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RESUMO

Atualmente, o uso de nematoides entomopatogénicos (NEPS) no controle biologico de
pragas vem ganhando destaque no agronegocio brasileiro. Fatores abidticos como
temperatura, tipos de solos, substratos e diversidade de culturas em que sobrevivem
influenciam diretamente a sobrevivéncia de juvenis infectantes (JIs) em condi¢bes de
armazenamento e a campo. Visto sua importancia e diversidade nos solos brasileiros,
no presente trabalho, os principais objetivos constaram de isolar e identificar espécies
de NEPs coletadas em diversas areas no Brasil, a fim de encontrar espécies com
potencial de patogenicidade a pragas agricolas. Para tal, duas metodologias de
recuperacdo dos nematoides foram utilizadas; a primeira metodologia constou de
retirar amostras do perfil do solo coletadas em campo a cerca de 20 cm de
profundidade e leva-las para condi¢cdes de laboratério, onde lagartas de Galleria
mellonella, Tenebrio molitor e Diatraea saccharalis foram colocadas individualizadas
neste solo e armazenados a temperatura de 25°C por sete dias avaliando-se
diariamente a mortalidade dos insetos em busca de infectividade por nematoides. A
segunda metodologia consistiu em levar armadilhas confeccionadas em metal de
trama fina 8x8 cm com fases de pré-pupas dos mesmos insetos utilizados na
metodologia anterior, separados em armadilhas distintas e enterradas a 20 cm de
profundidade e deixadas no solo por sete dias. ApGs este periodo, as mesmas foram
retiradas e levadas para o laboratdrio. Em ambas as metodologias, os insetos mortos
foram lavados com uma solucéo de hipoclorito a 0,5% e posteriormente com agua
destilada. Em seguida foram colocados individualizados em armadilhas White (1927)
para confirmacdo da mortalidade por nematoides. A suspensdo recolhida foi
armazenada em B.O.D a 18°C para posterior identificacdo por meio de analise de
DNA. Apds a coleta de dados, as espécies foram identificadas como Steinernema
puertoricense, Pristionchus sp., Pristionchus pacificus e Oscheius myriophila. Apos
identificadas, S. puertoricense foi utilizado para teste de patogenicidade em pré-pupas
de Gonipterus platensis a fim de buscar um novo potencial método de controle para a
praga. Quatro concentragdes distintas de juvenis infectivos foram testadas, 50; 100;
200 e 400 Jlis. Este estudo constou de 10 repeticbes para cada tratamento e agua
destilada utilizada como testemunha. Pré-pupas de G. platensis foram
individualizadas em recipientes de plastico (10ml) com areia autoclavada (4g) e
inoculadas com as concentragfes de JIs de S. puertoricense. Apés inoculacao,
decorridos oito dias, foi verificado a mortalidade das pré-pupas e 0s insetos mortos
foram colocados individualizados em armadilhas White para a saida dos juvenis
infectivos. As concentragdes acima de 100 JIs foram mais eficientes na mortalidade
das pré-pupas de G. platensis. O delineamento estatistico utilizado foi o teste de Dunn
ao nivel de 5% de probabilidade.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Diversidade. Molecular. Pragas florestais.






ABSTRACT

Currently, the use of entomopathogenic nematodes (NEPS) in biological pest control
has been gaining prominence in Brazilian agribusiness. Abiotic factors such as
temperature, solil types, substrates and crop diversity in which they survive directly
influence the survival of juvenile infants (JIs) in storage and field conditions. Given its
importance and diversity in Brazilian soils, in the present work, the main objectives
were to isolate and identify species of NEPs collected in different areas in Brazil in
order to find species with potential for pathogenicity to agricultural pests. For that, two
nematode recovery methodologies were used; the first methodology consisted of
taking samples of the soil profile collected in the field at about 20 cm depth and taking
them to laboratory conditions, where caterpillars of Galleria mellonella, Tenebrio
molitor and Diatraea saccharalis were placed individually in this soil and stored at
temperature 25 ° C for seven days, insects mortality in search of nematode infectivity
daily. The second methodology consisted of taking traps made of 8x8 cm thin-woven
metal with pre-pupal phases of the same insects used in the previous methodology,
separated into separate traps and buried 20 cm deep and left in the soil for seven days.
After this period, they were removed and taken to the Ilaboratory. In both
methodologies, the dead insects were washed with a 0.5% hypochlorite solution and
then with distilled water and placed individually in White traps (1927) to confirm
nematode mortality. The collected suspension was stored in B.O.D at 18 ° C for later
identification by means of DNA analysis. After data collection, the species were
identified as Steinernema puertoricense, Pristionchus sp., Pristionchus pacificus and
Oscheius myriophila. After being identified, S. puertoricense was used to test
pathogenicity in Gonipterus platensis pre-pupae in order to search for a new potential
control method for the pest that afflicts Brazilian forest crops. Four different
concentrations of juvenile infective were tested, 50; 100; 200 and 400 Jls. This study
consisted of 10 repetitions for each treatment and distilled water used as a control.
Pre-pupae of G. platensis were individualized in plastic containers (10ml) with
autoclaved sand (4g) and inoculated with the concentrations of JIs of S. puertoricense.
After inoculation, after eight days, the mortality of the pre-pupae was verified and the
dead insects were placed individually in White traps for the exit of the infective
juveniles. Concentrations above 100 JIs were more efficient in the mortality of G.
platensis pre-pupae. The statistical design used was the Dunn test at the level of 5%
probability.

Keywords: Biological control. Diversity. Molecular. Forest pests.
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INTRODUCAO GERAL

O sucesso dos nematoides entomopatogénicos como agentes de controle
biolégico no manejo de insetos pragas na agricultura tem sido eficaz (YUKSEL et
al., 2018 ; YUKSEL; CANHILAL, 2018; MAJIC et al., 2019), particularmente aquelas
pragas agricolas que possuem ao menos uma fase do ciclo de vida no solo (CAMPOS-
HERRERA, 2015).

Uma grande vantagem dos nematoides entomopatogénicos como agentes de
controle biolégico € a capacidade que possuem de detectar seu hospedeiro via
anfideos ou 6rgaos sensoriais, a medida que se movem ativamente em direcdo ao
hospedeiro-alvo, ocultando-se em habitats enigmaticos, como no solo, onde larvas de
insetos também podem se esconder em casulos, ou pupas (EMELIANOFF et al.,
2008; SHAHID et al., 2012). A obtencao desses nematoides é feita basicamente por
meio de isolamentos realizados a partir de insetos infectados ou amostras de solo
(HOMINICK, 2002).

E de suma importancia conhecer a biodiversidade do local bem como a
variabilidade morfolégica pré-existente, molecular e sobretudo a patogenicidade
desses nematoides a insetos pragas de programas de controle biologico. A
identificacdo das populacdes de NEPS, adaptada as condicbes climéticas e
ambientais em diferentes areas, é fundamental para o controle sustentavel de pragas
em programas de manejo integrado pragas em areas agricolas do Brasil (DE BRIDA,
et al., 2017).

As espécies de nematoides podem ser identificadas de diferentes formas, a
caracterizacao molecular com base no sequenciamento da subunidade de rDNA (28S)
tem se mostrado uma ferramenta eficiente para esse fim (THANWISAI et al. 2012;
KARABORKLUA et. al., 2015; CIMEN et. al., 2016; DE BRIDA, et al., 2017), pois a
baixa variagdo morfoldgica e caracteristicas semelhantes nesse grupo dificultam a
identificacdo (DOLINSK et al., 2008).

Em regides em que essa diversidade ainda néo foi explorada, faz se necessario
o inicio de estudos basicos, principalmente relativos a amostragens, isolamento,
identificacdo taxondmica, biologia, ecologia, testes de patogenicidade, producéo in
Vivo e in vitro, formulacédo e incorporacéo de espécies nativas em programas de MIP,
como uma nova ferramenta contra pragas de importancia econémica (MOLINA
ACEVEDO et al., 2005).


https://link-springer-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/article/10.1186/s41938-019-0141-9#CR37
https://link-springer-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/article/10.1186/s41938-019-0141-9#CR36
https://link-springer-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/article/10.1186/s41938-019-0141-9#CR23
https://bioone.org.ez87.periodicos.capes.gov.br/journals/African-Entomology/volume-27/issue-2/003.027.0279/A-Review-of-the-Biology-and-Control-of-Phlyctinus-callosus/10.4001/003.027.0279.full#bibr13
https://bioone.org.ez87.periodicos.capes.gov.br/journals/African-Entomology/volume-27/issue-2/003.027.0279/A-Review-of-the-Biology-and-Control-of-Phlyctinus-callosus/10.4001/003.027.0279.full#bibr13
https://bioone.org.ez87.periodicos.capes.gov.br/journals/African-Entomology/volume-27/issue-2/003.027.0279/A-Review-of-the-Biology-and-Control-of-Phlyctinus-callosus/10.4001/003.027.0279.full#bibr53
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Os nematoides entomopatogénicos estao distribuidos por todo o globo, com
diferentes espécies e grupos de acordo com as regides geograficas (TARASCO et. al
2015; TUMIALIS et. al. 2016). Os NEPs estdo agrupados em trés géneros,
Steinernema, Heterorhabiditis e Neosteinernema, associados a bactérias simbiontes,
na qual o género Steinernema esta usualmente associado a bactérias do género
Xenorhabdus e Heterorhabiditis a bactérias do género Photorhabdus (POINAR, 1990;
BOEMARE et al., 1993).

