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RESUMO

LARA, JUAN CARLQOS; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Outubro de 2006; Avaliacdo de aspectos bioldégicos de Heterorhabditis
baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae) visando a aplicagdo num sistema
de irrigacédo por microaspersao; Orientador: Prof?: Claudia Dolinski. Co-orientador:
Prof. Elias Fernandes.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito das condi¢ées geradas pelos
sistemas de irrigacdo sobre os juvenis infectantes (JIs) de Heterorhabditis baujardi
LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae). Ensaios de laboratorio foram conduzidos
para avaliar o efeito de pressdes entre 20 e 340 psi, de temperaturas entre 25 e
45°C e do 6leo mineral ASSIST® (Basf SA) em concentracdes de 0,5 a 2% v/v
sobre os Jls. As variaveis avaliadas foram viabilidade, patogenicidade a Galleria
mellonella e capacidade de deslocamento dos Jls. Além disso, foi avaliado o
efeito de um sistema de microaspersao sobre os JIs a campo. Quanto a pressao,
o nematéide suportou todas as pressdes avaliadas sem diminuir sua viabilidade,
patogenicidade e capacidade de deslocamento. Na avaliagcdo da temperatura foi
observado o efeito das maiores temperaturas (40 e 45°C), que diminuiram a
viabilidade dos nematodides, além de prejudicar sua patogenicidade e
deslocamento. O éleo mineral avaliado ndo foi adequado para os Jls, pela
diminuigdo da viabilidade. O sistema de microaspersao avaliado foi considerado
adequado para a aplicacdo dos Jls, ja que ndo afetou sua viabilidade,
patogenicidade ou capacidade de deslocamento. Adicionalmente foram avaliadas
trés concentracbes do nematdide em questdo aplicado pelo sistema de
microaspersdao sobre larvas de Galleria mellonella em um pomar de goiaba.
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Houve diferenga estatistica entre os tratamentos quando comparados a
testemunha (p<0,05), o que demonstra que a aplicacdo deste nematdide via
irrigacao é viavel para o controle de pragas de solo na cultura da goiaba.
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ABSTRACT

LARA, JUAN CARLQOS; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; October of 2006; Evaluation of biological aspects of Heterorhabditis
baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae) aiming at the application in a
system of irrigation for microaspersion; Advisor: Prof®: Claudia Dolinski. Co-
advisor: Prof. Elias Fernandes.

The objective of this study was to evaluate the effect of irrigation system
generated conditions on infective juveniles (IJs) of Heterorhabditis baujardi LPP7
(Nematoda: Heterorhabditidae). Laboratory assays were carried out to evaluate
the effect of different pressures (20 to 340 psi), temperatures (25 to 45°C), and a
mineral oil (ASSIST® Basf SA) in different concentrations (0,5 up to 2% v/v) on the
viability, pathogenicity and capacity of displacement of H. baujardi LPP7 |Js.
Moreover, it was evaluated the effect generated by a micro aspersion system on
the IJs of H. baujardi LPP7 under field conditions. As for the pressure, the
nematodes supported all the pressures evaluated without reducing their viability,
pathogenicity or capacity of displacement. When evaluating the temperature, it
was observed a negative effect of the highest temperatures (40 and 45°C). Under
those temperatures, the IJs diminished their viability, harming their pathogenicity
and displacement. The mineral oil tested was not functional for H. baujardi LPP7
IJs, since it diminished their viability. The micro aspersion system evaluated was
considered adjusted for the application of IJs, since it did not affect their viability,
pathogenicity or capacity of displacement. Additionally three nematode dosages
were evaluated on Galleria mellonella larvae applied by a micro aspersion system
under field conditions. There were statistic differences among treatments (different



dosage) (p<0,05), showing that this nematode can be applied through irrigation
system for the control of ground guava pests.

xi



1. INTRODUCAO

O Brasil, com uma éarea produtora de goiaba (Psidium guajava L.) em
torno de 15.800 ha (Gonzaga et al., 2001), € o primeiro produtor mundial de
goiabas vermelhas (Associacao Brasileira dos Produtores de Goiaba, 2004). Entre
os Estados brasileiros, Minas Gerais, Sdo Paulo e Pernambuco distinguem-se
como o0s mais importantes e respondem, em conjunto, por mais de 80% da
producdo nacional. Os Estados do Rio Grande do Sul, do Rio de Janeiro e do
Ceara sao também produtores de goiaba. A produgdo nacional em 2002 foi de
389.162 toneladas de frutos, mas esse numero tende a crescer devido aos novos
produtos a base de goiaba que estdo sendo langados no mercado, como molho
para macarrao, molho acri-doce, preparados em p6 e ainda os tradicionais sucos
e doces (Gonzaga et al., 2001).

A goiaba vermelha é admirada por seu sabor e valor nutricional. As
principais variedades plantadas no Norte/Noroeste Fluminense sdo a Paluma e a
Ogawa (Dolinski, 2006).

