando o uso de NEPs na mortalidade de D. suzukii,
diferentes espécies de nematoides foram avaliados. Os NEPs S. feltiae e H.
bacteriophora causam taxa de mortalidade a pupas de D. suzukii em torno de 40 e
46%, respetivamente, em condicdes de laboratério (CUTHBERTSON; AUDSLEY,
2016). Avaliando o efeito de NEPs em diferentes estagios de desenvolvimento de
D. suzukii, isolados de S. feltiae e S. carpocapsae causaram taxas de mortalidade
em torno de 97 e 63%, e reduziram a emergéncia dos adultos em 90 e 72%
(HUBNER et al., 2017). O isolado H. bacteriophora reduziu a populagdo da D.
suzukii na cultura de morango e mertilo em 81 e 60%, respetivamente, e mostrou-
se compativel com os predadores Orius insidiosus (Hemiptera: Anthocoridae) e
Dalotia coriaria Kraatz (Coleoptera: Staphylinidae) (RENKEMA; CUTHBERTSON,

2018). Em laboratorio, os nematoides H. indica, H. amazonensis, S. carpocapsae
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e S. feltiae, infectaram e tornaram inviaveis 35,0, 16,0, 13,0 e 43,0% em pupas e
47,0, 80,0, 84,0 e 57,0% em adultos contra D. suzukii (BRIDA et al., 2019).

Os NEPs habitam no solo e podem ser encontrados em quase todos 0s
ecossistemas, seja em areas agricolas, florestas, gramados, desertos e praias
compondo assim parte consideravel da biomassa e da diversidade de organismos
(GREWAL, 2000). Atualmente, destacam-se no controle biolégicos de varios
insetos que sdo considerados pragas agricolas, sendo as familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae as mais estudadas e utilizadas por serem
consideradas as mais eficientes (FERRAZ et al., 1998; BURNELL; STOCK, 2000;
ALMENARA et al., 2012).

Os NEPs provocam a morte de insetos com o auxilio das bactérias
simbiontes que carregam no seu intestino. Bactérias do género Xenorhabdus spp.
(Thomas & Poinar) e Photorhabdus spp. (Boemare, Louis & Kuhl) sdo associadas
as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, respectivamente. Essas
bactérias ndo sobrevivem no meio ambiente, por isso precisam dos nematoides
como protecdo e meio de transporte (GREWAL, 2000). Por sua vez, os nematoides
beneficiam-se do alimento provido por elas (GREWAL, 2000; ALMENARA et al.,
2012).

A infeccdo dos NEPs no inseto hospedeiro € iniciada com o0s juvenis
infectantes (JIs) do terceiro estadio (J3), 0s quais carregam consigo as bactérias
mutualisticas no intestino, que sdo altamente patogénicas a insetos (GREWAL,
2012). Os JIs penetram no corpo do inseto pelas aberturas naturais como boca,
anus e espirdculos, ou também através da cuticula no caso dos
heterorhabditideos, que utilizam uma projecdo quitinosa para penetra-la. Em
seguida, passam a hemocele onde liberam a bactérias que se multiplicam e
produzem toxinas que apoés curto periodo de vida matam o inseto. Os JIs se
alimentam dos tecidos decompostos pelas bactérias e passam para o ultimo
estadio juvenil (J4) formando, em seguida, adultos da primeira geracéo (machos e
fémeas) (ADAMS; NGUYEN, 2002; ALMENARA et al., 2012).

Os NEPs podem permanecer duas ou trés geragcdes dentro do hospedeiro.
Quando o hospedeiro ndo oferece alimento suficiente, os JIs produzidos na

primeira geragdo emergem do cadaver completando o ciclo de vida curto. Apés a
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reproducdo e multiplicacdo dentro dos insetos, produzem um novo inoculo que
pode infectar outros insetos-praga (ADAMS; NGUYEN, 2002).

Quanto ao ciclo biolégico, os géneros Steinernema e Heterorhabditis
diferem em pontos importantes. Apdés a infec¢do, os JIs de Steinernema se
desenvolvem em fémeas anfimicticas (dotadas apenas do aparelho genital
feminino) ou machos, sendo o ciclo de vida didico até o fim. No género
Heterorhabditis, apds a infec¢do cada juvenil infectante se desenvolve numa fémea
hermafrodita protandrica (hascem com o individuos do sexo masculino, que em
algum momento de sua vida sofrem uma mudanca para o sexo feminino), mas
nunca em fémea ou macho. No entanto, a segunda geracao é composta de fémeas
e machos em ambos os géneros (POINAR JR., 1990).

Apesar das inimeras vantagens, o controle de pragas utilizando NEPs é
mais eficiente quando é associada a um conjunto de medidas que, atuando em
harmonia entre si e com 0 meio ambiente, seja capaz de reduzir a populacao de
insetos-praga a niveis que ndo causem danos econdémicos (ALVES, 1998;
KOPPENHOFER, 2007), e a utilizag&o conjunta de NEPs com inseticidas quimicos
pode aumentar a eficiéncia no controle de pragas, podendo ainda reduzir
consideravelmente o nimero de aplicacfes de inseticidas e/ou ainda a dosagem a
aplicar (KOPPENHOFER et al., 2007).

No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entidade
responsavel pelo registro de e agrotoxicos utilizados para controle de insetos,
doencas e plantas daninhas no Brasil, ndo ha ainda inseticidas quimicos
homologados para o controle de D. suzukii. No entanto, estudos realizados no pais
apontam para 0s piretroides, tetranortriterpendides, espinosinas e
organosfosforados como os inseticidas a serem utilizados para o controle da
mosca principalmente em morangueiro (AGROFIT, 2019) e, alguns inseticidas
destes grupos citados apresentam compatibilidade com NEPs.

Ao avaliarem a compatibilidade de H. indica, S. carpocapsae e S. glaseri
em 18 inseticidas registrados para controle de lagarta desfloradora Spodoptera
litura (Lepidoptera: Noctuidae) e moscas-das-frutas [Ceratitis capitata (Wie.d,
1824) e Anastrepha. Fraterculus (Wied., 1830)], a maioria dos produtos

fitossanitarios nao alterou a infectividade de Jis em G. mellonella, apos 48 horas
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de exposicdo aos produtos em laboratério (NEGRISOLI JUNIOR; GARCIA;
NEGRISOLI, 2010).

Em outro trabalho com o objetivo de avaliar a influéncia dos inseticidas
abamectina, lufenurom; pimetrozina; azadiractina; fosmete; lambda- cialotrina;
pirimicarbe na viabilidade de NEPs (Rhabditida: Steinernematidae e
Heterorhabditidae) sob condi¢cdes de laboratorio, todos os nematoides foram
compativeis aos inseticidas, exceto S. carpocapsae e S. kraussei, e H.
bacteriophora que foram sensiveis apenas a abamectina (LAZNIK; TRDAN, 2013).

Na utilizagdo conjunta de nematoides com produtos fitossanitarios em
subdosagens, a combinacdo de Steinernema sp. mais tiametoxam 250WG em
adultos de Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae) mostrou
mortalidade acima de 70%, ou seja, com adicdo do inseticida a mortalidade
causado por nematoide aumentou em 30% (LEITE et al., 2006).

Avaliando a viabilidade e infectividade de Jis de S. carpocapsae,
Steinernema urarium (Artyukhovsky) (Rhabditida: Steinernematidae) e H.
Bacteriophora ap0s exposicao a diferentes concentrac¢des (250, 500, 1000 e 2000
ppm) de fipronil, um inseticida que atua nos receptores GABA para bloquear o
canal de cloreto, verificou-se que os nematoides foram tolerantes a todas as
concentragdes de fipronil, com a maior mortalidade de 17% observada em 2000
ppm de fipronil apds 72 horas de exposi¢édo (PINO; JOVE, 2005).

Houve também compatibilidade de S. feltiae com 17 produtos
fitossanitarios utilizados em casa de vegetacdo, observando-se a viabilidade de
mais de 80% dos Jls expostos por 72 horas, sendo possivel a mistura de tanque
de todos os produtos testados, exceto o inseticida terrazole pois inviabiliza os
NEPs (AGUILLERA; NARDO, GREWAL, 2003).