Em muitos paises, informacgfes a respeito da interacdo dos NEPS com suas
bactérias simbidticas ainda sdo escassas, inclusive no Brasil. Atualmente duas
espécies ja foram consideradas nativas no Brasil, Heterorhabditis
amazonensis (ANDALO et al., 2006) e Steinernema braziliense por Nguyen et. al
(2010), entretanto, véarias outras ja foram relatadas em nossos solos como
Neoaplectana glaseri (Steiner, 1929) Heterorhabditis (Rhabditis) hambletoni (Pereira,
1937), Heterorhabditis baujardi (Phan; Subbotin; Nguyen; Moens, 2003), Steinernema
diaprepesi, Steinernema rarum, Heterorhabditis indica, Metarhabditis rainai e
Oscheios tipulae (Lam & Webster, 1971), ambas relatadas em é&reas agricolas e
vegetacao nativa em diferentes regides brasileiras (ROSA et al., 2013)

Mais recentemente, o0 género Oscheius (Sudhaus, 1976) também foi
considerado como organismo entomopatogénico, pois espécies desse
género normalmente estdo associadas a bactérias entomopatogénicas, no entanto,
nao carregam as mesmas dentro de seu corpo, como em Steinernema e
Heterorhabiditis, mas em sua superficie corporal. Quando as bactérias estado
presentes, Osheius spp. é capaz de infectar e matar diferentes espécies de insetos
(TORRES-BARRAGAN et al., 2011). Atualmente poucos s&do o0s estudos
demonstrando a efetiva contribuicdo de Oscheius spp. dentro do controle biolégico,
uma vez que a maioria das espécies deste género possui habito de parasita facultativo
(YE et al., 2011).

Em meio ao numero crescente de novas espécies de nematoides
entomopatogénicos descritas, ha incerteza sobre o enquadramento de algumas delas
nos critérios para serem consideradas nematoides entomopatogénicos e seu potencial
uso em programas de controle biol6gico (CAMPOS-HERRERA et al., 2015; DILLMAN
et al., 2012a; RAE e SOMMER, 2011). Tal fato provavelmente se deve a uma
avaliagdo inicial incompleta sobre as caracteristicas dos nematoides de marca

registrada dos NEPs ao se avaliar uma nova espécie (ZANG et. al. 2019).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1519-69842016005115104&script=sci_arttext#B020
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1519-69842016005115104&script=sci_arttext#B034
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1519-69842016005115104&script=sci_arttext#B037
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0065
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0095
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0095
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0255
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Diante do exposto, os objetivos do trabalho consistiram em conhecer a
diversidade de nematoides em diferentes localidades do Brasil e avaliar a viruléncia
destes nematoides em fases pupais de Gonipterus Platensis, importante praga de

cultivos florestais brasileiros.
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CAPITULO 1 - Levantamento de nematoides entomopatogénicos em areas
agricolas e comparacédo de metodologias de amostragem

Resumo

A descricdo de novas espécies de nematoides entomopatogénicos (NEPs) é de
fundamental importéncia para validar o potencial destes organismos como agentes de
controle biolégico no Brasil. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar espécies
de NEPs coletadas em diferentes areas do pais. Duas metodologias de coleta foram
testadas no presente estudo. Na metodologia 1, amostras de solo foram coletadas em
campo no perfil de solo a 20 cm de profundidade, levadas para condicdes de
laboratorio e acondicionados em recipientes (250 ml), onde lagartas de Galleria
mellonella, Tenebrio molitor, e Diatraea saccharalis foram colocadas individualizadas
neste solo e armazenados a temperatura de 25°C por sete dias avaliando-se
diariamente a mortalidade. Os cadaveres dos insetos foram lavados com hipoclorito a
0,5% e posteriormente com agua destilada e isolados em armadilha de White para
confirmacdo da morte por NEPs. A metodologia 2 consistiu em levar armadilhas
confeccionadas com tela de metal contento os mesmos insetos isca, com trés
individuos em cada armadilha separadas por espécie. Trés armadilhas foram
enterradas no solo de cada ponto coletado para a metodologia 1, e desenterradas
apos sete dias. Os insetos mortos receberam o mesmo tratamento da metodologia 1.
Os isolados obtidos nas duas metodologias foram inoculados novamente em fases
larvais de T. molitor para multiplicacéo do isolado. As espécies foram identificadas por
meio de sequenciamento molecular de DNA pela amplificacéo da expansédo D2/D3 do
gene 28S do rDNA. O isolado obtido da populacdo MOP2, foi idéntico a sequéncia
genética de Steinernema puertoricense com 99.99% de similaridade, enquanto MOPS5,
MOP6 e MOPG6S foram idénticas entre si e iguais a sequéncia de Oscheius myriophila.
As sequéncias das populagcbes MOP1 e MOP3 corresponderam a Pristionchus
pacificus. Dois grupos entomopatogénicos foram formados, correspondendo a
espécie S. puertoricense e nematoides do género Oscheius. A metodologia 2 foi mais
efetiva na recuperacdo dos nematoides quando comparada a metodologia 1. Em
relacdo aos insetos isca utilizados no estudo, G. mellonella demonstrou-se mais

eficiente na captura nos nematoides com 12.5% de amostras positivas.

Palavras-chave: Controle biol6gico. NEPs. Molecular.



21

Survey of entomopathogenic nematodes in agricultural areas and comparison
of sampling methodologies

Abstract

The identification of new species of entomopathogenic nematodes (NEPs) or
identification of species already described has great importance to validate the
potential of these organisms as biological control agents in Brazil. This research aimed
to isolate and identify NEP species collected in different areas of the country; thus, two
collection methodologies were tested. In methodology 1, soil samples were collected
in the field at 20 cm depth, taken to nematology laboratory and stored in sterile
containers (250 ml), where Galleria mellonella, Tenebrio molitor, and Diatraea
saccharalis were placed individually on this soil and stored at 25 ° C for seven days
and evaluated daily. The dead insects were isolated in White's trap to confirm their
death by NEPs. In contrast, a second methodology was tested in the field, carrying
traps made with 8x8 cm wire mesh containing the same bait insects, with three
individuals in each trap separated by species. Three traps were buried at each point
collected for methodology 1 and unearthed after seven days in the soil to recover
NEPs. Dead insects were removed from the traps washed with 10% hypochlorite and
distiled water and transferred to White traps. The isolates obtained in both
methodologies were inoculated again in new larval phases of T. molitor for
multiplication of the isolate. The species were identified by molecular DNA sequencing
by amplifying the D2/D3 expansion of the 28S rDNA gene. The sequences of the
MOP2 population were identical with 99.99% similarity to those of Steinernema
puertoricense, while MOP5, MOP6 and MOPG6S were identical to each other and equal
to the sequence of Oscheius myriophila. The sequences of the MOP1 and MOP3
populations corresponded to Pristionchus pacificus. Only one group of
entomopathogenic nematodes with potential for commercial use was formed,
corresponding to the species S. puertoricense. Method 2 was more effective in
recovering nematodes when compared to methodology 1. Regarding the bait insects
used in this study, G. mellonella was the most efficient to capture nematodes with

12.5% of positive samples.

Keywords: Biological control. NEPs. Molecular.
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1.1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Rhabditida:
Steinernematidae e Heterorhabditidae) como controle biologico de pragas vem sendo
utilizado com sucesso em diversos paises, especialmente para aquelas que possuem
ao menos uma fase do ciclo no solo (LEITE et al., 2006; NEGRISOLI et al., 2010). Os
NEPs possuem uma distribuicdo geografica ampla e grande capacidade de
sobrevivéncia e de adaptacao a estresses ambientais, 0 que 0s torna vantajosos para
0 manejo integrado de pragas (MIP) (GLAZER; SALAME, 2000; DE BRIDA, 2017).

Os nematoides entomopatogénicos sao capazes de causar a morte do inseto
hospedeiro rapidamente, devido principalmente a associacdo mutualistica com
bactérias do género Xenorhabdus e Photorhabdus (Poinar; Grewal, 2012), que ap6s
liberadas na hemolinfa do inseto resultam em r4pida mortalidade do hospedeiro em
cerca de 24 a 48 horas, iniciando o processo de bioconverséo do cadaver e gerando
alimento aos nematoides (FERRAZ, 1998; HOMINICK, 2002; ALMENARA et al.,
2012).

O nematoide entomopatogénico com maior distribuicio mundial € o
Steinernema feltiae (Filipjev, 1934), com relatos em mais de trinta paises seguido por
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar, 1976) relatado em mais de vinte e cinco paises.
Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) e Heterorhabditis indica (Poinar; Karunakar;
David, 1992) também se encontram entre as espécies mais distribuidas (POINAR;
KARUNAKAR; DAVID, 1992). Com frequéncia, S. feltiae e S. carpocapsae tém sido
relatados predominantemente em paises de clima temperado, enquanto H.
bacteriophora e H. indica possuem relatos concentrados em paises tropicais e
subtropicais (BURNELLI; STOCK, 2000; HOMINICK, 2002).

Neoaplectana glaseri  (Steiner,1929) foi 0 primeiro nematoide
entomopatogénico registrado no Brasil, encontrado em ovo de Migdolus fryanus
(Westwood, 1863), popularmente conhecido como bicudo-da-cana-de-agucar, na
Usina Amélia em Santa Rosa de Viterbo, Estado de Sdo Paulo, na cultura da cana-
de-acucar (PIZANO et al., 1985).