Identificar as principais pragas das propriedades ou regidao e monitora-las
ajuda na convivéncia e manutencdo das pragas sob controle. Para se conviver
com elas, pode-se utilizar métodos alternativos ao controle quimico. Manejando-
se as pragas com métodos alternativos, diminuem-se os niveis de residuos
quimicos, podendo tornar a goiaba certificada e com selo de qualidade (Dolinski,
2006).

Politicas de controle devem-se basear ndo somente na reducdo dos

danos econdmicos, mas também na defesa e conservagdo do sistema agro-



ecolégico, e é por isso que a aplicagdo de um método alternativo aos pesticidas
utilizados € recomendavel.

As principais pragas da cultura da goiaba séo: o psilideo, o besouro da
goiabeira, as lagartas desfolhadoras, o gorgulho da goiaba, a mosca das frutas, o
tripes e os percevejos, dentre outros. O gorgulho da goiaba causa grandes
prejuizos em pomares do Brasil e do mundo, sendo encontrado em praticamente
100% das plantagdes de goiaba. Pode causar varios tipos de dano, como queda
dos frutos pequenos, perda de peso e da qualidade dos frutos. E uma praga de
dificil controle, pois passa a maior parte do seu ciclo dentro do fruto ou no solo na
forma de larva e pupa. Isso faz com que nenhum dos métodos de controle
utilizados atualmente controlem a praga efetivamente, principalmente o quimico.
Portanto, uma possivel maneira de reduzir a populacédo deste inseto seria com um
agente de controle biolégico que compartilhasse 0 mesmo habitat durante uma
parte de seu ciclo de vida. Como as larvas no quarto instar do gorgulho da goiaba
se encontram no solo, o uso dos nematdides entomopatogénicos (NEPS)
(Nematoda: Heterorhabditidae, Steinernematidae) como agentes de controle
biologico parece ser o mais indicado. A mosca das frutas também causa grandes
danos e possui uma fase da vida no solo, sendo outra praga com potencial para
ser controlada por NEPs.

No Brasil ja foi comprovado o efeito positivo dos NEPs no controle do
gorgulho da goiaba em condi¢cdes de laboratério e de campo (Dolinski et al.,
2006). A adaptacao desta alternativa de controle as praticas tradicionais do cultivo
€ de vital importancia, por isso é fundamental buscar formas faceis e praticas de
aplicacao dos NEPs, nas quais os agricultores nao precisem investir capital para
aplica-los, mas apenas adaptar os equipamentos que possuem. Portanto, a
avaliacdo dos possiveis danos que esses equipamentos possam causar aos
NEPs é muito importante para avancar nos programas de controle biolégico de
pragas da goiaba no Brasil.

Este trabalho teve por objetivos avaliar se a pressao e a temperatura
ocasionam dano fisico ou comportamental ao NEP Heterorhabditis baujardi LPP7,
e avaliar a eficiéncia da aplicacdo desses nematdides pelo sistema de irrigacao

por microaspersao.



Adicionalmente foi avaliado o efeito do éleo mineral sobre os juvenis
infectantes (JIs) do nematdide H. baujardi LPP7, visando melhorar sua resisténcia
a condi¢coes adversas do ambiente, como temperaturas elevadas, raios ultra
violeta e dessecacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Goiaba

A goiaba, Psidium guajava L., pertence a familia Mirtaceae, cuja regido de
origem provavelmente seria entre o sul do México e a América do Sul. Esta planta
pode ter sido disseminada pelo homem, passaros e outros animais para outras
areas tropicais das Américas e india, onde se adaptou com sucesso (Gonzaga et
al., 2001).

O cultivo da goiaba vem adquirindo crescente importancia econdmica no
Brasil, que ja é o principal produtor comercial de goiaba vermelha do mundo. A
area plantada com este cultivo no ano 2002 superou 15.000 ha e sua produgao foi
de quase 400.000 ton (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2003).

Os frutos da goiabeira tém importancia econémica devido as suas amplas
formas de aproveitamento. Em todas as regides tropicais e subtropicais do
mundo, a goiaba ndo s6 € empregada na industria, sob multiplas formas (puré,
polpa, néctar, suco, compota, sorvete, dentre outros), como também ¢é
amplamente consumida como fruta fresca (Souza et al., 2001). Seus frutos vém
sendo melhorados tanto para o aumento da qualidade in natura como para a
industrializagcao (Associacao Brasileira dos Produtores de Goiaba, 2004).

O mercado interno absorve quase a totalidade da producao nacional, que
vem aumentando em volumes crescentes nos ultimos anos. Ainda que alta, a
produtividade da goiaba poderia ser maior, se ndo fossem insetos e doencas
afetando a cultura. O gorgulho da goiaba (Conatrachelus psidii Marshal, 1922)
(Coleoptera: Curculionidae), a mosca das frutas (Anastrepha spp. e Ceratitis
capitata Wied, 1824) (Diptera: Tephritidae), a ferrugem da goiabeira (Puccinia



psidii) (Barelli e Galli, 1998) e o nematdide Meloidogyne mayaguensis sdo os de
maior importancia (Torres el al., 2004).