Com base nos resultados das pesquisas citadas acima, a maioria dos
NEPs €& compativel aos inseticidas, pois indica uma interacdo sinérgica
significando um melhor controle de pragas e gestdo das proprias medidas. (LEITE
et al., 2006; LAZNIK; TRDAN, 2013).

O principal fator responsavel pela interagéo sinérgica entre as duas formas
de controle surge de uma disfuncdo generalizada do sistema nervoso, devido a
acado do inseticida em receptores colinérgicos has membranas pos- sinapticas do

inseto, facilitando o ataque e a infeccdo do Jls ao hospedeiro, sendo que a
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eficiéncia do controle deve-se ao somatorio dos efeitos isolados de cada método
(LAZNIK; TRDAN, 2013).

Porém, estudos sobre a compatibilidade de nematoides com inseticidas
utilizados contra D. suzukii sdo escassos na literatura, tornando-se indispensaveis
pesquisas que tragam mais subsidios referentes a compatibilidade destes dois
métodos de controle a fim de desenvolver uma estratégia de controle menos
prejudicial do consumidor, do meio ambiente e o ser humano. Assim 0s objetivos
do presente trabalho foram:

a) Avaliar a patogenicidade e viruléncia de nematoides entomopatogénicos
em pupas de D. suzukii;

b) Avaliar a viabilidade e infectividade dos nematoides entomopatogénicos
combinados com inseticidas quimicos em pupas de D. suzukii;

c) Avaliar o efeito de combinacdo de inseticidas e nematoides
entomopatogénicos em pupas de D. suzukii e os efeitos na longevidade dos

adultos.
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2 Capitulo I. Controle da mosca-da-asa-machada Drosophila suzukii por

nematoides entomopatogénicos
2.1 Introducéao

A Drosofila-da-asa-manchada, Drosophila suzukii (Matsumura, 1931)
(Diptera, Drosophilidae), € uma praga quarentenaria polifaga oriunda do Japéo e,
atualmente tem se alastrado rapidamente em diversos paises ocasionando danos
econdmicos expressivos em diversas frutiferas, sobre tudo os pequenos frutos
(GOODHUE et al., 2011; SANTOS, 2014). No Brasil, as primeiras ocorréncias
foram registradas a partir de coletas de frutas de morango (Fragaria vesca L.) no
ano de 2013 e, atualmente alastrou-se em quase todo pais (DEPRA et al., 2014).

Os danos sao ocasionados diretamente pela fémea por meio de seu
ovipositor endurecido que deposita ovos no interior de frutas maduras integras
(FISCHER et al., 2011; MARIN, 2015). As larvas quando eclodem, alimentam-se
da polpa das frutas tornando-as inviaveis para o consumo (DEPRA et al., 2014;
ARNO, 2015). As puncturas geradas permitem a entrada de microrganismos como
bactérias e fungos, que aceleram a decomposi¢cdo dos frutos ampliando assim as
perdas da colheita (BOLDA et al., 2010).

As cerejeiras (Prunus avium L), morangueiros, framboeseiras (Rubus
idaeus L.) e amoreiras séo os frutos mais danificados pela D. suzukii. Os danos
dependem da espécie, podendo chegar a 100% da producdo quando ndo séo
adotadas medidas de controle e, a preferéncia desta mosca por pequenos frutos
deve-se sobre tudo ao tegumento fragil destes e o teor de acucar elevado
(MALGUASHCA et al., 2010; SANTOS, 2014; SCHLESENER et al., 2017).

Nesse leque de hospedeiros, na regido Sul do Brasil o morangueiro € o
mais atacado pela mosca, embora, até o momento ndo haja calculos das perdas
econdmicas geradas pelo ataque (SANTOS, 2014; SCHLESENER et al., 2017).

Por apresentar habito polifago, associada também a sua alta capacidade
de disperséo e a presenca de hospedeiros alternativos nas proximidades agricolas,
podem dar suporte & permanéncia de populacbes na area, dificultando-se assim
seu controle (SCHLESENER et al., 2017).

Em paises onde a praga ocorre ja ha varios anos, o uso de inseticidas

quimicos € o método mais utilizado por ser mais eficiente em relacédo a mortalidade
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causada no inseto. Quanto as alternativas de controle, o uso de bactéria Wolbachia
sp. pode ser eficiente pois, estudos recentes revelaram que D. suzukii € um
hospedeiro da bactéria (KAUR et al., 2013; SIOZIOS et al.,, 2013). O uso de
parasitoides e predadores tem sido também uma das taticas utilizadas, sendo que
ja foram identificados como tendo capacidade de parasitar D. suzukii, as espécies
Pachycrepoideus vindemiae (Rondani) (Hymenoptera: Pteromalidae) e Trichopria
drosophilae (Perkins) (Hymenoptera: Diapriidae) parasitdides pupais de Drosophila
sp. na Europa (CHABERT et al., 2013), e os predadores Orius laevigatus (Fieber)
(Hemiptera: Anthocoridae) (ninfa e adulto) e Coenosia attenuata (Stein) (Diptera:
Muscidae) (adulto) (FRANCO, 2013).

Ainda nao ha métodos consolidados para combater a D. suzukii no Brasil,
provavelmente por ser uma praga recente na regido. Portanto, tornam-se
necessarias pesquisas por métodos de controle, visando promover um manejo
eficaz e sustentavel de D. suzukii (SANTOS, 2014). No contexto de busca de
alternativas, além dos inseticidas quimicos, a utilizacdo de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) possui potencial para ser adotada em programas de
manejo integrado de pragas (GREWAL et al., 2000).

A associacdo simbidtica com bactérias torna os NEPs capazes de invadir
e matar um grande numero de espécies de insetos, originando o habito
entomopatogénico, ou seja, capacidade de gerar patogénese nos insetos
(GAUGLER; KAYA, 1990; NGUYEN; HUNT, 2007). A septicemia decorrente
ocasiona a morte do inseto num periodo de 24 a 48 horas podendo em certos
casos durar 72horas ou um pouco mais (GAUGLER; KAYA, 1990). Os géneros
Heterorhabditis Poinar, 1976, associado a bactéria Xenorhabdus spp. Thomas &
Poinar, 1979 e Steinernema Travassos, 1927 a bactéria Photorhabdus spp. Louis
& Kuhl, 1983, sdo mais utilizados no controle de insetos pragas por serem
consideradas mais eficazes (HUNT, 2007).

Além de causar a morte em um periodo curto, os NEPs podem ser
produzidos artificialmente em grande escala, podendo ser armazenados por longos
periodos e aplicados pelos métodos convencionais (WESTERMAN, 1992; KAYA,
GAUGLER, 1993), tém habilidade buscar seu hospedeiro, sdo compativeis com

inseticidas (KAYA; GAUGLER, 1993), persistem por longos periodos no ambiente
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natural e ndo afetam o homem nem outros animais assim como as plantas
(MILLER; BEDDING, 1982; FERRAZ, 1986; KAYA; GAUGLER, 1993).

Estudos avaliam a possibilidade de uso de NEPs no controle de D. suzukii,
e em alguns trabalhos demonstraram a patogenicidade de nematoides contra
pupas de insetos com mortalidade que pode chegar a 80% (CUTHBERTSON;
AUDSLEY, 2016; HUBNER et al., 2017) podendo ainda, comprometer a
longevidade dos adultos, porém sdos necessérios mais estudos avaliando esses
agentes entomopatogénicos, sobretudo novos isolados e as suas respetivas
concentracoes.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a patogenicidade e
viruléncia de Steinernema brazilense IBCBn 06, Steinernema carpocapsae IBCBn
02, Heterorhabditis bacteriophora HB e Heterorhabditis amazonesis IBCBn 24 em

diferentes concentracfes, as pupas de D. suzukii.
2.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Ecologia de
Insetos (LABEI) do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética pertencente
ao Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Rio Grande

Sul, Brasil.
2.2.1 Manutencéo de Drosophila suzukii

Os individuos foram criados em potes de vidro semitransparentes
(45,7cm x 28,0cm x 32,6cm) e alimentados com dieta artificial composta por 1000
mL de agua, Agar (8g), levedura (40g), farinha de milho (80g), acticar (100g), Acido
propionico (3mL), Metilparabeno (10%) (8mL), conforme a metodologia de
Schlesener et al. (2017); a criacdo foi mantida em BOD a 22 + 2°C, UR 70 + 10%.