Embora a maioria dos nematoides entomopatogénicos recuperados ja
identificados no campo tenham sido isolados de insetos naturalmente infectados,
usualmente € mais comum recupera-los por meio de isca com insetos suscetiveis
(BEDDING; AKHURST, 1974). A larva de traca do favo, Galleria mellonella (L.), € a
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mais utilizada para este fim, oferecendo uma producédo de JIs elevada e sendo
frequentemente utilizada na multiplicacdo da maioria das espécies de nematoides
entomopatogénicos dos géneros Steinernema e Heterorhabditis. No entanto, outros
insetos podem ser utilizados como alternativa para producdo de juvenis, como
Tenebrio spp. (Coleoptera: Tenebrionidae), Spodoptera frugiperda (Smith),
(Lepidoptera: Noctuidae) e Amyelios transitella (Walker) (DUTKY et al., 1964;
GAUGLER; HAN, 2002).

Dessa forma o objetivo deste trabalho foi conhecer a diversidade de
nematoides entomopatogénicos coletados em diferentes areas de cultivos agricolas e
florestais do Brasil para possivel utilizacdo no controle biolégico de pragas. Além

disso, comparar duas metodologias de captura dos nematoides presentes no solo.

1.2 MATERIAL E METODOS

Amostras de solo para isolamento de NEPs foram coletadas em areas agricolas e
florestais em Botucatu e Itapetininga no estado de Sao Paulo, Alegre no estado do
Espirito Santo, Itamarandiba em Minas Gerais e Itiquira no estado do Mato Grosso
entre setembro de 2018 a julho de 2019. Totalizando 54 amostras. Destas, 36, foram
coletadas em areas de cultivo de eucalipto (Eucalyptus sp.), seis em area de cafeeiro
(Coffea arabica L.); seis em area de cultivo de feijoeiro (Phaseulus vulgaris L.) e outras
seis em pastagem.

Cada amostragem foi realizada em area de 8 m?, com seis pontos amostrados,
distribuidos equidistantes a cada 2 metros. Em cada ponto foram retiradas amostras
de solo de 0-25 cm de profundidade que foram levadas para o laboratério de
Nematologia Agricola (Metodologia 1). No mesmo ponto, armadilhas contendo insetos
isca foram enterradas no solo (Metodologia 2). As coordenadas geogréficas de cada
ponto amostrado foram obtidas por meio de aparelho de GPS Garmin Etrex Vista H
2.8.

1.2.1 Metodologia 1: Metodologia padrao de coleta de solo

Amostras do perfil do solo foram retiradas de cada ponto de amostragem por
area e colocadas em sacos de polietileno de um litro de capacidade para evitar a
desidratacédo. As amostras foram devidamente etiquetadas, armazenadas em caixas

de isopor e encaminhadas ao Laboratério de Nematologia Agricola, UNESP/FCA,
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Botucatu, SP. No laboratorio as amostras de solo foram acondicionadas em potes de
plastico de polietileno de 250 mL. Neste solo, foram inseridos nove insetos isca, sendo
trés lagartas de quinto instar de Galleria mellonella, trés fases juvenis de Tenebrio
molitor, e trés lagartas de quinto instar de Diatraea saccharalis. Os recipientes foram
fechados e mantidos a temperatura ambiente de 25+2°C. A partir do terceiro dia, 0s
insetos isca foram observados diariamente, a fim de verificar a sua mortalidade. Apos
sete dias, 0 solo e os insetos vivos foram descartados.

Larvas de G. mellonella, D. saccharalis e larvas de T. molitor mortos, ou com
sintomas de infeccdo por nematoides entomopatogénicos foram retiradas dos
recipientes, lavadas com hipoclorito de sédio a 0,5% e posteriormente com agua
destilada e devidamente transferidas para armadilhas (White, 1927). Os JiIs obtidos
foram inoculados em novos juvenis de T. molitor para a multiplicagcdo do isolado
seguindo os postulados de Koch (1877) para posterior identificacdo da espécie de

nematoide entomopatogénico.

1.2.2 Metodologia 2: Armadilhas com insetos isca inseridos diretamente no

campo

Armadilhas com tela de metal inox trama fina com dimensdes de 8x8 cm foram
levadas a campo com insetos nove insetos isca, trés insetos de cada, separados por
espécie; em cada ponto trés armadilhas foram utilizadas. Nos 54 pontos amostrados
foram utilizadas 162 armadilhas, 54 para cada espécie. Em cada ponto amostrado trés
armadilhas foram enterradas no solo, distribuidas aleatoriamente no mesmo ponto
retirado para avaliagdo da metodologia 1, sendo uma armadilha contendo trés lagartas
de G. mellonella, e as demais com trés fases juvenis de T. molitor e trés lagartas de
D. saccharali, buscando a recuperacdo de nematoides entomopatogénicos. Sete dias
apos insercdo no solo, as iscas foram desenterradas e levadas ao Laboratoério de
Nematologia Agricola, UNESP/FCA, Botucatu, SP.

Os insetos mortos foram retirados das armadilhas, lavados rapidamente com
hipoclorito de sodio (0,5%) e 4gua destilada para evitar contaminagéo e devidamente
transferidos para armadilhas do tipo White, (1927). Os juvenis obtidos das armadilhas
de White foram inoculados em fases juvenis de T. molitor para a multiplicacdo do
isolado e posteriormente armazenados em BOD a 18°C para identificagcdo das

espécies.
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1.2.3 Identificagdo molecular das espécies coletadas

Para identificacdo das espécies coletadas, o0 DNA gendmico foi extraido de 50
juvenis infectantes retirados da solucéo coletada das armadilhas de White e colocados
em 50ul de NaCl 0,85%, pelo método de extracdo Worm Lysis Buffer (WLB), adaptado
(WILLIAMS et al., 1992; HOLTERMAN et. al., 2006). As amostras foram submetidas
a PCR a 65 °C por 2 h, 99 °C por cinco minutos e armazenadas a -20 °C (CONSOLI
et. al. 2012). Os iniciadores universais D2A (5'-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3")
e D3B (5TCGGAAGGAACCAGCTACT A-3) foram utilizados para amplificar o
segmento de expansdo D2 / D3 do 28S rDNA por PCR (AL-BANNA et. al., 2004). Um
total de 12,5 pyL de Gotaq Hot Start (Promega, Sao Paulo, Brasil), com os reagentes
necessarios para areacao: 5 U/ uL de Taq, 100 mM de cada NTP e 25 mM de MgCl 2,
9,5 uL de agua livre de nuclease (Promega), e 1 mL de cada iniciador [10 mM] e 1 mL
de cDNA de cada populacédo representativa das espécies alvo e nado alvo, totalizando
25 mL por reacéo, foram submetidos a pCR a 94 ° C por sete minutos; seguido de 35
ciclos a 94 ° C por 60 segundos, 55 ° C por 60 segundos, 72 ° C por 60 segundos; e
72 ° C por 10 minutos (MRACEK et. al., 2006). Foram utilizados 5 L de produto de
PCR para eletroforese em tampédo TAE (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (0,02 mg / mL), visualizado e
fotografado sob luz UV. O resultado da amplificacdo foi comparado com o marcador
de peso molecular VIII.

Os fragmentos amplificados do rDNA de expansdo D2 / D3 28S foram
sequenciados com o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) (OLIVEIRA et. al.,
2009). Uma mistura de reagentes contendo 2 yL de Big Dye, 3,2 mmol de iniciadores
sensoriais, 3,0 uL de produto amplificado contendo 400 ng de DNA e 2,0 mL de agua
foi preparada para o final do produto da reacdo de PCR. A reacdo para
sequenciamento foi realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Applied
Biosystems) com posterior purificacdo do produto amplificado por precipitacdo com
isopropanol. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por trés minutos e a
eletroforese realizada em uma unidade Sequenciador de DNA ABI Prism 377 (Applied
Biosystems).

As sequéncias foram alinhadas e comparadas a identificagdo do polimorfismo
de nucleotideos com o auxilio do Programa Editor de Sequéncias de BioEdit

Aligment. As sequéncias populacionais de NEPs foram comparadas com outras



26

espécies de nematoides no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

para identificacdo com base na similaridade genética.

1.3 RESULTADOS

Todos os nematoides provenientes dos insetos isca de campo foram capazes
de ocasionar a morte dos insetos em laboratério. Os nematoides foram encontrados
em nove amostras de um total de 54, correspondendo a 17% de recuperacao. Das
nove amostras positivas para nematoides, sete (13%) foram por meio do uso de
armadilhas em campo com os insetos isca (metodologia 2), sem a deteccdo de
nematoides amostras retiradas do perfil do solo no mesmo ponto e levadas a
laboratério (metodologia 1). Em apenas um ponto da coleta na cidade de Botucatu-
SP, na amostra MOPG6, foi possivel recuperar nematoides tanto nas armadilhas de
campo, como nas amostras levadas para o laboratério, e em um ponto da coleta, na
cidade de Rondondpolis-MT, a deteccdo ocorreu somente na amostra levada para o
laboratorio (ISSO 1) (Tabela 1).

Todos os isolados encontrados, independente da metodologia utilizada, foram
provenientes de amostragens nos estados de Sao Paulo e Mato Grosso,
correspondendo a 17% das amostras coletadas. Nos demais pontos amostrados nao
houve deteccao de nematoides.