2.2. Principais pragas da goiabeira
2.2.1. Gorgulho da goiaba (Conotrachelus psidii Marshall, 1922) (Coleoptera:
Curculionidae)

Esta praga é responsavel por grandes perdas econd6micas, pois pode
chegar a atacar de 60 a 100% dos frutos. E uma praga de dificil controle através
de métodos quimicos convencionais devido a sua localizacdo dentro dos frutos e
no solo (Orlando et al., 1974).

O inseto € um pequeno besouro de aproximadamente 6,0 mm de
comprimento por 4,0 mm de largura, de coloracdo pardo-escura, com pecas
bucais cilindricas e alongadas. A larva € amarelada com capsula cefalica escura.
O corpo da larva é enrugado transversalmente e mede, quando totalmente
desenvolvido, 12,0 mm de comprimento por 4,0 mm de largura (Souza et al.,
2001).

No Estado do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Goias, é uma praga temporaria
e pode ser encontrada nos pomares durante a estacdo chuvosa e quente
(setembro a abril). No Noroeste e na Baixada Litoranea do Estado do Rio de
Janeiro, esta é a principal praga nos plantios de goiaba e 80 a 100% dos frutos
podem ser atacados nos pomares abandonados e nao tratados (Dolinski, 2006).

As fémeas, ao iniciarem a postura, procuram os frutos ainda verdes,
cavando com o rostro orificios onde depositam os ovos, normalmente apenas um
por cavidade. Apdés a eclosdo, a larva penetra no fruto e se alimenta das
sementes, ficando parte da polpa e das sementes destruidas, com coloracao
escura, indicando deterioracdo. Apds o seu completo desenvolvimento, o fruto cai
e a larva deixa o fruto, aprofundando-se no solo, onde se transforma em pupa,
permanecendo nesse estadio por cerca de trés a quatro meses. Logo apds as
primeiras chuvas surgem os adultos, que abandonam o solo, iniciando um novo
ciclo (Bailez et al., 2003).

Atualmente, a medida de controle do gorgulho das goiabas é o controle
quimico com aplicagdao de solugdes inseticidas com fention a 0,10%, paration
metilico a 0,10% ou triclorfon a 0,30%, iniciadas no estadio de frutos ainda
verdes, com média de 3 cm de didmetro (Souza et al., 2003). Vale ressaltar que



nao existem inseticidas registrados para esta praga (Sistema Integrado de
Agrotoxicos, 2006). Utiliza-se, também, o controle cultural com o ensacamento
dos frutos verdes, utilizando-se papel apropriado, resistente a umidade; e a coleta
e destruicédo dos frutos caidos, que concorre para a diminuigdo do inéculo para os
anos seguintes (Souza et al., 2003).

2.2.2. Mosca das frutas (Anastrepha spp. e Ceratitis capitata Wied, 1824)
(Diptera: Tephritidae)

Esta praga é encontrada no Estado do Rio de Janeiro, contudo néao é
considerada de importancia econdémica, mas € possivel que venha a ser com o
aumento de producado e a presenca de frutos de goiaba o ano inteiro. Em Sao
Paulo é a principal praga.

As fémeas de C. capitata, colocam os ovos abaixo da pele dos frutos
maduros. As larvas saem dos ovos em 3 a 6 dias e se alimentam por mais 15 a
25 dias. Quando os frutos caem as larvas vao para o solo, viram pupa e se
tornam adultos depois de 15 a 19 dias. Os adultos podem ocorrer durante o ano
todo, dependendo da disponibilidade de frutas maduras.

Os adultos da mosca das frutas podem voar até 135 km, sendo o
movimento natural um importante meio de disseminagdo. No mercado
internacional, a principal maneira de disseminar esta praga para areas nao

infestadas é pelo transporte de frutos contendo larvas (Souza et al., 2003).

2.3. Nematodides entomopatogénicos

Nematodides entomopatogénicos (NEPs) sdo organismos de forma
cilindrica-alongada, sem segmentacdo nem apéndices, patdégenos obrigatérios
capazes de colonizar alguns invertebrados, como insetos, aranhas e carrapatos.
Possuem trés adaptacdes caracteristicas: primeiro, sao letais a insetos; segundo,
possuem associagdo simbionte com bactérias entomopatogénicas; e por ultimo
seu terceiro estadio (J3), também chamado de juvenil infectante (JI), tem a
capacidade de penetrar os insetos e de sobreviver no solo (Akhurst e Boemare,
1990; Sudhaus, 1993).

Os NEPs vém sendo isolados dos solos em diferentes ecossistemas do
mundo, desde o artico até os tropicos, apresentando um vasto leque de
hospedeiros (Poinar, 1990; Hominick et al., 1996). A variedade de espécies e



linhagens geogréficas os posiciona como organismos com potencial uso no
controle de pragas, especialmente no solo. Podendo, assim, substituir os
inseticidas por sua segurancga e facilidade de aplicacao (Capinera e Epsky, 1992).