2.2.2 Obtencéo e multiplicacdo das espécies de NEPs

Os NEPs foram obtidos da Colecdo de Nematoides
Entomopatogénicos do Banco de Nematoides Entomopatdgenos “Oldemar Cardim
Abreu” do Instituto Biologico (GOULART et al., 2003), incluindo as seguintes
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espécies: Steinernema brazilense IBCBn 06, Steinernema carpocapsae IBCBn 02,
Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24 e Heterorhabditis bacteriophora HB.
Cada espécie de nematoide foi multiplicada separadamente em lagartas
de quarto a quinto instar de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae).
Utilizou-se cinco lagartas por placas de Petri, de 9 cm de diametro, com duas folhas
de papel filtro umedecidas com 1,5mL de suspensédo com 500 juvenis/placa,
disponibilizando 100 juvenis/lagarta para cada espécie separadamente. Essas
placas foram lacradas com filme PVC e acondicionadas em BOD a 25°C
(WOODRING; KAYA, 1988). Apos trés dias, as lagartas mortas foram transferidas
para armadilhas de White (WHITE, 1927) e armazenadas em BOD a 25°C por um
periodo de trés a 15 dias. Os JIs que abandonaram os cadaveres foram recolhidos
em agua destilada, filtrados e decantados para a retirada dos corpos gordurosos
dos insetos e quantificados em placas de contagem. Os JiIs foram utilizados para

0S experimentos no maximo seis dias apds a emergéncia.

2.2.3 Conducéao dos experimentos

Foi avaliada a patogenicidade e viruléncia de duas espécies de NEPs do
género Steinernema (Steinernema brazilense IBCBn 24 e Steinernema
carpocapsae IBCBn 02) e duas do género Heterorhabditis (Heterorhabditis
amazonensis IBCBn 24 e Heterorhabditis bacteriophora HB) em nove
concentracfes em pupas de D. suzukii.

O experimento foi realizado seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, constituido de quatro isolados de NEPs (S. brazilense
IBCBn 24, S. carpocapsae IBCBn 02, H. bacteriophora HB e H. amazonensis
IBCBn 24) em nove concentragdes, 0 (testemunha), 200, 400, 600, 800, 1000,
18000, 3600 e 5400 Jis/ml. Cada isolado foi constituido por 80 pupas de D. suzukii
dispostas em oito repeticdes com 10 individuos cada. Foram utilizadas no
experimento pupas de 24h de idade. As pupas de D. suzukii foram colocadas em
recipientes plasticos (200 mL) contendo 50 gramas de areia fina esterilizada, com
10% de umidade. ApGs as pupas serem enterradas na areia, foram realizadas as
inoculagdes das suspencdes dos NEPs nas respectivas concentragdes, com
auxilio de pipeta; na testemunha foi aplicado 1 mL de agua destilada por recipiente

(sem nematoide).
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Apés a inoculacdo dos Jis de cada espécie de NEP na respetiva
concentracéo, os potes foram mantidos a 25 + 2°C, sem luz, com umidade relativa
de 70 = 10%; as avaliacbes foram feitas apés 72 horas e até a emergéncia
completa de D. suzukii, contando o numero de pupas mortas. As pupas mortas
foram retiradas e transferidas para placas de Petri (de 9 cm de diametro), e
posteriormente dissecadas com auxilio de um alfinete entomolégico, para a
confirmacédo da mortalidade por agente entomopatogénico.

Foi utilizada a mortalidade das pupas para obter a patogenicidade
(mortalidade de pupas em percentagem) de cada isolado bem como sua viruléncia
(através de contagem de Jls presentes em cada pupa) em diferentes

concentracoes.
2.2.4 Andlise de dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia mediante a aceitacao
dos pressupostos da variancia (teste de normalidade e homogeneidade) e,
comparada as medias pelo teste de Tukey. As analises foram realizadas por meio
do programa estatistico R (R DEVELOPMENTCORE TEAM, 2010) em um nivel de
significAncia de 5%. Foi utilizado um modelo binomial com fungdo complementar
log-log (modelo gompit) para estimar a concentracdo letal (LC50), por meio do
Procedimento Probit no software SAS verséo 9.2 (SAS Institute, 2011).

2.3 Resultados e discusséo

Todos as espécies avaliadas sdo patogénicas as pupas de D. suzukii, com
mortalidade de pupa de até 86,25% em H. amazonensis IBCBn 24, 80,0% em H.
bacteriophora HB, 71,25% em S. brazilense IBCBn 06 e 63,75% em S.
carpocapsae IBCBn 02. Esses NEPs também se mostraram altamente virulentos,
atingindo em H. amazonensis IBCBn 24 549,75 Jls/pupa, S. brazilense IBCBn 06
519,25 Jis/pupa e H. bacteriophora HB 260,25 Jls/pupa, mostrando assim a

suscetibilidade das pupas aos nematoides utilizados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Mortalidade e viruléncia de pupas de Drosophila suzukii em diferentes

concentracdes de S. brazilense IBCBn 06, S. carpocapsae IBCBn 02, H. bacteriophora HB

e H. amazonensis IBCBn 24 no periodo de 72 horas e até a emergéncia do imago.

Mortalidade
Tratamento H. bacteriophora S. brazilense S. carpocapsae H. amazonensis
HB IBCBn 06 IBCBn 02 IBCBn 24
0 0,00 + 0,00 f 0,00 + 0,00 f 0,00+ 0,00 e 0,00 +0,00¢g
200 25,00+ 1,22e€ 20,00 + 2,96 e 12,50+291d 15,00 £ 2,37 f
400 38,75+ 2,33 de 25,00 + 2,10 de 36,25+ 1,90 ¢ 26,25+275e
600 50,00 + 2,10 cd 36,25+4,91d 3750+ 2,71c 36,25 £ 4,21 de
800 61,25+ 1,72 bc 56,25 + 3,22 bc 53,75+4,14b 40,00+ 3,94 d
1000 53,75 + 1,40 bc 50,00 + 4,10 c 63,75+t 2,12 a 66,25 + 3,45 ab
1800 57,5+ 4,11 bc 62,50 + 4,11 ab 57,50 £ 3,15 ab 86,25+ 2,83 a
3600 67,5 + 3,00 ab 71,25+ 2,00 a 55,00+ 1,74 b 65,00+ 4,16 b
5400 80,00 + 2,05 a 67,50 + 3,00 ab 43,75+ 4,05 ¢ 52,50+ 3,44 c
F 62,50 79,54 165,37 138,91
gl 8 8 8 8
P > 0,0001 > 0,0001 > 0,0001 > 0,0001
Viruléncia
0 - - - -
200 23,50+£0,89d 32,38+0,82d 41,123+0,91d 27,13+0,97d
400 50,50 + 2,24 cd 51,38+1,16d 86,50 + 1,98 cd 61,63 +0,75d
600 165,00 £9.68 bc  168,13+5,79cd 167,75+8,71 bcd 159,13 +6,21 cd
800 252,25+14,64b 519,25+ 18,24 ab 275,88 + 4,84 abc 379,36 + 9,92 abc
1000 260,25+ 12,57 b 202,25+ 7,65¢cd 418,13+6,12a 466,25+ 13,75ab
1800 157,62+ 14,32 bcd 280,13+4,38¢c 237,13+4,15abc 549,75+ 19,81 a
3600 210,37 £ 4.82b 312,25+ 3,76bc 314,38+ 1,75ab 231,63 + 8,86 bcd
5400 787,75+ 17,76 a 612,63 +29,86a 226,88 + 6,05 bcd 226,00 £
10,17bcd
F 11,26 85,32 15,78 4,57
gl 8 8 8 8
P > 0,0001 > 0,0001 > 0,0001 0,04

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)

De acordo com os resultados obtidos, o isolado H. amazonensis IBCBn 24
apresentou maior mortalidade (86,25%) e viruléncia (549,75 Jis/pupa) em menores
concentracdes, 1800 Jls. Em seguida, o H. bacteriophora HB causou 80,00% de
mortalidade e viruléncia de 787,75 Jls/pupa, quando aplicado em maior
concentracdo, ou seja, numa concentracdo de 5400 Jis. Os isolados S. brazilense
IBCBN 06 e S. carpocapsae IBCBn 02 causaram mortalidade de 71,25% e 63,75%
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na concentragéo de 3600 e 1000 Jls respetivamente, com uma viruléncia de 312,25
e 418,13 Jls.

