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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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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.
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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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