A deteccao de nematoides foi maior em areas florestais que nos demais habitat
amostrados. Das 36 amostras provenientes de plantios de eucalipto, oito
apresentaram nematoides, correspondendo a 22%. Destes, sete foram detectados por
meio de armadilhas em campo (metodologia 2), os quais foram denominados FPP2,
MOP1, MOP2, MOP3, MOP5, RPP3 e RPP5. Em apenas um dos pontos 0s
nematoides foram detectados tanto nos insetos iscas das armadilhas, como daqueles
de laboratorio (Metodologia 1), denominado (MOP6). Nos demais pontos; amostrados

em cafeeiro, feijoeiro e pastagem; ndo foram detectados nematoides.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1 - Local de amostragem, amostra positiva para nematoides,
espécies de nematoides encontradas, metodologia de recuperacao utilizada e
cultura anuais e florestais em que foram encontradas de setembro de 2018 a
julho de 2019

Local Amostra Espécie Metodologia Cultura
Séo Paulo FPP2 S. puertoricense 2 Eucalipto
Mato Grosso ISSO1 O. myriophila 1 Algodéo
Séo Paulo MOP1 Pristionchus sp. 2 Eucalipto
Séo Paulo MOP2 P. pacificus 2 Eucalipto
Séo Paulo MOP3 P. pacificus 2 Eucalipto
Séo Paulo MOP5 O. myriophila 2 Eucalipto
Séo Paulo MOP6 O. myriophila le?2 Eucalipto
Séo Paulo MOPG6S Pristionchus sp. 1 Eucalipto
Séo Paulo RPP3 P. pacificus 2 Eucalipto
Séo Paulo RPP5 O. myriophila 2 Eucalipto

*Género; Steinernema, S., Oscheius, O., Pristiochus, P.

Dentre as espécies de insetos utilizadas como iscas, G. mellonella foi a mais
eficiente (Figura 1). Das 56 armadilhas contendo G. mellonella, oito foram positivas
para nematoides. Apenas trés das armadilhas contendo T. molitor detectaram
nematoides, enquanto dentre aquelas com D. saccharalis, apenas uma capturou

nematoides.
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Figura 1 - Frequéncia de insetos isca de Galleria mellonella, Tenebrio molitor e
Diatraea saccharalis infectados por nematoides nas duas metodologias de

amostragem pelo Software estatistico Minitab 16

Metodologia 2 Metodologia 1
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A amplificacdo da expansdo D2/D3 do gene 28S do rDNA das populacdes de
NEPs encontradas produziram fragmentos de 590 pares de bases (pb), cujas
sequéncias foram depositadas no GenBank de AF331903.1 a KX100772.1 (Tabela 2).
As sequéncias da expansédo D2/D3 do gene 28S (rDNA) da populacao de Jis

da amostra FPP2 foram idénticas do isolado Steinernema puertoricense do banco de
dados GenBank (gi 16269582), com 99.99% de similaridade. A espécie foi encontrada
associada em armadilhas utilizadas na metodologia 2 em lagartas de G. mellonella.
A técnica das sequéncias de codigo de barras do DNA mostrou que o gene
D2/D3 28S rDNA de expansao das populacdes de nematoides de ISO 1; MOPS5;
MOPG6 e RPP5 obtiveram sequéncias idénticas a de Oscheius myriophila com nimero
de acesso gi 48869079 de acordo com o banco de dados GenBank. As populacoes
de MOP5 e RPP5 foram encontradas em armadilhas (metodologia 2) associados a
lagartas de G. mellonella e T. molitor, RPP5 foi a Unica populagdo encontrada
associada a lagartas de D. saccharalis. As populacdes de ISO 1 e MOP6 foram

detectadas associadas somente em lagartas de G. mellonella.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX100772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT4CF9S014
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As populacbes de nematoides das amostras MOP1 e MOP6S obtiveram
sequéncias idénticas ao género Pristionchus, enquanto que as populacdes de MOP2,
MOP3 e RPP3 tinham a mesma sequéncia da espécie Pristionchus pacificus (Tabela
1), todas associadas a lagartas de G. mellonella e T. molitor.

O nematoide entomopatogénico Steinernema puertoricense foi encontrado em
uma das amostras de area de plantio de eucalipto, em solo argiloso em cultivo florestal
de hibrido E. urophyls x E. grandis em Botucatu, SP mediante a armadilha na amostra
FPP2 em lagartas de G. mellonella.

Oscheius myriophila foi detectado em cultivos florestais em Botucatu, Sao
Paulo, Brasil em solo argiloso com Eucalyptus sp. e em cultivo de algodéo (Gossypium
sp.) em ltiquira, Mato Grosso, Brasil, ambos locais com solo argiloso associado a
lagartas de G. mellonella.

Todas as populacdes de Pristionchus e Oscheius foram encontradas em
Botucatu, SP, Brasil em solos argilosos cultivados com Eucalyptus sp. associados a

lagartas de G. mellonella e fases larvais de T. molitor.
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Tabela 2 - Cdédigo (Cod.), espécies, local de coleta (Local), tipo de solo (Solo), cultura, coordenadas geograficas

(Coordenadas) e época de coleta (Datas) de nematoides entomopatogénicos (NEPs) em areas com plantas anuais e

florestais de setembro de 2018 a julho de 2019 no Brasil

*Género; Steinernema, S., Oscheius, O., Pristionchus, P., Local, Botucatu (Bo), ltiquira (ltig), Tipo de solo, argiloso (Arg.), Arenoso (Are.), Espécie de inseto;

Espécie de
Cod Espécie Local Solo  Cultura inseto Coordenadas (S; W) Data
colonizada
AF331903.1 S. puertoricense Bo (SP) Are. Eucalipto G. mellonella 22°57.643; 48°30. 978 03/09/2018
AY602176.1  O. myriophila  Itig (MT) Arg. Algodéo G. mellonella 17°09’; 54°45’ 06/09/2018
KT188868.1 Pristionchus sp. Bo (SP) Arg. Eucalipto G. mellonella 17°45.165; 042°48.046 18/10/2018
KY914570.1 P. pacificus Bo (SP) Arg. Eucalipto G. mellonella 23°01.555; 048°30.934 18/10/2018
KY914570.1  P.pacificus  Bo (SP) Arg. Eucalipto G'Tm;”(;)”r:g'r'a; 23°01.548; 048°30.935 18/10/2018
KX100772.1  O.myriophila  Bo (SP) Arg. Eucalipto G'Tmrenlmglrla; 23°01.555; 048°30.924 18/10/2018
KX100772.1  O.myriophila  Bo (SP) Arg. Eucalipto G'Tmrenlmglrla; 23°01.559; 048°30.927 18/10/2018
KT188868.1 Pristionchus sp. Bo (SP) Arg. Eucalipto G'Tmrenlmglrla; 23°01.559; 048°30.927 18/10/2018
KY914570.1 P. pacificus Bo (SP) Arg. Eucalipto G. mellonella 22°59.862',048°30.000" 29/10/2018
G. mellonella;
KX100772.1  O. myriophila  Bo (SP) Arg. Eucalipto T. molitor; D. 22°59.851; 048°29.991 29/10/2018
saccharalis

Galleria, G., Tenebrio, T., Diatraea, D.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT188868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT81UY0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY914570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFSZ3PDM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY914570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFSZ3PDM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX100772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT4CF9S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX100772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT4CF9S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT188868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT81UY0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY914570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFSZ3PDM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX100772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZFT4CF9S014

31

1.4 DISCUSSAO

Levantamentos nematolégicos por meio do uso de iscas vivas, sdo Uteis para
detectar espécies entomopatogénicas das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae, bem como outros rabditideos. A técnica molecular utilizada na
identificacéo foi adequada para identificar os isolados de nematoides, possibilitando o
conhecimento de sua biodiversidade e contribuindo para a deteccao de novos isolados
que possam ser utilizados em programas de controle biolégico de pragas de insetos.

A andlise dos resultados evidencia que a metodologia de amostragem 2 foi
mais eficiente quando comparada a metodologia 1 para captura dos nematoides,
resultado encontrado possivelmente pela capacidade dos nematoides captarem
estimulos no ambiente ou liberados por insetos por meio de 6rgdos cuticulares e
orgaos internos (VAN TOL et al., 2001; JONES, 2002; RASMANN et al., 2005).
Produtos de excrecéo e gradiente de temperatura (DOLINSKI, 2006) dos insetos das
armadilhas também podem ter colaborado para o direcionamento dos nematoides.

Os nematoides entomopatogénicos exibem comportamentos ativos de busca
de hospedeiros e mostram uma preferéncia por volateis vivos de hospedeiros de
insetos e até odores individuais associados, respondendo de uma maneira especifica
em cada espécie (DILLMAN et al., 2012b). Além disso, NEPs e outros nematoides
parasitas, utilizam uma variedade de pistas especificas em cada espécie, incluindo
temperatura (CASTELLETTO et al., 2014), tatil, mecénicas (LEWIS et al., 1992) e
pistas quimio sensoriais (CHAISSON e HALLEM, 2012; DILLMAN et al., 2012) para
localizar e infectar os hospedeiros adequados, o que pode vir a favorecer o maior
namero de pontos positivos para 0os nematoides na metodologia 2, também
consequentemente pela maior area de contato dos insetos isca com o solo local, a
medida que, na metodologia 1, a &rea de contato se torna menor pela quantidade de
solo retirada ser restrita a 250 ml de solo, o que indica que a metodologia € menos
eficiente na recuperacdo dos nematoides quando comparado a amostras de campo.