Nesse sentido, o isolado H. amazonensis IBCBn 24 mostrou ser o mais
adequado para ser utilizado no controle de D. suzukii, devido a sua mortalidade e
viruléncia em menor concentracdo. Enquanto S. carpocapsae IBCBn 02 foi o
isolado que menos causou mortalidade.

Foi também possivel observar que os heterorhadideos foram ligeiramente
mais eficientes quando comparados com sternematideos. Este fato provavelmente
deve-se as diferencas morfolégicas entre estas duas familias, pois o0s
heterorhadideos geralmente sdo muito mais pequenos que os sternematideos. Por
exemplo, H. amazonensis tem comprimento corporal que varia de 567 a 612
micrometros, enquanto S. brazilense varia de 1023 a 2484 micrometros o que
auxilia a explicacéo da diferenca entre as espécies (ALMENARA et al., 2011).

O menor tamanho de JI pode facilitar a penetragdo, e tendo em conta o
tamanho reduzido da D. suzukii que pode variar de 2,90 x 0,90mm a 3,18 x 1,06mm
(WALSH et al., 2011; DAFF, 2013), provavelmente quanto menor for o JI maior
serd a taxa de mortalidade e viruléncia.

Além disso, a penetracao dos juvenis de Heterorhabditidae é favorecida pela
presenca de um dente quitinoso na extremidade anterior do nematoide, com o qual
pode raspar a cuticula que facilita a entrada na hemocele de certos hospedeiros
(GREWAL et al., 2000).

Alguns trabalhos mostram uma grande variacdo em relacéo a capacidade de
NEPs infectar D. suzukii. Cuthbertson; Audsley (2016), verificaram que utilizando
altas dozes de Jis de Steinernema feltiae (Filipjev, 1934) e H. bacteriophora, uma
concentracdo de 10.000 Jis/mL causa taxa de mortalidade da pupas de D. suzukii
em torno de 40 e 46%, respetivamente, em laboratério. Apesar da alta dose de Jls,
a mortalidade foi abaixo de 50%, o que pode ter ocasionado pela competicao entre
os JIs em infectar a pupa, e comparando estes resultados com os obtidos no
presente trabalho pode-se afirmar que ao utilizar uma concentracao de Jis acima
de 5.000 JIs pode tornar-se inviavel. Nao so, pensando em uma producdo em larga

escala destes Jls pode demandar altos custos e ser insustentavel.
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Numa outra pesquisa, H. bacteriophora utilizado na concentracdo de 2000
JIs/m? reduziu a populacdo da D. suzukii na cultura de morango e mirtilo em 81 e
60%, respetivamente (RENKEMA; CUTHBERTSON, 2018).

Avaliando ainda a capacidade dos NEPs da familia Steinernematidae em
pupas de D. suzukii, 0 nematoide Steinernema kraussei (Steiner, Travassos), S.
carpocapsae e S. feltiae causaram mortalidade inferior a 60%, ou seja, 57 %, 52%
e 43% respectivamente, utilizados numa concentragcdo de 10.000 Jis/mL
(CUTHBERTSON et al., 2014; CUTHBERTSON; AUDSLEY, 2016).

Apesar de haver esta grande variabilidade no nivel da suscetibilidade a pupas
de D. suzukii a maioria dos trabalhos mostra o potencial de NEPs contra o inseto,
destacando-se portanto em muitos casos, 0s nematoides Heterorhabditidae como
os mais eficientes na infeccdo e multiplicacdo, sendo assim semelhante com
resultados obtidos no presente trabalho.

No entanto, ndo se descarta a possibilidade dos nematoides
Steinernematidae serem eficientes contra pupas D. suzukii, visto que no presente
trabalho, apesar dos NEPs desta familia terem causado uma mortalidade pouco
inferior a Heterorhabditidae, os JIs penetraram e mataram as pupas conseguindo
também multiplicar um namero relativamente grande de individuos (BRIDA et al.,
2019).

Um cenario semelhante pode ser observado em Drosophila melanogaster
Meigen (Diptera; Drosophilidae), espécie pertencente ao mesmo género de D.
suzukii. Os Jls de H. bacteriophora em concentracdes de 10 e 1000 Jis/larva
causaram mortalidade de 50,00% e 74,00% ap0s 48 horas.

J4 em outros dipteros, Steinernema riobrave (Cabanillas et al., 1994)
(Rhabditida: Steinernematidae) e H. bacteriophora RS88 na dose 250 Jls/cm2
propiciaram aproximadamente 60% e 70% de mortalidade de pupas de Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae), respectivamente. 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) e a alta patogenecidade de H. amazonensis CB 24 contra A. fraterculus
controlando 70% da populacdo de moscas em laboratério e 67% em campo, em
pomar de citros (CANESIN, 2011). Utilizando 4000 Jis/cm2 de Heterorhabditis sp.
por larva de Anastrepha ludens observou-se uma mortalidade de 82% (LEZAMA
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et al., 1996). A espécie S. carpocapsae causou 50% de mortalidade utilizando 58
JIs por larva de C. capitata (TAYLOR et al.,1998). Em casa de vegetacéo, 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).

Segundo Grewal et al. (2000), os NEPs tém capacidade de causar a
mortalidade em 48 horas. Porém, os autores verificaram que o periodo de
mortalidade pode ocorrer por mais dias, semelhante aos resultados obtidos por
Souza et al. (2012), que verificaram mortalidade até cinco dias em lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), bem como
pela mortalidade de D. suzukii durante oito dias, obserada por Brida et al. (2019).
Somado a isso pode existir alta taxa de mortalidade do hospedeiro quando o tempo
de contado com os nematoides for maior. No entanto, € muito provavel que em oito
dias de exposigédo, por exemplo, haja um porcentual de mortalidade bastante
superior em relagéo ao tempo de 24 horas (TOLEDO et al., 1999).

Em testes prévios realizados anteriormente ao trabalho, observou-se que em
pré-pupas a patogenicidade e viruléncia causadas pelos NEPs s&o maiores
guando comparados com as pupas. Deste modo, pode-se dizer que quanto mais
novo for o hospedeiro, maior sera a taxa de mortalidade e a viruléncia dos mesmos.

Geden et al. (1999), também relataram que o percentual de patogéncidade
do nematoide a pupas de Anastrepha ludens (Loew) (Diptera: Tephritidae) foi maior
quando as pupas estavam em estagio mais jovem e sem esclerotizacdo do tecido
gue as reveste. Em lepidopteros, Souza et al. (2012), observaram que dentre os
NEPs H. amazonensis RSCO05, Heterorhabditis sp. JPM4 e H. bacteriophora HP88,
Steinernema brazilense IBCB n-06, Steinernema carpocapsae All e Steinernema
sp. CB n-27, os Heterorhabditidae demostraram penetracdo mais rapida no corpo
do hospedeiro, causando sua morte por septicemia e uma elevada viruléncia,
sendo H. amazonensis RSCO05 o mais eficiente.

Quanto a concentracao Letal média (CL50) de NEPs para controle D. suzukii,
os resultados demostraram que apoOs seis dias, periodo de avalicdo, a menor
concentracdo necesséria para matar 50% de individuos de D. suzukii foi observada
para o isolado H. bacteriophora HB com uma média de 771,63 Jis/mL e H.
amazonensis IBCBn 24 com uma meédia de 1.115,49 Jis/mL. Os isolados S.
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brazilense IBCBn 06 e S. carpocapsae IBCBn 02 apresentaram 1.135,30 Jis/mL e
1.145,32 JIs/mL respectivamente (Tabela 2). Esses dados demonstram que maior
namero de JlIs € necessario para atingir pelo menos 50% de mortalidade das pupas
de D. suzukii como também relatado por Brida et al. (2019), que encontraram
1.436,4 JIis/mL para S. rarum PAM 25.