Os NEPs pertencem a Ordem Rhabditida a as familias Steinernematidae
e Heterorhabditidae (Adams e Nguyen, 2002). Na familia Steinernematidae estao
0s géneros Steinernema e Neoesteinernema, com 43 e 1 espécies descritas,
respectivamente. Na familia Heterorhabditidae, 9 espécies estdo validadas
(Adams et al., 2006).

O ciclo de vida das espécies do género Steinernema comecga com os Jls,
que carregam células das bactérias entomopatogénicas do género Xenorhabdus
numa vesicula localizada na regido anterior do intestino. Estes juvenis penetram
no corpo do hospedeiro através de suas aberturas naturais: boca, anus e
espiraculos (Forst e Clarke, 2002). Subsequientemente, passam a hemocele, onde
liberam suas bactérias simbiontes. Estas se multiplicam rapidamente e, apés 24 —
48 horas, causam septicemia e morte do hospedeiro. O cadaver fica entao
preenchido por uma “sopa bacteriana”, que € um meio rico em nutrientes
constituido pelas bactérias e por tecidos do inseto ja degradado. Os nematdides
se alimentam desta “sopa bacteriana” e se desenvolvem, passando para o ultimo
estadio de juvenil (J4) e depois se tornam adultos anfimiticos de primeira geracao.
Em geral, os juvenis originarios desses adultos ainda tém ao seu dispor
apreciavel quantidade de alimento, conseguindo completar o ciclo e formar os
adultos anfimiticos de segunda geragdo dentro do corpo do hospedeiro.
Geralmente, apds o surgimento e acasalamento dos adultos de segunda geracéo,
tém-se a formacao de uma populacdo de juvenis que se alimenta do resto do
cadaver e depois 0 abandona, indo para o solo em busca de novos hospedeiros.
Antes dos nematdides deixarem o cadaver, as bactérias simbiontes sao
apreendidas novamente na vesicula do intestino do JIs (Adams e Nguyen, 2002).

O ciclo de vida das espécies do género Heterorhabditis se assemelha ao
descrito para o género Steinernema, com a diferenca de que a primeira geracao
de adultos no inseto-cadaver € composta unicamente de hermafroditas,
aparecendo machos e fémeas anfimiticos na segunda geracao e, eventualmente,
nas seguintes. Além disso, as bactérias simbiontes s&o apreendidas e
armazenadas na regido anterior do intestino dos JIs, e ndo em vesiculas como

nos JIs do género Steinernema. Para ambos os géneros, o ciclo de vida €&



completado em 6 a 18 dias, em temperaturas na faixa de 18-28°C, mas isto
depende ainda do inseto hospedeiro e da espécie de nematoide (Poinar, 1990).

Nas ultimas décadas, os NEPs tém evidenciado seu potencial como
agentes bioldgicos para o controle de diferentes insetos-praga. NEPs sao
considerados uma ferramenta efetiva para ser incorporada em programas de
manejo integrado de pragas (MIP), representando uma parte importante dos
chamados biocontroladores (Ehlers, 1996).

Os NEPs, por serem organismos cujo habitat natural é o solo, sofrem
influéncia de caracteristicas deste habitat, como tamanho dos poros, umidade,
presenca de oxigénio, temperatura e pH (Barbercheck, 1992). As interacdes de
todos esses fatores podem alterar desde a sobrevivéncia até a capacidade de
infeccdo do nematdide (Kaya, 1990). Algumas espécies de NEPs podem tolerar
temperaturas extremas, mas € possivel que a baixa umidade do solo altere sua
capacidade de dispersdao e persisténcia (Kung et al., 1991). O 6leo mineral
aparentemente proporciona protecdo e umidade a cuticula dos JIs (Schroer e
Ehlers, 2005).

Uma caracteristica adicional que destaca os NEPs dentre os agentes do
controle biologico é a sua capacidade de disperséo e busca do hospedeiro. Os
NEPs sao atraidos pelas atividades fisioldgicas do hospedeiro, como a
respiracdo, que ocasiona diferengas de CO, (Zuckerman e Jansson, 1984;
Gaugler et al., 1989).

De acordo com sua movimentacédo e comportamento, os NEPs podem ser
classificados em dois tipos: “ambusher” ou “cruiser”. S.carpocapsae € um tipico
“ambusher”, que fica parado sobre a cauda na superficie do solo até a
aproximagao do hospedeiro. Este movimento € conhecido como nictagéo, o qual
permite ao nematdide alcancar outros substratos ou hospedeiros mediante
movimentos sincronizados e ondulatérios de seu corpo (Ishibashi e Kondo, 1990).
H. bacteriophora e S. glaseri sédo tipicos “cruiser”, pois sdo moveis e respondem
notoriamente aos quimio-atraentes do hospedeiro (Kaya e Gaugler 1993).