O nematoide entomopatogénico Steinernema puertoricense foi encontrado
associado a lagartas de G. mellonella infectadas pelos JIs em solo arenoso assim
como a primeira vez em que a espécie foi descrita em Porto Rico por Roman e
Figueiroa (1994) também em solo arenoso isolado e coletado de areia de Coqueiro
(Cocus nucifera) atraido por iscas vivas de G. mellonella assim como no presente

estudo.


https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0100
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0075
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0195
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0080
https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201119301648#b0100
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O nematoide S. puertoricense foi encontrado vivendo livremente no solo na
regido de Botucatu- SP, que possui condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento,
visto que foi postulada como possivelmente a primeira espécie do género
Steinernema descrita das ilhas do Caribe adaptada a um ambiente quente e umido,
assim como demais espécies do grupo glaseri que possuem preferencias por regides
subtropicais ou tropicais (NGUYEN; HUNT, 2007), presentes na regido em que a
espécie foi encontrada em Botucatu no estado de Sao Paulo .

O Instituto Biologico de Sdo Paulo vem avaliando agentes entomopatogénicos
buscando o controle biolégico de pragas importantes para a agricultura, S.
puertoricense (Roman & Figueroa) (1995) (IBCB-n6), e Heterorhabditis indica (Poinar,
Karunakar & David) (1992) (IBCB-n5) vem demonstrando-se promissores no controle
a campo de gorgulho da cana-de-agucar, Sphenophorus levis (Coleoptera:
Curculionidae), larvas da broca do rizoma da cana-de-acucar, Migdolus fryanus
(Coleoptera: Cerambicidae), e potenciais no controle de larvas de besouros
escarabeideos. O que pode ser um indicativo de sua eficiéncia em larvas do
coledptero G. platensis.

Entretanto, demais géneros, além de Heterorhabditis e Steinernema, sao
capazes de se alimentar e matar insetos, podendo comportar-se como parasitas
facultativos, como o nematoide Oscheius myriophila detectado em amostras de solo
(TORRES-BARRAGAN et al., 2011; TOMAZINI et. al. 2013), encontrado associado a
lagartas de G. mellonella e T. molitor em armadilhas de metal de trama fina enterradas
no solo. Ye et al. (2010) e Al-Zaidawi et al. (2019) também verificaram o potencial do
género Oscheius de infectar e matar Tenebrio molitor e Galleria mellonella,
respectivamente.

Oscheius spp. pode ser facilmente isolado de amostras de solo em diferentes
regibes do mundo possibilitando estudos genéticos de suas populacdes e
microevolucdo (FELIX, 2008). Segundo Parkison et. al (2004), o género Oscheius
(familia Rhabditidae) incluem representantes de vida livre e parasitas de vertebrados
e invertebrados, e séo parasitas facultativos, entomopatogénicos apesar de também
se alimentarem de outras fontes (YE et al., 2011). Nematoides da familia Rhabditidae
sdo geralmente bacteridfagos, encontrados em cadaveres de insetos (STOCK et. al.,
2005), tem uma ampla disponibilidade de fontes de alimento portanto, o que pode
estar relacionado as populacdes mais constantes no solo, demonstrando a facilidade

de encontra-los em relacdo as demais espécies relatadas no presente estudo.


https://ejbpc.springeropen.com/articles/10.1186/s41938-019-0136-6#ref-CR39

33

Tradicionalmente, o género Oscheius € dividido no grupo “Insectivora” que
contém possiveis patogenos de insetos e o grupo “Dolichura” composto
principalmente por espécies de vida livre. Algumas publicagfes recentes sugeriram
que o género € polifilético, com o grupo “Insectivora” proximo a familia
Heterorhabditidae (Zhang et al., 2008 , 2012 ) e, atualmente, as relagdes dentro do
género ndo sdo claras (JARASOVA et. al., 2014). Segundo Lephoto et. al (2015),
frequentemente espécies do género estdo associadas a bactérias endosimbiontes do
género Serratia sp. que sao patogénicas a insetos, o que pode explicar a eventual
mortalidade das lagartas de G. mellonella em campo por nematoides deste género
(DILLMAN et al. 2012a).

Recentemente, nematoides do género Oscheius (Rhabditida: Rhabditidae) vem
sendo apontados como agentes de biocontrole, no entanto os estudos desenvolvidos
com nematoides facultativos em campo evidenciando seu papel como potencial
agente de controle bioldgico ainda sdo escassos (TORRES-BARRAGAN et al., 2011).

Para Pristionchus pacificus, outro nematoide encontrado parasitando lagartas
de G. mellonella, encontra-se geralmente associado a besouros e € utilizado como um
sistema modelo em biologia evolutiva. Por possuir estilo de vida necromenico, pode
representar uma pré-adaptacao para o parasitismo (DIETERICH, et. al. 2008), o que
pode explicar a reproducao nas armadilhas com G. mellonella presentes no solo.

Como as armadilhas ficaram expostas por sete dias no solo, O. myriophila e
Pristionchus sp. podem ter estado presentes nas amostras beneficiando-se do
cadaver dos insetos por morte eventual que ndo seja atribuida essencialmente a
NEPs, visto que nematoides bacterivoros de vida livre podem competir com o0s
nematoides entomopatogénicos pelos cadaveres de insetos ricos em recursos no
ambiente do solo (CAMPOS-HERRERA et al.,, 2012 , CAMPOS-HERRERA et al.,
2015, DUNCAN et al., 2003 , DUNCAN et al., 2007), o que sugere que as proximas
amostragens a campo tenham periodos menores de exposi¢cdo das armadilhas no
solo, como quatro dias.

A auséncia de nematoides entomopatogénicos em areas com pastagem, café
e feijoeiro, sugere condi¢des inadequadas para a sobrevivéncia dos nematoides,
principalmente em relagdo a pastagem, na qual encontrava-se em periodo de
escassez de chuvas no momento da amostragem, com consequentemente baixa
umidade, o que pode desfavorecer a presenca de NEPs (WRIGHT, 1992 ;
GAUGLER; KAYA, 1990; EHLERS; PETERS, 1996 ). No entanto, a ndo deteccéo de
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nematoides na cultura do feijoeiro foi inesperada, visto que a mesma estava sob ampla
camada de palhada natural, e encontrava-se no periodo de chuvas na regido, o que
favorece a manutengcdo da umidade e temperatura do solo, fatores cruciais para
sobrevivéncia nematoides entomopatogénicos e mobilidade no solo (KAYA, 1990;
KOPPENHOFER et al. 1995; PERES et al. 2003). O namero de amostras de solo
coletados em pastagem foi reduzido, podendo dificultar a deteccdo dos NEPs no
presente estudo.

A area de cafeeiro amostrada apresentava o solo descoberto de palhada ou de
vegetacdo, 0 que pode ter interferido na presenca dos nematoides, visto que, a
locomocédo e persisténcia dos nematoides entomopatogénicos é maior quando as
taxas de matéria organica no solo séo superiores a 75% (GREWAL et. al, 2001).

Esse resultado também pode indicar a necessidade de um ndamero maior de
amostras colhidas em diferentes profundidades do solo quando auséncia de
vegetacdo e matéria organica, uma vez que, Li et. al. (2016) e Kary et. al. (2009)
verificaram que o habitat das espécies e o tipo de solo afetam diretamente a
recuperacéo de nematoides entomopatogénicos.

O levantamento nematolégico é de suma importancia principalmente para
identificacdo de espécies com potencial de controle biologico ja descritas e utilizadas
em demais paises em programas de controle bioldégico de pragas e que ainda néo

foram catalogadas no Brasil.

1.5 CONCLUSAO

A populacdo de nematoides parasitas de insetos da mesofauna estudada
foi constituida por espécies entomopatogénicas da familia Steinernematidae, como
Steinernema puertoricense, e por outros rabditideos como Oscheius myriophila,
além de nematoides do género Pristionchus sp.

Em relacédo as espécies utilizadas no presente estudo, Galleria mellonella
foi mais eficiente na recuperacdo de nematoides em relacdo as demais espécies
utilizadas.