Tabela 2 - Concentracéo letal (CL50) de H. bacteriophora HB, S. brazilense IBCBn 06, S.
carpocapsae IBCBn 02 e H. amazonensis IBCBn 24 a pupas de Drosophila suzukii.
IC=intervalo de confianca.

NEPs CLso 95% IC

H. bacteriophora HB 771,63 553,72-1026,50
S. brazilense IBCBn 06 1135,30 827,93-1581,14
S. carpocapsae IBCBn 02 1145,32 773,46-1738,79
H. amazonensis IBCBn 24 1115,49 934,20-1338,32

Concentracéo letal de Jis (CL50) obtidas através de andlise Probit, com um intervalo de confianca
(IC) de 95%.

2.4 Conclusoes

Os nematoides Heterorhabditis amazonesis IBCBn 24 e Heterorhabditis
bacteriophora HB foram eficientes no controle de D. suzukii, causando maior taxa
de mortalidade de 86,25% e 80,0%, tendo apresentando também maior viruléncia
de 549,75 Jis/pupa e 787,75 Jis/pupa nas dosagens de 1800 Jis e 5400 Jls
respectivamente.

A disponibilizacdo destes resultados auxiliam na busca de alternativas de
controle de D. suzukii. Porém mais estudos sao necessarios para dar continuidade
na avaliacdo criteriosa, principalmente em campo, visando encontrar métodos

efetivos na luta contra este inseto-praga.
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3 Capitulo Il. Compatibilidade de nematoides entomopatogénicos com
inseticidas quimicos no controle de Drosophila suzukii

3.1 Introducéao

A Drosophila-da-asa-manchada, Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera:
Drosophilidae) é encontrada na Asia, Europa e Américas, com potencial de se
estabelecer na Africa e Oceania (dos SANTOS et al., 2017). E uma praga
quarentenaria polifaga de elevada importancia econdmica e capacidade de
dispersdo em cultivos hospedeiros, infestando grande diversidade de frutos
(WOLMANN et al., 2017).

Diferente dos demais drosofilideos que geralmente ovipositam em frutos
anteriormente danificados ou em decomposicao, D. suzukii € capaz de ovipositar
no interior de frutos sadios. A abertura durante a oviposicdo, além de danificar a
fruta, permite a entrada de microrganismos fitopatogénicos que causam danos
secundéarios (HAMBY; BECHER, 2016). Entretanto, o dano principal é causado
pelas larvas que se alimentam da polpa do fruto, tornando essa espécie uma das
principais ameacas fitossanitarias (SCHLESENER et al., 2017).

Os métodos de controle mais comuns aplicados a este tipo de praga é
através de pulverizacao de inseticidas quimicos (CINI et al., 2012; WALSH et al.,
2011). Porém, estes ndo possuem especificidade de acdo, causando a morte de
outras espécies, além de fazer selecdo artificial de organismos resistentes,
poluirem o ambiente e serem nocivos a saude humana, sendo necessario reduzir
o seu emprego (WALSH, 2011; CAPRILE et al., 2014).

A partir desse contexto, as técnicas de controle biol6gico se apresentam
como uma alternativa promissora (PRATES JUNIOR et al., 2011). Os nematoides
entomopatogénicos (NEPs), p.e, vem se destacando por sua grande eficiéncia,
capacidade adaptativa e facil aplicacdo, além da sua compatibilidade com outras
medidas de controle (GARCIA et al.,, 2017; BRIDA et al., 2019). Além disso,
apresentam comportamento de busca em solo através de mecanismos
guimiorreceptores, e sao seletivos a determinadas espécies de insetos (GREWAL
et al., 2000).

Os NEPs sao frequentemente aplicados em diferentes paises em conjunto

com outros produtos fitossanitarios quimicos, naturais e biolégicos, fertilizantes e
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corretivos de solo, podendo ser misturados em tanques (KRISHNAYYA; GREWAL,
2002). A acao dos agrotdxicos sobre 0s organismos entomopatdgenicos pode
variar de acordo com a espécie e linhagem dos patégenos, da natureza quimica e
concentracfes dos produtos utilizados (ALVES; MOINO JR; ALMEIDA, 1998). As
interacdes entre produtos quimicos e biolégicos podem ser positivas (agédo
sinérgica, aditiva) ou negativas (acao supressiva, antagonista).

Os efeitos de agrotoxicos sobre NEPs podem ser avaliados de forma
direta, observando a viabilidade e o comportamento dos juvenis infectantes (JIs)
expostos a determinadas concentracdes e periodos de exposi¢do a determinado
produto quimico e, indireta, quando constatando a capacidade dos JlIs infectarem
determinados insetos hospedeiros (NEGRISOLI JUNIOR et al., 2008).

A compatibilidade de NEPs com a maioria dos inseticidas quimicos quando
expostos a eles por curtos periodos, apresenta, portanto, como importantes
ferramentas para uso no manejo integrado de pragas (PINTO; JOVE, 2005;
LAZNIK; TRDAN, 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo dos NEPs Steinernema
brazilense IBCBn 06, Steinernema carpocapsae IBCBn 02, Heterorhabditis
amazonensis IBCBn 24 e Heterorhabditis bacteriophora HB associados aos

inseticidas quimicos, sobre a taxa de mortalidade de pupas de D. suzukii.
3.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ecologia de Insetos
pertencente a Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande Sul, Brasil. Os
individuos de Drosophila suzukii foi criada foram criados em potes de vidro
semitransparentes e alimentados com dieta artificial conforme a metodologia de
SCHLESENER et al. (2017). Os NEPs foram obtidos do banco de Nematoides
Entomopatégenos “Oldemar Cardim Abreu” do Instituto Biolégico, Sdo Paulo.

Os NEPs (Steinernema brazilense IBCBn 06, Steinernema carpocapsae
IBCBN 02, Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24 e Heterorhabditis bacteriophora
HB) foram multiplicadas separadamente em lagartas de quarto a quinto instar de
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) (WOODRING; KAYA, 1988). Os Jls
foram utilizados para os experimentos no maximo seis dias apos a emergéncia
(BRIDA et al., 2019).
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3.2.1 Inseticidas quimicos

Foram utilizados 10 tipos de inseticidas quimicos, preparados na
concentracdo recomendada em caso de alta infestacdo da pragas que atacam a
cultura de morango (cultura mais atacada pela praga no Brasil) (Tabela 3). A partir
desta proporcao foi preparado 350 ml de calda para cada produto. A escolha
destes inseticidas foi de acordo com a sua disponibilidade no mercado, e com base
em trabalhos cientificos realizados para o controle de D. suzukii (SCHLESENER
et al., 2017; SCHLESENER et al., 2019).

Tabela 3 - Inseticidas quimicos registrados para o controle de pragas nas culturas de

morangos utilizados nos experimentos.

Ingrediente ativo Inseticida Dosagem registrada
abamectina Vertimec® 18 EC 70 mL /100 L-1
acetamiprida Mospilan® WG 40g/100L-1
thiamethoxam Actara® 250 WG 10g/100L-1
malationa Malathion® 500 EC 350 mL /100 L-1
fosmete Imidan® 500 WP 200 g/100L-1
deltametrina Decis® 25 EC 40 mL /100 L-1
espinetoram Delegate® WG 20 mL /100 L-1
azadiractina Azamax® EC 300 mL /100 L-1
novalurom Rimon 100 EC 50 mL /100 L-1
lambda-cialotrina Karate zeon® 50 CS 49 /100 L-1

3.2.2 Teste de viabilidade e efetividade

A viabilidade e efectividade dos NEPs S. brazilense IBCBn 06, S.
carpocapsae IBCBn 02, H. bacteriophora HB e H amazonesis IBCBn 24, com 0s
inseticidas quimicos foi estudada com base na metodologia sugerida por Negrisoli
Junior et al. (2008), com modificacdes.

Da solucéo do inseticida, foi retirada uma aliquota de 1 mL e colocada em
cinco tubos de vidro por tratamento, aos quais foram adicionados 2.500 JIs em 1
mL de agua destilada, e agitados. O experimento foi mantido em BOD a 22 +1 °C
e UR de 70 £ 10 %.