2.4. Irrigacao
E importante ter em mente o significado real da agricultura irrigada, que
possibilita maior producdo (mais de um plantio por ano) e produtividade



(otimizacdo no uso de areas), com 0s menores niveis de investimento, em
comparagao com outros setores da economia (Mantovani et al., 2006).

No Brasil, estima-se que o potencial para desenvolvimento sustentavel é
de 14,6 milhdes de hectares em “terras altas” e de 14,9 milhdes de hectares em
“varzeas”, totalizando 29,5 milhdes. Dessas, encontram-se sob irrigagdo 3,149
milhées de hectares, o que representa 10,7% do potencial de solos aptos para
agricultura irrigada sustentavel (Christofidis, 2002).

Irrigacao localizada é o sistema de irrigacdo em que a agua é aplicada
diretamente na regido radicular em pequenas intensidades, ou seja, baixa vazao e
alta freqténcia com turnos de regas pequenos, mantendo esse solo proximo a
capacidade de campo. Os dois principais sistemas de irrigacado localizada sao
gotejamento e microaspersao (Mantovani et al., 2006).

Gotejamento e microaspersao sdo sistemas muito difundidos, sendo o
primeiro mais antigo no Brasil. Diferem entre si quanto a aplicagdo de agua: no
gotejamento aplicam-se vazdes menores, de 1 a 20 L/h, gota a gota, e na
microaspersao as vazfes sdo aplicadas de forma pulverizada, de 20 a 150 L/h
(Salassier et al., 2005).

A irrigacao por aspersao caracteriza-se pela pulverizagédo do jato de agua
no ar, visando ao umedecimento de 100% da area ocupada pela planta. Existe
uma série de modelos de aspersores, de acordo com o angulo que os bocais
formam com o plano horizontal (aspersores de sobrecopa) e com o diametro dos
bocais. Esse tipo de irrigacdo € bastante afetado pela acdo da velocidade do
vento. Também h& necessidade de se ajustar os calendarios de irrigacao e de
pulverizacao, para se evitar o umedecimento excessivo (Salassier et al., 2005).

A irrigacdo por gotejamento caracteriza-se pela aplicacdo da agua e de
produtos quimicos numa fracdo do volume de solo explorado pelas raizes das
plantas, de forma pontual ou em faixa continua (Salassier et al., 2005).

Na microaspersao, as dimensdes do bulbo molhado dependem quase que
exclusivamente, do alcance e da intensidade de aplicacdo ao longo do emissor e
do volume de agua aplicado por irrigacao. Entre os parametros a serem utilizados
para a escolha do sistema de irrigagdo por microaspersado, destacam-se: vazao
do emissor, raio de alcance, intensidade de aplicagdo ao longo do raio, consumo
de energia e manutenc¢ao do emissor (Gonzaga et al., 2001).
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2.4.1. Irrigacao na cultura da goiaba

Esta fruteira responde muito bem a irrigacdo até o nivel de 120 a 180
litros de agua por planta/dia, tanto no aumento da produtividade quanto na
melhoria da qualidade dos frutos. A irrigagdo por sulcos e a localizada séo as
melhores para a goiabeira, dependendo do potencial hidrico, dos aspectos
topograficos e da disponibilidade de recursos financeiros. No Rio de Janeiro, nos
ultimos anos, tem-se dado preferéncia a irrigacdo localizada, sendo que a
microaspersao é mais recomendada para terrenos arenosos e o gotejamento para
solos médios e argilosos. O tempo e a freqiiéncia de irrigacdo dependerédo do
clima da regidao, do solo e das caracteristicas do equipamento de irrigacao
utilizado (lde, 2001)

2.5. Tecnologia de aplicacao de pesticidas

A eficacia da aplicagdo de um inseticida demanda o desenvolvimento de
sistemas que integrem o tipo de formulagdo, o equipamento e o método de
aspersao. lgualmente para se realizar uma aplicacao correta, é necessario aplicar
no momento oportuno, com uma cobertura maxima, uma dosagem correta e um
tamanho de gota adequado. O éxito de qualquer controle fitossanitario depende
também da qualidade do produto e da precisdo de sua aplicacao, tendo sempre
em conta a menor contaminagdo ambiental possivel (Villalba, 2003).

O objetivo principal de todos os métodos e sistemas de aplicacdo é a
distribuicao uniforme do ingrediente ativo, no caso dos nematéides, que estejam
proximos as pragas que atacam a cultura. Na pratica é quase impossivel obter
uma distribuicdo uniforme em quantidades pequenas de indculo, o que obriga a
recorrer a agentes ou meios de diluicdo. Para os nematoides, o diluente mais
usado é a agua. A gota, constitui-se, portanto, no veiculo ou meio de transporte

para fazer-se chegar a substancia ativa até o seu destino (Villalba, 2003).