No que se refere as metodologias utilizadas, as armadilhas levadas

diretamente ao campo foram mais eficientes.
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CAPITULO 2- Patogenicidade de Steinernema puertoricense a Gonipterus

platensis (Coleoptera: Curculionidae)

Resumo

O setor brasileiro de base florestal € considerado um dos mais desenvolvidos e
competitivos do mundo. Segundo IBGE (2018), o pais possui cerca de 9,85 milhdes
de hectares de florestas plantadas, onde 75,2% correspondem ao eucalipto,
concentradas principalmente nas regiées Sul e Sudeste, que correspondem a 36,1%
e 25,4% do valor total de producdo respectivamente. No entanto, o gorgulho do
eucalipto, praga que tem ocorrido em surtos distribuida por quase todas as regifes,
tem ocasionado perdas nas principais regides produtoras. Gonipterus platensis
(Coleoptera: Curculionidae) € um inseto desfolhador com origem na Australia e
encontra-se presente no pais a mais de 30 anos ocasionando danos. O manejo da
praga € realizado com a utilizacdo de agentes de controle biologico, destacando-se o
parasitoide de ovos Anaphes nitens (Hymenoptera: Mymaridae) e o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana. No entanto, alguns surtos ndo séo facilmente
controlados. Desta forma, visando manter o nivel populacional da praga abaixo do
limiar de dano, o presente trabalho visou avaliar a patogenicidade de Steinernema
puertoricense (Rhabditida: Steinernematidae) no controle do G. platensis. Para tal,
foram quatro niveis populacionais de S. puertoricense (0; 50; 100; 200 e 400 Jls
infectivos por parcela). Cada tratamento constou de 10 repeticbes, com parcelas
constituidas de uma fase larval de G. platensis em cada copo com areia esterilizada
com cerca de 5 cm de altura. Decorridos oito dias da inoculagédo, a mortalidade das
ninfas foi avaliada. Os dados foram analisados pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade pelo programa Sirvar. Foi possivel observar que os tratamentos a partir
de 100 JIs causaram mortalidades superiores a 80%, enquanto a menor concentracao
obteve valores proximos a 10%. As maiores concentra¢cdes causaram cerca de 90%

de mortalidade, demonstrando-se promissoras no controle de G. platensis.

Palavras-Chave: Controle biologico. Eucalipto. Nematoides entomopatogénicos.
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Pathogenicity of Steinernema puertoricense in Gonipterus platensis

(Coleoptera: Curculionidae)

Abstract

The Brazilian forest-based sector is consideredthe most developed and competitive in
the world. According to IBGE (2018), the country has about 9.85 million hectares of
planted forests, where 75.2% correspond to eucalyptus, concentrated mainly in the
South and Southeast, which correspond to 36.1% and 25.4%. of the total production
value respectively. However, an outbreak pest spread throughout almost all regions
known as eucalyptus weevil has caused losses in the main producing regions.
Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae) is a leafless insect originating in
Australia and has been present in the country for over 30 years causing damage. Pest
management is performed using biological control agents, especially the egg
parasitoid Anaphes nitens (Hymenoptera: Mymaridae) and the entomopathogenic
fungus Beauveria bassiana. However, some outbreaks are not easily controlled. Thus,
aiming to keep the pest population level below the damage threshold, the objective of
the present work was to evaluate the pathogenicity of entomopathogenic nematodes
to control G. platensis. For this, four distinct concentrations were tested, 50; 100; 200
and 400 infectious Jis by repetition of Steinernema puertoricense (Rhabditida:
Steinernematidae), respectively. Each repetition was equivalent to one treatment,
consisting of 10 repetitions each and distilled water as a witness. After inoculation,
after eight days, the mortality of the nymphs was evaluated at each repetition. Data
were analyzed by Tukey test at 5% probability by Sirvar software. It was observed that
the treatments from 100 Jls caused mortality higher than 80%, while the lowest
concentration obtained values close to 10%. Higher concentrations caused about 90%

mortality, showing promise for controlling G. platensis.

Keywords: Biological control. Eucalyptus. Entomopathogenic nematodes.
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2.1INTRODUCAO

Gonipterus (Coleoptera: Curculionidae) € originario da Australia, atualmente
distribuido por quase todas as regides produtoras de eucalipto no mundo. A principal
espécie é Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae), conhecido como
gorgulho-do-eucalipto. Atualmente, um agravamento dos problemas com Gonipterus
sp. vem sendo observado em diversas regifes produtoras de eucalipto no mundo
(REIS et al., 2012; MAPONDERA et al., 2012).

Gonipterus platensis é uma das principais pragas causadoras de perdas na
cultura do eucalipto no Brasil e com maior area de ocorréncia (SOUZA et al., 2016).
Foi registrada pela primeira vez em 1979 na regido de Curitiba como Gonipterus
scutellatus (FREITAS, 1979) e hoje encontra-se distribuida pelos Estados de Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Espirito Santo (WILCKEN;
OLIVEIRA, 2015).

As injarias na planta sdo causadas pela alimentacdo de adultos e lagartas,
sendo essas responsaveis pelas desfolhas mais severas. Tais desfolhas podem levar
ao superbrotamento do ponteiro, deixando-o com aspecto envassourado, podendo
ocorrer bifurcacdo e entortamento do fuste e, em casos mais severos, a morte da
arvore (TOOKE, 1955; EPPO, 2005; SOUZA et al., 2016).

Quando as larvas chegam a fase de pré-pupa, elas sessam a alimentacao e
saem das copas das arvores para o solo, penetrando no mesmo. Ao atingirem o solo,
as pré-pupas constroem uma pequena camara pupal com formato ovalado constituida
de gréos de solo e cimentadas com uma substancia liquida excretada pela parte apical
do abdome (TOOKE, 1955; FREITAS, 1979). Dentro dessas camaras pupais o inseto
passa pelas fases de pré-pupa e pupa, emergindo cerca de 31 dias em novos adultos
(OLIVEIRA, 2006).

Ambas as espécies de Gonipterus presentes no Brasil foram devidamente
controladas pelo parasitoide Anaphes nitens (Girault) (Hymenoptera: Mymaridae) até
o final de 2012, quando ressurgiu como praga na regiao sul do Estado de S&o Paulo
e vem se disseminando pela regido central e pelo Parana (SOUZA et al., 2016). Desta
forma, novos agentes para o controle biolégico tém sido avaliados de forma a
minimizar as perdas causadas pela praga.

Os nematoides entomopatogénicos pertencentes a ordem Rhabditida vem

ganhando destaque no controle de pragas agricolas de solo. Embora sejam
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conhecidas mais de 30 familias de nematoides associados com insetos (VAN
DRIESCHE; BELLOWS JR, 1996), as familias mais conhecidas no controle de pragas
sdo Steinernematidae e Heterorhabditidae (DOLINSKI, 2006), sendo 0s géneros
Steinernema  (Familia: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Familia:
Heterorhabditidae) os mais utilizados como agentes de controle de pragas (ADAMS
etal., 2006), devido sua capacidade de infectar, proliferar e matar insetos de diferentes
ordens por meio de suas bactérias simbiontes que se multiplicam e colonizam o
hospedeiro rapidamente com a producdo de metabolitos, causando septicemia e
morte do inseto em 24 e 72 h (POINAR, 1990; DOLINSKI, 2006; HAZIR et al., 2003;
POPIEL; HOMINICK, 1992).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a patogenicidade de Steinernema
puertoricense em fases de pré-pupa de Gonipterus platensis.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Multiplicagéo e Identificacéo do isolado

Os JIs coletados em campo de eucalipto foram multiplicados em fase larval de
Tenebrio molitor e identificados utilizando andlise de DNA. Para isso, o DNA
gendmico foi extraido de 50 juvenis retirados da solucao coletada das armadilhas de
White e colocados em 50ul de NaCl 0,85%, pelo método de extracdo Worm Lysis
Buffer (WLB), adaptado (WILLIAMS et al., 1992; HOLTERMAN et. al., 2006). As
amostras foram submetidas a PCR a 65 ° C por 2 h, 99 ° C por cinco minutos e
armazenadas a -20 ° C (CONSOLI et. al. 2012). Os iniciadores universais D2A (5'-
CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3 ') e D3B (5 TCGGAAGGAACCAGCTACT A-3)
foram utilizados para amplificar o segmento de expanséo D2 / D3 do 28S rDNA por
PCR (AL-BANNA et. al., 2004). Um total de 12,5 pyL de Gotaq Hot Start (Promega, Sao
Paulo, Brasil), com os reagentes necessarios para a reagao: 5 U/ uL de Taq, 100 mM
de cada NTP e 25 mM de MgCl 2, 9,5 uL de agua livre de nuclease ( Promega), e 1
mL de cada iniciador [L0 mM] e 1 mL de cDNA de cada populacéo representativa das
espécies alvo e ndo alvo, totalizando 25 mL por reacdo, foram submetidos a pCR a
94 ° C por sete minutos; seguido de 35 ciclos a 94 ° C por 60 segundos, 55 ° C por 60
segundos, 72 ° C por 60 segundos; e 72 ° C por 10 minutos (MRACEK et. al.,
2006). Foram utilizados cinco pL de produto de PCR para eletroforese em tampao TAE
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) em gel de agarose a 1%, corado com brometo
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de etidio (0,02 mg / mL), visualizado e fotografado sob luz UV. O resultado da
amplificacéo foi comparado com o marcador de peso molecular VIII.

Os fragmentos amplificados do rDNA de expansdo D2 / D3 28S foram
sequenciados com o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) (OLIVEIRA et. al.,
2009). Uma mistura de reagentes contendo 2 uL de Big Dye, 3,2 mmol de iniciadores
sensoriais, 3,0 uL de produto amplificado contendo 400 ng de DNA e 2,0 mL de agua
foi preparada para o final do produto da reacdo de PCR. A reacdo para
sequenciamento foi realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Applied
Biosystems) com posterior purificacdo do produto amplificado por precipitacdo com
isopropanol. As amostras foram desnaturadas a 95 ° C por trés minutos e a
eletroforese realizada em uma unidade Sequenciador de DNA ABI Prism 377 (Applied
Biosystems).

As sequéncias foram alinhadas e comparadas a identificacdo do polimorfismo
de nucleotideos com o auxilio do Programa Editor de Sequéncias de BioEdit
Aligment. As sequéncias populacionais de EPN foram comparadas com outras
espécies de nematoides no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov )

para identificacdo com base na similaridade genética.