A viabilidade dos nematoides foi avaliada 48 horas ap0s a exposi¢do aos
produtos. Assim, uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo foi retirada,

sendoobservados 100 JlIs sob estereoscopio, para a determinacéo da mortalidade.



32

Foram considerados mortos aqueles que nao responderam ao estimulo com
estilete.

A infectividade dos nematoides foi testada no mesmo periodo que a
viabilidade. Os tubos foram completados com agua destilada (3 mL) e deixados
para decantar por 30 minutos na geladeira. O sobrenadante (cerca de 3 mL) foi
descartado e a lavagem repetida por trés vezes. Apés a ultima lavagem, 0,2 mL
(cerca de 100 Jls) foram retirados do fundo de cada tubo e pipetados em cinco
placas de Petri (9 cm de diametro) com um papel filtro por tratamento. Cada placa
recebeu dez pupas de D. suzukii com 24 horas de idade, as quais foram mantidas
em BOD a 22 +1°C e UR de 70 = 10 %, durante cinco dias.

Os valores de mortalidade de nematoides e pupas foram submetidos a
analise de variancia. As diferencas na viabilidade e infectividade das espécies de
NEPs foram analisadas usando-se o teste de Scott-Knott (P < 0,05).

A eficiéncia da infectividade dos nematoides a pupas de D. suzukii apos a
sua exposicao aos inseticidas foi calculada utilizando a formula: E% = (1-mt/mc) x
100, em que mt - mortalidade do tratamento e mc - mortalidade do controle
(PETERS; POULLOT, 2004), baseado na International Organisation for Biological
and Integrated Control Noxious. Os valores de eficiéncia foram classificadas
utilizando o protocolo da IOBC / WPRS (VAINIO, 1992) que sugere classificagédo 1
- (n&o — toxico) para inseticidas que resultem em uma eficiéncia de mortalidade
abaixo de 30%; 2- levemente toxico (30% a 79%); 3 - moderadamente toxico (80 a
99%) e 4 - toxico (>99%).

3.2.3 Teste de associacao deinseticidas quimicos e NEPs a pupas Drosophila

suzukii e longevidade dos adultos

Foi realizado um experimento com intuito de avaliar o efeito de associagéo
dos nematoides H. amazonensis IBCBn 24 e H. bacteriophora HB com o0s
inseticidas espinetoram, azadiractina, malationa, fosmete e novalurom na
mortalidade de pupas de D. suzukii. Os inseticidas foram avaliados na dose de ¥4
da recomendada na cultura de morango. A escolha da sub-dose de ¥4 tem por
objetivo proporcionar menor impacto ambiental decorrente dos efeitos dos
inseticidas, além de ocasionar baixa mortalidade dos insetos e,

consequentemente, permitir um efeito das combinacfes com os nematoides.
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Foram considerados 18 tratamento (H. amazonensis IBCBn 24, H.
bacteriophora HB, espinetoram, azadiractina, malationa, fosmete, novalurom, H.
amazonensis IBCBn 24 + espinetoram, H. amazonensis IBCBn 24 + azadiractina,
H. amazonensis IBCBn 24 + malationa, H. amazonensis IBCBn 24 + fosmete, H.
amazonensis IBCBn 24 + novalurom, H. bacteriophora HB + espinetoram, H.
bacteriophora HB + azadiractina, H. bacteriophora HB + malationa, H.
bacteriophora HB + fosmete, H. bacteriophora HB + novalurom e testemunha),
sendo que cada tratamento foi representado por oito repeticdes, cada uma formada
por 10 pupas agrupadas em um recipiente plastico (de 50 mL), preenchidos com
50 gramas de areia esterilizada, com umidade a 10%.

As concentracdes dos juvenis de NEPs foram de 5400 Jis para H.
bacteriophora e 1800 para H. amazonensis IBCBn 24 suspensos em 3 mL. Trata-
se de concentracdes que proporcionaram maior mortalidade de D. suzukii no teste
de patogenicidade.

Os nematoides foram misturados com inseticidas e agitados, em seguida
foram pipetados nos potes plasticos contendo pupas, numa quantidade de 5 mL,
sendo 1mL de calda 4 mL. Para tratamentos contendo apenas nematoides pipetou-
se 4 mL de Jis. Nos tratamentos onde se aplicou apenas inseticidas utilizou-se
1mL de calda. Na testemunha pipetou-se 5 mL de agua destilada. Os potes foram
mantidos em BOD a 22 + 1 °C e UR de 70 = 10 % durante seis dias, e apos esse
periodo foi avaliada a mortalidade de pupas de D. suzukii, registrando o nimero
de pupas mortas. Nos tratamentos com nematoides, as pupas mortas foram
dissecadas e os Jls contabilizados.

Os adultos que emergiram foram individualizados em gaiolas
confeccionadas com copos plasticos de 300 mL para o estudo da longevidade dos
espécimes. As gaiolas apresentavam uma abertura de 5 cm de diametro na parte
superior e foram vedadas com tecido ‘voile’ no topo para permitir trocas gasosas e
evitar o excesso de umidade. Os adultos foram alimentados com 10 gramas de
dieta artificial e 1mL de agua destilada oferecida via capilaridade em algodé&o
hidrofilico. Foram mantidas em BOD a 22 + 1 °C e UR de 70 = 10 % até a

mortalidade dos individuos.
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3.2.4 Analise de dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as diferencas
na viabilidade e infectividade das espécies de NEPs foram analisadas usando-se
o teste de Scott-Knott (P< 0,05). Sendo que para classificar os inseticidas quanto
a sua toxicidade foi utilizado o protocolo de da IOBC / WPRS (VAINIO, 1992). Para
verificar a incompatibilidade ou compatibilidade da associacdo dos NEPs e
inseticidas, foi primeiro realizado o teste F para todas variaveis estudadas
(mortalidade pupas e longevidade dos adultos de D. suzukii e nimero de JIs) e, as
diferencas entre medias foram analisadas utilizando o teste de Tukey (P < 0,05%).
Todas as analises foram feitas por meio de Software estatistico R (R
DEVELOPMENTCORE TEAM, 2010).

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Viabilidade e infectividade

Poucos inseticidas quimicos alteraram a viabilidade dos nematoides apos
48 horas de exposicao (Tabela 4). Esses resultados confirmam a compatibilidade
desses agentes entomopatogénicos com alguns produtos quimicos.

A metodologia utilizada neste trabalho para avaliar o efeito de produtos
fitossanitarios aos nematoides (protocolo de IOBC) considera o produto néo téxico
aguele que resultar em eficiéncia de mortalidade abaixo de 30% quando se tratar
de teste de infectividade, ndo havendo a sua aplicacdo para o teste de viabilidade.
Porém, esta classificacdo pode nos auxiliar na tomada de decisdo sobre a
toxicidade dos produtos no teste de viabilidade de Jls. Nesse raciocinio, pode-se
considerar que os produtos espinetoram, malationa, abamectina, azadiractina e
lambda-cialotrina foram levemente toxicos ou toxicos ao isolado S. carpocapsae
IBCBn 02 pois reduziram a viabilidade dos NEPs em 35,52%,54,09%, 77,30%,
53,26% e 40,60%, respetivamente.

O nematoide S. carpocapsae IBCBn 02 apresentou variagdo na
sensibilidade a determinados tipos de inseticidas quimicos, sendo que
thiamethoxam, fosmete, acetamiprida e novalurom reduziram ligeiramente sua
viabilidade em 8,00%, 15,80%, 13,17% e 12,00%, respectivamente, mostrando a
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incompatibilidade com esses produtos. Wouts et al. (1982), encontraram alta
tolerancia do nematoide, com apenas 11,2% de mortalidade dos juvenis infectivos

apos 72 horas submersos em solucdo contendo 2000 ppm do inseticida fosmete.
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Tabela 4 - Percentagem de viabilidade (Médias + Erro Padréo) dos JIs de S. brazilense IBCBn 24, S. carpocapsae IBCBn 02, H. amazonensis IBCBn 24

e H. bacteriophora HB ap08s a exposicéo por 48 horas a inseticidas quimicos.