2.5.1. Sistemas de aplicacao de nematdides entomopatogénicos

De uma maneira geral, NEPs podem ser aplicados por pulverizagao,
através da irrigacdo e em cadaveres de insetos (Grewal, 2002). Alguns trabalhos
em laboratério tém mostrado que a aplicagdo de cadaveres de lagartas contendo
nematodides, quando comparada com a aplicacdo de nematoides em suspensdes
aquosas, dao um resultado melhor quanto a dispersao (Shapiro e Glazer, 1996) e
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sobrevivéncia dos Jls no solo (Perez et al, 2003). Segundo Shapiro e Lewis
(1999) e Shapiro et al. (2000), isto se deve ao estresse fisioldgico ao qual é
submetido o nematdide durante o periodo de armazenamento na suspensao
aquosa.

As telas e os filtros dos equipamentos de aspersdao devem permitir que 0s
nematdides passem através deles. S. carpocapsae Weiser, 1955 pode passar
através de telas tao finas como 700 micrémetros de didmetro, mas telas com
aberturas maiores sdo necessarias para espécies maiores como S. glaseri
Steiner, 1929 e H. megidis Poinar, Jackson e Klein, 1987. Portanto retirar os filtros
e as telas as vezes é recomendado, mas isto requer re-calibracdo do
equipamento (Grewal, 1998).

A maioria dos sistemas de aspersédo ndao promove pressao suficiente para
causar dano aos nematdides. Em geral, os nematdides ndo devem ser
submetidos a pressdes superiores a 300 psi nos tanques dos equipamentos e a
temperaturas superiores a 30°C (Grewal, 1998).

Na Coldémbia, Lara e Lépez (2005) mostraram que o nematdide
Steinernema sp. pode ser aplicado com equipamentos manuais e de pressao
previamente definida até 40 psi sem causar nenhum dano fisico e sem diminuir
sua infectividade.

NEPs requerem que os primeiros 25 a 65 cm do solo sejam bem irrigados
para permitir seu movimento no solo (Shetlar, 1999). E importante também levar
em conta que temperaturas do solo entre 12 e 28 °C sao consideradas favoraveis
para a aplicacdo de NEPs (Kaya, 1990).

Microaspersao do nematéide Heterorhabditis sp. linhagem T390 a nivel
da superficie do solo foi mais efetivo do que quando adicionando na irrigagao por
gotejamento. Estudos a campo tém mostrado a necessidade de se aplicar os
NEPs com uma maior quantidade de agua, para que os NEPs nao sofram
dessecacao (Curran, 1992).

Alguns adjuvantes usados na aplicacao de NEPs séo Triton X100 (BDH,
Merck Ltd., Dorset, UK), Glicerol, Croduvant, Crovol L27 e Crovol L40 (Croda
Chemicals Ltd.), todos eles numa concentragdo de 2 até 4% (v/v) (Mason et al.,
1999).

As formulagdes liquidas de nematdides devem ser aplicadas entre 48 e
72 horas apés a diluicdo para se evitar problemas com a dessecagao e nao se ter
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efeitos negativos na viruléncia dos NEPs (Georgis et al., 1995). Trabalhos para o
controle da broca do café com nematoides entomopatogénicos demonstraram que
a aplicagao destes com agua e um éleo agricola (Carrier) melhorou a capacidade
dos NEPs de resistir as condigcbes ambientais e ndo afeitou em nada a viabilidade

e capacidade de infeccao dos mesmos (Lara et al., 2004).
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3. TRABALHOS

Capitulo 1. EFEITO DA PRESSAO SOBRE OS JUVENIS INFECTANTES DE
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae)

RESUMO

O maior limitante para o controle de insetos-praga com nematodides
entomopatogénicos (NEPs) é sua alta sensibilidade a condicbes ambientais
extremas, que podem ser atingidas nos sistemas de irrigagdo. Conhecer esses
limites € muito importante no momento de se fazer a aplicacdo do NEP e
precisam ser levados em consideragdo na hora de se desenvolver um programa
de controle biolégico. Foram testadas sobre Heterorhabditis baujardi LPP7
(Heterorhabditidae: Nematoda) pressdes de 20, 100, 180, 260 e 340 psi durante
15, 20, 25 e 30 minutos, avaliando-se pelo delineamento de parcelas subdivididas
no tempo. Para as variaveis Vviabilidade dos juvenis infectantes (JlIs),
patogenicidade dos JIs a lagartas de Galleria mellonella e deslocamento dos Jls
nao foram encontradas diferengas significativas (p<0,05). A menor percentagem
absoluta de viabilidade dos Jls foi encontrada no tratamento com a maior pressao
(340 psi) e durante 30 minutos (90,95%). Os maiores valores absolutos de
mortalidade das lagartas de G. mellonella foram encontrados na testemunha aos
20 minutos de avaliagdo (98%), seguido pelo tratamento de 20 psi no mesmo
tempo de avaliagédo (96%). Para a variavel deslocamento dos Jls o tratamento que
apresentou maior percentagem de mortalidade foi de 20 psi em 30 minutos (90%).
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Este trabalho demonstrou que o nematdide H. baujardi LPP7 consegue suportar
pressdes de até 340 psi sem ser afetado em sua viabilidade, patogenicidade e

deslocamento.