2.2.2 Multiplicagdo do nematoide

Para multiplicagéo de S. puertoricense, juvenis infectantes foram inoculados
em fases larvais de T. molitor, transferidas apds a morte para armadilhas White (1927).
Os juvenis obtidos das armadilhas foram colhidos em suspensédo e armazenados em

B.O.D a 18°C por no méximo trés dias antes de serem utilizados.

2.2.3 Teste de patogenicidade

Fases jovens de G. platensis foram coletadas em florestas de eucalipto com
presenca de surtos da praga. Foram acondicionados em potes devidamente
etiquetados e levados para condi¢des de laboratorio onde foram colocadas em mudas
de eucalipto e mantidas em gaiolas com tela de voal no laboratério de controle
biolégico de pragas florestais na Faculdade de Ciéncias AgronGmicas de Botucatu-
SP. Larvas penduradas nas mudas, quando estavam prontas para atingirem o solo,
em estadio de pré-pupa, foram previamente individualizadas em potes descartaveis
(50 ml) contendo areia autoclavada (4g). Posteriormente, juvenis infectivos de

Steinernema puertoricense foram aplicados sobre essas fases de pré-pupa de
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Gonipterus platensis em quatro concentracdes diferentes de Jis (50, 100, 200 e 400
JiIs por mL) para verificacdo da patogenicidade. Cada concentracdo equivaleu a um
tratamento e cada um foi composto por 10 repeticdes. No tratamento testemunha foi
aplicado 4gua destilada sobre as pré-pupas para comparacdo de dados. As parcelas
foram mantidas em B.O.D. ajustadas para 20°C, no escuro.

A mortalidade das pré-pupas foi verificada oito dias apds inoculacdo dos
juvenis infectivos para evitar que a avaliacdo antes deste periodo por acaso matasse
as pré-pupas por ferimentos mecéanicos. Pré-pupas mortas foram transferidas para
armadilha do tipo White (1927).

Decorridos dez dias, a suspensdo da armadilha foi coletada a cada trés dias
por 15 dias e armazenada em B.O.D a 18°C para a contagem do numero de juvenis
emergidos.

2.3 RESULTADOS

Decorridos oito dias ap0s inoculagéo do juvenis infectantes sobre as pré-pupas
de G. platensis, quando as mesmas ja se encontravam mortas, foi possivel observar
gue os tratamentos com concentracdo de 200 e 400 JIs proporcionaram maior
mortalidade das pré-pupas de G. platensis, com valores superiores a 80%, ja o
tratamento com a menor concentracao de juvenis infectivos (50), nota-se reducéo na
efetividade dos nematoides na mortalidade em relacdo os demais tratamentos,
resultando em mortalidade de apenas 40% (Figura 1-A).

Em relacdo a saida de nematoides entomopatogénicos do cadaver dos insetos,
foi possivel verificar que a maior concentracdo (400JIs) mantém-se como mais
eficiente também em relacao a saida de JlIs, provavelmente pelo maior nimero de JIs

gue entraram no corpo do inseto (figura 2- B).



48

Figura 1- A- Mortalidade de pré-pupas de Gonipterus platensis por Jis de

Steinernema puertoricense
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Figura 2- B- Emergéncia de Juvenis infectivos de Steinernema puertoricense em

pré-pupas de Gonipterus platensis em diferentes concentra¢fes
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2.4 DISCUSSAO

Foi possivel verificar no presente estudo que o nematoide entomopatogénico
Steinernema puertoricense € patogénico as ninfas de Gonipterus platensis,
demonstrando-se promissor como agente de biocontrole da praga. Entretanto,
concentracdes de juvenis infectivos superiores a 100 JIs, sdo mais indicadas para
aplicagdo visando controle da praga.

Demais autores citam a adicdo de nematoides entomopatogénicos como
eventuais agentes de controle de G. platensis, em que, observaram a patogenicidade
dos géneros Heterorhabiditis e Steinernema no biocontrole da fase do inseto que
ocorre no solo quando o mesmo se encontra em fase de pupa, demonstrando
resultados promissores para as espécies H. amazonensis e S. feltiae (HORTA et al.,
2017; NICOLETTI et al., 2018).

Assim como as demais espécies do género Steinernema, S. puertoricense
possui relacdo simbibtica com bactérias do género Xenorhabdus. Algumas bactérias
como Xenorhabdus nematophila e Xenorhabdus bovienii produzem cetonas, amidas
e compostos mais complexos como Xxenocumarinas (antibidticos) que podem
proporcionar efeito téxico a diversos organismos (BODE, 2009), sugerindo a atribui¢cdo
da mortalidade das ninfas ao efeito antibiético exercido pelas bactérias simbiontes.

Nota-se que com o aumento do numero de juvenis infectivos aplicados sobre
as pré-pupas a mortalidade das mesmas aumenta, o que sugere que ocorra pelo maior
namero de juvenis que penetram no corpo do inseto, o que consequentemente,
aumenta a resisténcia pelos NEPs as defesas imunolégicas do inseto por meio de
evasao ou supressdo (ALMENARA, 2012), facilitando a infec¢éo do inseto pelos Jis e
a liberacdo das bactérias simbiontes na hemolinfa.

No Brasil, S. puertoricense ja possui registro como biocontrole do gorgulho da
cana-de-acucar, o que pode facilitar o processo de certificacdo do nematoide
entomopatogénico também para o biocontrole de G. platensis em cultivos florestais,
posto que, pertence a mesma familia que Sphenophorus levis (Coleoptera;
Curculionidae).

Em outras espécies de Coleoptera, a eficiéncia no uso de NEPs para o controle
de varias pragas de importancia agricola ja foram comprovadas, incluindo larvas de
diversas espécies de gorgulhos, como exemplo o gorgulho da videira negra, o

gorgulho do pecan, o Curculio caryae (Horn) (Coleoptera: Curculionidae), larvas do
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gorgulho da raiz citrica Diaprepes abbreviatus (L.) (Coleoptera: Curculionidae)
( Shapiro-llan et al . 2002, 2003), e o gorgulho das frutas, Phlyctinus callosus
(Schonherr) (Coleoptera: Curculionidae) (FERREIRA; MALAN, 2014; DLAMINI et. al.,
2019) todos pertencentes a mesma familia do inseto estudado no presente trabalho o
gue confirma o potencial biocontrole da praga por entomopatdégeno.

Trabalhos em campo estdo sendo conduzidos voltados para o correto manejo
da praga, principalmente em relacdo ao uso de produtos biolégicos, uma vez que,
atualmente o principal método de controle do gorgulho é realizado por meio do uso do
parasitoide de ovos Anaphes nitens, visando diminuir a densidade populacional da
praga e os surtos em regides produtoras de eucalipto (JEGER et al., 2018).

No entanto, técnicas de aplicagdo em larga escala também precisam ser
avaliadas, além de testes persisténcia dos Jis (ALVES et. al., 2009) em cultivos
florestais em periodos maiores devem ser realizados assim como técnicas de
producéo e formulacdes adequadas que facilitem e disponibilizem tais recursos para
0 produtor. Mesmo assim, S. puertoricense aplicado em suspensdo aquosa
demonstrou-se eficiente no controle de G. platensis.

2.5 CONCLUSAO

O nematoide entomopatogénico S. puertoricense é patogénico a Gonipterus
platensis, demonstrando-se um potencial agente de controle biol6gico. Entretanto,
concentracGes acima de 100 Jls sdo as mais indicadas para eficacia do nematoide

como controle biolégico da praga.

REFERENCIAS

ADAMS, B. J. et al. Biodiversity and systematics of nematode-bacterium
entomopathogens. Biological Control, San Diego, v. 37, p. 32-49, 2006.

ALMENARA, D. P. et al. Nematoides Entomopatogénicos. Topicos Avancados em
Entomologia Molecular, INCTEM, v. 16, p. 1-40, 2012.

AL-BANNA, L. et al. Discrimination of six Pratylenchus species using PCR and
species-specific primers. Journal of Nematology, Orlando, v. 36, 142- 146, 2004.

ALVES, V. S. et al. Testes em condi¢Bes para o controle de Dysmicoccus texensis
(Tinsley) (Hemiptera, Pseudococcidae) em cafeeiro com nematoides
entomopatogénicos do género Heterorhabditis (Rhabditida,


https://bioone.org.ez87.periodicos.capes.gov.br/journals/African-Entomology/volume-27/issue-2/003.027.0279/A-Review-of-the-Biology-and-Control-of-Phlyctinus-callosus/10.4001/003.027.0279.full#bibr57
https://bioone.org.ez87.periodicos.capes.gov.br/journals/African-Entomology/volume-27/issue-2/003.027.0279/A-Review-of-the-Biology-and-Control-of-Phlyctinus-callosus/10.4001/003.027.0279.full#bibr60

51

Heterorhabditidae). Revista Brasileira de Entomologia, Sao Paulo, v. 53, n. 1,
p.139-143, 2009.

BOEMARE N. E.; AKHURST R. J.; MOURANT R. G. DNA Relatedness between
Xenorhabdus spp. (Enterobacteriaceae), Symbiotic Bacteria of Entomopathogenic
Nematodes, and a Proposal To Transfer Xenorhabdus luminescens to a New Genus,
Photorhabdus gen. nov. International journal of systematic bacteriology. p, 249-
255, 1993.