Tratamento Viabilidade (%)
S. brazilense IBCBn 24 S carpocapsae [BCBn H. amazonensis H. bacteriophora HB
02 IBCBn 24

Testemunha 100,00 £ 0, 00 A 100,00 £ 0, 00 A 100,00 £ 0, 00 A 100,00 £ 0, 00 A
Deltametrina 93,99+ 0,55 A 44,920 + 0,68 B 93,10+ 0,46 A 97,34 £+ 0,67 A

Espinetoram 96,69 + 0,48 A 64,48 + 0,96 B 98,24 £ 0,40 A 96,18+ 1,35 A

Malationa 96,69 + 0,48 A 4592 +2,77B 90,72 £ 2,56 A 87,36 £ 2,62 A

abamectina 95,71+ 0,48 A 22,70+ 0,53 B 84,50+ 0,54 B 88,29 + 3,67 A

azadiractina 95,30+ 1,28 A 46,74 + 8,86 B 98,89 + 0,23 A 91,69+ 3,30 A
thiamethoxam 97,34+ 0,63 A 92,00+ 1,09 A 93,48 + 0,85 A 97,04 £+ 0,31 A

Fosmete 94,36 + 1,06 A 84,20+1,35B 97,64+ 1,26 A 94,92 +0,87 A
acetamiprida 96,84 + 0,67 A 86,83 +0,88B 97,46 + 0,69 A 94,27 £+ 0,66 A
Novalurom 96,24+ 0,39 A 88,00 £ 2,64 A 97,76 £ 0,34 A 95,26 + 0,75 A

lambda-cialotrina 87,84+0,75B 59,84+1,46 B 94,20+ 1,65 A 90,600 +0,51 A

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05)
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Para S. brazilense IBCBn 24 e H. amazonensis IBCBn 24, apesar de ter
havido diferengas significativas de teste de viabilidade em alguns inseticidas
guando comparado a testemunha, como o caso de lambda-cialotrina que reduziu
12,16% em S. brazilense e abamectina que diminuiu 15,50% em H. amazonensis
IBCBn 24, estes permitiriam classificar como produtos ndo toxicos, pois a diferenca
foi menor a 30%, se levar em conta a mesma classificagdo utilizada para
efetividade.

Para os demais tratamentos houve compatibilidade na viabilidade de Jls
com os inseticidas quimicos, sendo que a maior diminuicdo foi de 12,64%. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Andalo et al. (2004), onde em contato
com o produto fosmete ndo houve o efeito negativo a Steinernema arenarium
Arty.,1967 (Rhabditida: Steinernematidae) com menos de mortalidade de 5,4% de
mortalidade.

Em outro estudo realizado por Tavares et al. (2009), osinseticidas fosmete,
fipronil e tiametoxan n&o afetaram a viabilidade do isolado Steinernema sp. IBCB
n-6. Nestes dados também se verifica que o inseticida lambda-cialotrina afetou
muito a viabilidade do S. carpocapsae IBCBn 02. O mesmo foi observado por
Negrisoli Jr.; Garcia; Negrisoli (2010), na qual o inseticida lambda-cialotrina reduziu
a viabilidade de S. carpocapsae e Steinernema glaseri (Steiner) (Rhabditida:
Steinernematidae).

Outros produtos como fungicidas e herbicidas também tem sido estudados
no que se refere a compatibilidade com NEPs. Avaliando a compatibilidade dos
herbicidas simazina + ametrina utilizados na cultura do café, combinado com a
espécie S. carpocapsae, verificou-se reducdo da viabilidade do nematoide em
20,57% (CARVALHO, 2003).

Rovesti et al. (1988) e Rovesti; Desed (1990) estudaram a compatibilidade
de varios produtos fitossanitarios com H. bacteriophora, S. carpocapsae e
Steinernema feltiae (Filipjev, 1934), verificando baixa viabilidade de H.
bacteriophora e alta infectividade em lagartas de G. mellonella quando expostos
aos fungicidas mancozeb e metalaxil + folpet (Rovesti et al.,1988; Rovesti; Desed,
1990).

Para a avaliacdo da infectividade, alguns inseticidas quimicos afetaram

ligeiramente a infectividade dos NEPs (Tabela 5).
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Tabela 5 - Infectividade (Médias + Erro Padrdo) dos Jls de nematoides entomopatogénicos

apos a exposicao por 48 horas aos 10 inseticidas quimicos.

Infectividade

Tratamento H. bacteriophora HB H. amazonensis IBCBn 24

Mortalidade (%) E%!' C2? Mortalidade (%) E%! C?
Testemunha 38,00+ 3,74 A _ _ 40,00+5,48 A _ _
deltametrina 34,00+ 2,45 A 10,52 1 1400+2,448B 65,00 2
espinetoram 26,00+ 4,00B 31,58 2 20,00+4,478B 50,00 2
malationa 36,00 + 2,44 A 5,26 1 20,00 5,48 B 50,00 2
abamectina 24,00+ 2.45B 36,84 2 16,00+2,458B 60,00 2
azadiractina 20,00+ 3,16 B 47,37 2 24,00+6,00B 40,00 2
thiamethoxam 36,00 + 2,44 A 5,26 1 10,00+3,16B 75,00 2
fosmete 38,00 + 2,00 A 0,00 1 40,00+ 0,00 A 0,00 1
acetamiprida 36,00 + 2,44 A 5,26 1 14,00+2,44B 65,00 2
novalurom 18,00+ 3,74 B 52,63 2 14,00+2,44B 65,00 2
lambda-cialotrina 18,00 + 3,74 B 52,63 2 10,00+3,16B 75,00 2

Infectividade

Tratamento S. carpocapsae IBCBn 02 S. brazilense IBCBn 24

Mortalidade (%) E%' C? Mortalidade (%) E%! C?
Testemunha 42,00 £ 5,83 A _ _16,00+2,45 A _ _
deltamethrin 26,00+2,45B 38,10 2 14,00+ 2,45 A 12,50 1
espinetoram 32,00+5,83B 23,81 1 14,00+5,10 A 12,50 1
malationa 26,10+5/11B 38,10 2 12,00+5,83A 25,00 1
abamectina 36,00+8,12B 14,29 1 14,00+2,45A 12,50 1
azadiractina 28,00+ 3,74 B 33,33 2 16,00 +2,45 A 0,00 1
thiamethoxam 26,00 +6,78B 38,10 2 10,00+ 3,16 B 37,50 2
fosmete 40,00 3,47 A 4,76 1 14,00+2,45A 12,50 1
acetamiprida 40,00+ 4,47 A 4,76 1 6,00+245B 62,50 2
novalurom 38,00+ 4,89 A 9,52 1 14,00+245A 12,50 1
lambda-cialotrina 18,00 + 4,89 B 57,14 2 6,00+£245B 62,50 2

Medias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

1 Eficiéncia de mortalidade calculada pela formula: E% = 100 - (1-mt/mc) x 100; 2Classificacdo

toxicologica dos inseticidas: 1- néo toxica (E%<30); 2- levemente toxico (E% = 30% a 79%); 3 -

moderadamente téxico (E% = 80 a 99%) e 4 - toxico (E% > 99%).

A infectividade foi menor em S. brazilense IBCBn 24 em comparacdo aos

demais isolados. Entretanto, este isolado n&o sofreu quase nenhum efeito negativo

guando associado aos inseticidas quimicos, exceto para os inseticidas lambda-

cialotrina, thiamethoxam e acetamiprida que foram ligeiramente toxicos aos

nematoides, isto €, uma reducao de 10,00%, 6,00% e 10,00%, respectivamente. O
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isolado H. amazonensis IBCBn 24 foi o mais afetado pelos inseticidas, alias apenas
fosmete (0,00% de reducéo) ndo afetou a infectividade do nematoide.

Destaca-se nesse conjunto de inseticidas utilizados, o fosmete como um
dos produtos que quase ndo reduziu a infectividade de nenhum isolado de
nematoides. Resultado semelhante foi observado por Koppenhofer et al. (2002),
que evidenciaram que a combinacdo entre os nematoides das familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae e inseticida neonicotinoides néo influencia
na infectividade, mesmo se for misturado em taques com inseticidas considerando
assim o produto compativel com NEPs. Tavares et al. (2009), observaram em
laboratério que os inseticidas fosmete, fipronil e tiametoxan ndo afetaram a
infectividade do nematoide Steinernema sp. IBCB n-6. Em outro estudo,
Koppenhofer; Kaya (1998) observaram a compatibilidade do inseticida fosmete
com NEPs com uma reducéo abaixo de 3%, considerando o produto compativel
com 0s agentes entomopatogénicos.