ABSTRACT

The greatest disadvantage for using entomopathogenic nematodes (ENPs) for
pest control is their high sensitivity the extreme environment conditions that can be
easily reached in irrigation systems. It is important to know these limits before
applying nematodes, and those factors must be taken in consideration prior
establishing a biological control program. Heterorhabditis baujardi LPP7
(Heterorhabditidae: Nematoda) was tested with pressures of 20, 100, 180, 260
and 340 psi during 15, 20, 25 and 30 minutes and evaluated by the delineation of
parcels subdivided in time. There were no significant differences according to
Tukey test (p<0,05) for the variables viability of the infective juveniles (lJs),
pathogenicity of Galleria mellonella larvae and I|Js displacement. The lowest
absolute percentage of IJ viability was found in the treatment with the highest
pressure (340 psi) during 30 minutes (90,95%). The highest absolute mortality
values of G. mellonella larvae were found in the control after 20 minutes (98%),
followed by the treatment of 20 psi also after 20 minutes (96%). For the
displacement of the IJs, the treatment that presented the highest mortality
percentage was 20 psi with 30 minutes (90%). This study demonstrated that the
nematode H. baujardi LPP7 tolerates pressures of up to 340 psi, without affecting

its viability, pathogenicity and displacement.

INTRODUCAO

Nematodides entomopatogénicos (NEPs) pertencem aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema (Nematoda: Heterorhabditidae, Steinernematidae)
e sdo parasitas obrigatérios de insetos. Esses nematdides possuem associacao

simbionte com bactérias patogénicas dos géneros Xenorhabdus spp. e
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Photorhabdus spp. as quais associam-se aos géneros Steinernema e
Heterorhabditis, respectivamente (Poinar, 1990). Os juvenis infectantes (JIs),
considerados como o Uunico estadio de vida-livre dos NEPs, penetram no
hospedeiro através de suas aberturas naturais (boca, anus e espiraculos) e, no
caso dos heterorhabditideos, também perfurando a cuticula. Apés a entrada na
hemocele do hospedeiro, JIs liberam as bactérias simbiontes que véao causar a
morte do hospedeiro, servir de base para a nutricdo dos nematdides e para
defesa contra invasores secundarios (Poinar, 1990). Estes nematéides completam
seu desenvolvimento e permanecem por duas ou trés geracdes dentro do
hospedeiro. Quando o alimento é esgotado, os Jls saem do inseto-cadaver a
procura de novos hospedeiros (Grewal e Georgis, 1998).

Nas ultimas décadas, os NEPs tém evidenciado seu potencial como
agentes do controle biolégico para o controle de insetos-praga, sendo hoje
considerados uma ferramenta efetiva a ser incorporada em programas de manejo
integrado de pragas, representando uma parte importante dos chamados
biocontroladores (Ehlers, 1996).

Os NEPs podem ser aplicados no solo com a irrigagdo por aspersao
(Georgis, 1990). O uso dos diferentes equipamentos depende da cultura e em
cada caso se deve ter em consideracao o volume, a agitacdo continua, a pressao
e o tempo de reciclagem, além das condi¢des proprias do sistema e dos padrbes
de distribuicao (Grewal, 2002)

A microaspersao do nematoide Heterorhabditis sp. linhagem T390 a nivel
da superficie do solo foi mais efetiva do que quando adicionado na irrigacdo por
gotejamento. Estudos a campo tém mostrado a necessidade de se aplicar os
NEPs com uma maior quantidade de agua, para que estes nao sofram
dessecacao (Curran, 1992) e para que possam se movimentar livremente
(Shetlar, 1999).

Na Colébmbia, Lara e Lépez (2005) demonstraram que o nematdide
Steinernema sp. pode ser aplicado com equipamentos manuais e de pressao
previamente definida até 40 psi sem causar nenhum dano fisico e sem diminuir a
sua capacidade de infecgdo. Fife et al. (2003) avaliaram o efeito da presséao de
186 e 1550 psi com as espécies H. bacteriophora Poinar, 1976 e H. megidis
Poinar, Jackson e Klein, 1987, concluindo que quando se incrementou a pressao,
a viabilidade relativa dos NEPs diminuiu. Além disso, recomendaram a pressao
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maxima de 200 psi para H. megidis e 290 psi para S. carpocapsae Weiser, 1955 e
H. bacteriophora. Em geral os nematdides ndo devem ser submetidos a pressao
superior a 300 psi nos tanques dos equipamentos e também a temperaturas
superiores a 30°C (Grewal, 1998).

Heterorhabditis baujardi Phan, Subbotin, Nguyen e Moens, 2003 é uma
espécie nativa brasileira que vém sendo utilizada para o controle do gorgulho da
goiaba, com potencial para o controle de outras pragas da goiabeira (Dolinski et
al., 2006a). Além de causar elevada mortalidade, produz satisfatérias quantidades
de Jls (Dolinski et al., 2006b).