BODE, H. B. Entomopathogenic bacteria as source of secondary metabolites.
Current Opinion in Chemical Biology, London, v. 13, p. 224-230, 2009.

BRANCO, S. et al. Electrophysiological and behavioural responses of
the Eucalyptus weevil, Gonipterus platensis, to host plant volatiles. Journal of Pest
Science, Berlin, v. 92, p. 221-235, 2019.

BURNELL, A. M.; STOCK, P. Heterorhabditis, Steinernema and Their Bacterial
Symbionts - Letal Pathogens of Insects. Nematology, v. 1, p. 31-42, 2000.

CAMPOS-HERRERA, R.; PUZA, V.; JAFFUEL, G.; BLANCO-

PEREZ, R.; CEPULYTE-RAKAUSKIENE, T. C. Turlings Unraveling the intraguild
competition between Oscheius spp. nematodes and entomopathogenic nematodes:
implications for their natural distribution in Swiss agricultural soils.

J. Inverteb. Pathol., v. 132, p. 216-227, 2015.

CONSOLLI, E. A. et al. Desenvolvimento de diagnostico molecular para a
identificacdo de Pratylenchus jaehni. Nematologia Brasileira, S&o Paulo, v. 36, p.
62-70, 2012.

DLAMINI, B. E.; MALAN, A. P.; ADDISON, P. Control of the banded fruit
weevil Phlyctinus callosus (Coleoptera: Curculionidae) using entomopathogenic
nematodes. Austral Entomology. 2019.

DOLINSKI, C. Nematoides como agentes do controle bioldgico de insetos.
Fundamentos para regulacdo de semioquimicos, inimigos naturais e agentes
microbioldgicos de controle de pragas. Brasilia: EMBRAPA, v. 1, p. 1-10, 2006.

EPPO. Data sheets on quarantine pest: Gonipterus gibberus and Gonipterus
scutellatus. Bulletin, Paris, v. 35, n. 3, p. 368-370, 2005.

FERREIRA, T.; MALAN, A. P. Potential of entomopathogenic nematodes for the
control of the BFW, Phlyctinus callosus (Schonherr) (Coleoptera:
Curculionidae). Journal of Helminthology, London, v. 88, p. 293-301, 2014.

FREITAS, S. Contribuicédo ao estudo da morfologia e biologia de Gonipterus
gibberus (Boisduval, 1835) (Coleoptera: Curculionidae) e levantamento dos
danos causados por esta espécie em eucaliptos dos arredores de Curitiba.
1979. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) Universidade Federal do
Parand, Curitiba, Brasil. 1979.

GENBANK. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 16 de maio de
2020.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

52

HAZIR, S. et al. Entomopatogenic nematodes (Steinernematidae and
Heterorhabditidae) for biological control of soil pests. Turkish Journal of Biology, v.
27, p. 181-202, 2003.

HOLTERMAN, M. et al. Phylum-wide analysis of SSU rDNA reveals deep
phylogenetic relationships among nematode and accelerated evolution toward crown
clades. Molecular Biology Evolution, Chicago, v. 23, p. 1792-1800, 2006.

HORTA, A. B. et al. Suscetibilidade de Gonipterus platensis (Coleoptera:
Curculionidae) ao nematoide Heterorhabditis amazonensis (Rhabditidae:
Heterorhabditidae) In: SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 15, 2017, Ribeirdo
Preto. Anais, Ribeirdo Preto: SEB, a. p. 397, 2017.

JEGER, M. et al. Pest categorisation of the Gonipterus scutellatus species complex.
EFSA Journal, v. 16, n. 1, p. e05107, 2018.

MAPONDERA, T. S.; BURGESS, T.; MATSUKI, M. OBERPRIELER, R. G.
Identification and molecular phylogenetics of the cryptic species of the Gonipterus
scutellatus complex (Coleoptera: Curculionidae: Gonipterini). Australian Journal of
Entomology, Camberra, v. 51, n. 3, p. 175-188, 2012.

MRACEK, Z. et al. Steinernema sichuanense n. sp. (Rhabditida, Steinernematidae) a
new species of entomopathogenic nematode from the province of Sichuan, east
Tibetan Mts., China. Journal of Invertebrate Pathology, New York, v. 93, p. 157-
169, 2006.

NICOLETTI, G. et al. Suscetibility of Gonipterus platensis to entomopathogenic
nematodes. In: FIRST IUFRO WORKING PARTY: IMPROVING FOREST HEALTH
ON COMMERCIAL PLANTATIONS, 1, 2018, Punta del Este. Book of Abstracts,
Punta del Este: IUFRO, 2018. p. 61.

OLIVEIRA, N. C. Biologia de Gonipterus scutellatus (Coleoptera:
Curculionidae) em Eucalyptus spp. em diferentes temperaturas. 2006. Tese
(Doutorado em Agronomia - Prote¢éo de Plantas) - Faculdade de Ciéncias
Agronémicas de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 82 f. 2006.

OLIVEIRA, C. M. G. et al. Diagnose de Aphelenchoides
fragariae e Pratylenchus spp. pela aplicacdo da tecnologia do cddigo de barras do
DNA. Nematologia Brasileira, Sdo Paulo, v. 33, p. 218-225, 2009.

POINAR, G. O. Taxonomy and biology of Steinernematidae and Heterorhabitidae. In:
GAUGLER, R., KAYA, H. K. (eds). Entomopathogenic Nematodes in Biological
Control, Boca Raton, Fl. CRC Press, p. 23-61, 1990.

POPIEL, I.; HOMINICK, W. M. Nematodes as biological control agents: part Il.
Advances in Parasitology, London, v. 31, p. 381-431, 1992.

REIS, A. R. et al. Efficiency of biological control of Gonipterus platensis (Coleoptera:
Curculionidae) by Anaphes nitens (Hymenoptera: Mymaridae) in cold areas of the
Iberian Peninsula: Implications for defoliation and wood production in Eucalyptus
globulus. Forest Ecology and Management, Amsterdam, v. 270, p. 216-222, 2012.



53

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Composition of the electrophoresis
buffer In Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, p. 66—67, 1989.

SHAPIRO-ILAN, D. I. et al. Susceptibility of the plum curculio, Conotrachelus
nenuphar, to entomopathogenic nematodes. Jounal of Nematology. New York, v.
34, p. 246-249, 2002.

SHAPIRO-ILAN, D. I.; LEWIS, E. E.; SON, Y.; TEDDERS, W. L. Superior efficacy
observed in entomopathogenic nematodes applied in infected-host cadavers
compared with application in aqueous suspension. Journal of Invertebrate
Pathology, New York, v. 83, p. 270-272, 2003.

SOUZA, N. M. et al. Ressurgéncia de uma antiga ameaca: Gorgulho-do-eucalipto
Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae). Circular Técnica IPEF,
Piracicaba, n. 209. 2016.

SOUZA, N. M. Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae): infestacdo em
eucalipto, aspectos morfolégicos e bioldgicos e controle. 2016. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia — Protecéo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

SOUZA, N. M. et al. Ressurgéncia de uma antiga ameaca: Gorgulho-do-eucalipto
Gonipterus platensis (Coleopeta: Curculionidae). Circular Técnica 209, Instituto de
Pesquisas e Estudos Florestais, Piracicaba, 2016.

TORRES-BARRAGAN, A.; SUAZOB, A.; BUHLERC, W. G.; CARDOZA, Y. J.
Studies on the entomophathogenicity and bacterial associates of the nematode
Oscheius carolinensis. Biological Control, San Diego, v. 59, n. 2, p. 123-129, 2011.

TOOKE, F. G. C. The eucalyptus snout beetle: Gonipterus scutellatus Gyll. A study
of its ecology and control by biological means. Pretoria: Department of Agriculture
and Forestry. 282 p. 1955.

TRIBE G. D. The present status of Anaphes nitens (Hymenoptera: Mymaridae), an
egg parasitoid of the Eucalyptus snout beetle Gonipterus scutellatus, in the Western
Cape Province of South Africa. Southern African Forestry Journal, v. 203, p.49-54,
2005.

VAN DRIESCHE, R. G.; BELLOWS Jr, T. S. Biological control. Chapman and Hall,
New York, 539 p. 1996.

WILCKEN, C. F.; OLIVEIRA, N. C. Gorgulho-do-eucalipto Gonipterus platensis
Marelli. In: VILLELA E. F.; ZUCCHI, R. A. Pragas Introduzidas no Brasil: Insetos e
Acaros. Piracicaba: FEALQ. p. 779-791, 2015.

WHITE, G. F. A method for obtaining infective nematode larvae from cultures.
Science, Washington, v. 66, p. 302-303, 1927.



54

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstra a importancia do levantamento nematologico a
nivel de Brasil na procura de novas espécies entomopatogénicas com potencial de
biocontrole para as pragas agricolas e florestais.

Mais locais de coleta devem ser amostrados principalmente em zonas
climaticas diferentes, buscando um maior nimero de habitats amostrados possivel.

Os resultados apresentados nesta dissertagcdo contribuem de maneira
significativa no que se refere ao manejo integrado de G. platensis utilizando
nematoides entomopatogénicos.

Estes resultados demonstram a grande relevancia dos NEPs para o controle
de pragas agricolas e florestais. Desta forma, estudos adicionais devem ser realizados
para adequacdo da metodologia necesséria para aplicacdo no que se refere aos
métodos, dosagens ideais e melhor época para aplicacao dos NEPs em areas mais

extensas a campo.
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