A compatibilidade do inseticida fosmete com quase todos NEPs
provavelmente deve-se ao facto de ser um inseticida pertencente ao grupo de
neonicotinoide, com baixo efeito negativo aos invertebrados benéficos incluindo
NEPs (KUNKEL et al., 2001).

Entretanto, o inseticida lambda-cialotrina foi produto que mais afetou a
infectividade dos nematoides diminuindo em 20%, 24% 10% e 20% para H.
bacteriophora HB, H. amazonensis IBCBn 24, S. carpocapsae IBCBn 02 e S.
brazilense IBCBn 24 respectivamente. Negrisoli Jr.; Garcia; Negrisoli (2010),
também obtiveram resultados negativos para os nematoides entomopatogénicos
apos ser expostas ao inseticida lambda-cialotrina.

No entanto, tendo como base o protocolo de IOBC, os inseticidas utilizados
podem ser aplicados em conjunto com os nematoides, com a possibilidade de um

efeito sinérgico.
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3.3.2 Resultado de associacdo de inseticidas e nematoides a pupas

Drosophila suzukii e longevidade dos adultos

A combinacao de inseticidas quimicos com NEPs resultaram em sinergia
tanto em percentagem de mortalidade de pupas de D. suzukii (Figura 1) e reduziu
também a longevidade dos espécimes, embora de forma néo significativa (Figura
2), entretanto houve diminuicdo de nimero de Jis (Tabela 6).

O produto espinetoram associado com nematoide H. amazonensis IBCBn
24 resultou em maior mortalidade de pupas de D. suzukii (95,00%),
apresenandoaumento de 17,50% em relagéo a sua utilizacdo de forma isolada, e
menor longevidade de adultos (3,76 dias), ou seja, uma diminuicdo de 3,36 dias
na longevidade quando é utilizada de forma isolada. Quanto ao JIs, quando
associado houve uma diminuigéo de 113, 25 Jls.

No isolado H. bacteriophora HB houve também maior mortalidade de
pupas de D. suzukii quando associado com espinetoram, variando de 78,75%
guando utilizado isoladamente para 88,75 % quando associado com inseticida
espinetoram, ou seja, aumento de 10%. No entanto, quanto a longevidade né&o
houve quase nenhuma alteracdo, menos de um dia (0,63 dias). O numero de JIs
variou de 262,61 quando utilizada isoladamente para 182,00 quando misturado
com o inseticida. Quanto ao nimero de Jls, os inseticidas diminuiram de forma
drastica, onde o inseticida novalurom afetou os Jls, sendo no isolado H.
amazonensis IBCBn 24 houve uma diminuicdo de 269,62 Jls e no H. bacteriophora
HB 217,73 JlIs. Este inseticida, novalurom, ndo resultou em acdes sinérgicas para
todas variaveis estudados, porém ndo afetou negativamente a acao dos NEPs.

De forma geral estes resultados reforcam estudos que indicam que os
inseticidas quimicos sdo compativeis com NEPS, ou seja, a associacdo dos dois
métodos de controle resulta num nivel aditivo de protecdo, o que oferece um
grande potencial para integrar ambas as formas de protecao de plantas em préticas
agrondmicas. Por exemplo, em trabalho realizado por Nishimatsu; Jackson (1998),
a combinacéao de inseticidas terbufés e fonofés com nematoide H. bacteriophora e
S. carpocapsae para o controle de Diabrotica virgifera LeConte (Coleoptera:

Chrysomelidae) mostrou uma a¢ao sinérgica aumentando a mortalidade de larvas
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do inseto em diferentes concentragbes do inseticida com um incremento de
24,00%.

Em estudo realizado por Koppenhofer et al. (2002), comprovaram que 0s
inseticidas dos grupo dos neonicotindides possui efeito sinérgico contra larvas de
besouro-japonés Popillia japonica Newman (Coleoptera: Scarabaeidae),
escaravelho Cyclocephala hirta (Coleoptera: Scarabaeidae) e escaravelho
Cyclocephala pasadanae Casey (Coleoptera: Scarabaeidae), sendo que em todas
combina¢cBes a mortalidade larval foi significativamente elevada em relacdo a
testemunha.

Ja Polavarapu et al. (2007) conduziram ensaios em campo e casa-de-
vegetacao e, nesses experimentos os NEPs, Steinernema scarabaei (Rhabditida:
Steinernematidae) e H. Bacteriophora, associados aos inseticidas tiametoxam e
fosmete para controle de besouro Oriental Anomala orientalis Waterhouse
(Coleoptera: Scarabaeidae), ndo havendo sinergia na associacéo destes agentes
de controle. E, apesar de ndo se verificar o efeito aditivo, os inseticidas nao
afetaram negativamente a acdo dos NEPs.

De acordo com Cui et al. (1993); Wang et al. (1994), o efeito de sinergismo
obtidos nas combina¢cdes de NEPs e inseticida pode ser provocado pelos efeitos
de estresse que o inseticida causa no inseto, afetando a sua fisiologia e seus
mecanismos de defesa humoral, e consequentemente, tornando-o0 mais suscetivel
as infeccBes por nematoides. Ja Ishibashi; Takii (1993) relataram que o aumento
na eficacia da combinacdo de NEPs e inseticida também pode ser devido ao
aumento na movimentacao e na atividade de nictacdo do nematoide.

Em trabalho realizado por Gaugler et al. (1994), verificaram que o
sinergismo obtido com a mistura de H. bacteriophora + fosmete na mortalidade de
larvas do escarabeideo Cyclocephala sp. (Coleoptera: Scarabaeidae) foi causado
por mudancas no comportamento do inseto quando afetado pelo inseticida,
deixando de limpar a cuticula ou mandibula, como geralmente faz para eliminar ou
remover nematoides e outros inimigos naturais.

Por sua vez, a reducdo na longevidade dos adultos diminuiu o periodo de
vida das moscas, consequentemente reduzindo os danos que podem causar nos

frutos.
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Figura 1 - Percentagem de mortalidade de Drosophila suzukii sob combinagdo de

inseticidas e nematoides entomopatogénicos.
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Tabela 6 - Numero médio de Jls de Heterohabditis amazonensis IBCBn 24 e
Heterorhabditis bacteriophora HB (Médias + Erro Padrdo) em pupas Drosophila suzukii

sob combinacao de inseticidas e nematoides entomopatogénicos.

Tratamentos Jis

H. amazonensis IBCBn 24 297,250 + 16,36 a
H. bacteriophora HB 262,61+ 1430 a
espinetoram + H. amazonensis IBCBn 24 184,00+ 7,19b
malationa + H. amazonensis IBCBn 24 87,63+3,21c
azadiractina + H. amazonensis IBCBn 24 124,00+ 7,60 c
fosmete + H. amazonensis IBCBn 24 183,38 +4,98 b
novalurom + H. amazonensis IBCBn 24 27,63+£4,04d
espinetoram + H. bacteriophora HB 182,00 16,04 b
malationa + H. bacteriophora HB 90,38+ 2,29
azadiractina + H. bacteriophora HB 120,88 £ 5,86 c
fosmete + H. bacteriophora HB 215,13+450b
novalurom + H. bacteriophora HB 4488 +0,91d

F 88,82

Gl 11

P > 0,0001

Médias seguidas por letras distintas nas colunas difere entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2 - Longevidade de adultos de Drosophila suzukii sob combinagéo de inseticidas e

nematoides entomopatogénicos.

3.4 Conclusoes

A associacao de inseticidas e NEPs resultaram em sinergia no controle da
D. suzukii, sendo a combinac&o do inseticida espinetoram com o nematoide H.
amazonensis IBCBn 24 permitiu a maior taxa de mortalidade (95,00%).

A interacdo entre NEPs e controle quimico resultou na reducdo do uso de

inseticidas sintéticos.
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