Aparentemente a tolerancia a diferentes pressdes varia de acordo com a
espécie do nematdide. Além disso, ndo se sabe ao certo se a pressao afeta a
capacidade de busca dos Jls. Sendo assim, Jls de H. baujardi LPP7 foram
mantidos a temperatura ambiente (25,6°C) e submetidos a pressdes entre 20 e
340 psi com o objetivo de se avaliar seu efeito na viabilidade, infectividade e

capacidade de busca.

MATERIAL E METODOS

Localizacao

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia, pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos

dos Goytacazes, RJ, de maio a junho de 2006.

Material biologico

Traca pequena dos favos (Galleria mellonella L. Lepidoptera:
Pyralidae). Folhas de papéis com ovos das mariposas de G. mellonella foram
colocadas em potes de vidro de 30 cm de altura com dieta propria para suas
larvas. Os potes foram mantidos a 28°C e 60% de umidade relativa em camara de
germinacdo, sendo a dieta adicionada quando necessaria. Apos 4-5 semanas,

larvas no ultimo instar foram colocadas em vidros menores (10 cm de altura) sem
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dieta para puparem, passarem a fase adulta e posteriormente ovopositar em
pedacos de papel colocados na tampa dos vidros (Machado, 2006).
Heterorhabditis baujardi LPP7. A producdo dos Jls foi feita in vivo
mediante colocacao dos JIs em contato com as larvas de G. mellonella no ultimo
instar, utilizando 200 JIs em 1 mL de agua destilada em placas de Petri de 5 cm
de didmetro com papel de filtro (Whatman #1) no fundo. Apds a adicdo dos
nematodides, foram colocadas 10 lagartas por placa de Petri e mantidas a uma
temperatura de 25 + 2°C durante 24 horas em camara de germinagdo. As larvas
gue apresentaram sintomatologia tipica de infeccao por Heterorhabditis, ou seja, a
cor marrom avermelhada, foram colocadas em outras placas de Petri com papel
filtro estéril (cAmara seca) a uma temperatura de 25 + 2°C durante 5 a 8 dias.
Ap6s este tempo, as larvas foram colocadas em “armadilhas de White
modificadas” (White, 1927) para que os JIs fossem recuperados (Figura 1). Estes

foram coletados e armazenados em agua a uma temperatura de 16°C até o

I

momento de utilizacao.

Figura 1. Armadilha de White modificada para recuperar os juvenis infectantes
das larvas de Galleria mellonella mortas por Heterorhabditis baujardi
LPP7.

Testes

Foram avaliadas as pressdes de 20 psi (137 KPa), 100 psi (689 KPa), 180
psi (1241 KPa), 260 psi (1792 KPa) e 340 psi (2344 KPa), com a finalidade de se
determinar sob quais pressdes o referido nematdide diminui sua viabilidade,

infectividade e capacidade de buscar o hospedeiro.
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Juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 foram submetidos a essas
pressdes por 15, 20, 25 e 30 minutos, o qual seria 0 tempo maximo estimado de
uma aplicacdo de nematdides a campo. O volume total foi de 70 mL de agua por
tratamento, sendo a temperatura da agua utilizada de 25°C, aproximadamente, e
a concentracdo de 100 JisxmL'. Cada tratamento foi composto por um nivel de
pressdo e um tempo de avaliagdo. A testemunha foi composta por igual
concentracdo de nematéides, mas sem pressdo forcada. Para se obter as
diferentes pressdes, os nematdides foram colocados em um aparelho chamado
bomba de Sholander Dickson? (Figura 2) e receberam a pressao equivalente a

cada tratamento através de um cilindro de nitrogénio acoplado a um manémetro.

Figura 2. A. Bomba de Sholander Dickson? com o cilindro de nitrogénio. B.
Bomba de Sholander fechada, tendo-se na parte superior direita o
indicador da presséo.

Variaveis avaliadas
Viabilidade dos juvenis infectantes. Em cada tempo pré-determinado
foram coletadas de cada tratamento 5 amostras de 50 pL. Em cada amostra foi
observada a viabilidade dos nematdides, a qual foi dada pela relagéo entre o total
de Jls vivos e o total dos JIs por amostra obtida.
% Viabilidade= (total de NEPs vivos / total de NEPs) x 100
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Patogenicidade dos juvenis infectantes. Foi avaliada a patogenicidade
dos Jls apds cada tratamento em larvas da traga pequena dos favos, para o qual
foram utilizadas 10 larvas por tratamento com 5 repeticées. As infecgbes foram
feitas com 100 JIs/mL de cada tratamento e a mortalidade foi avaliada 72 horas
apos a infecgao.

Deslocamento dos juvenis infectantes. Em vasos plasticos (42 x 25 x
12 cm) com solo estéril (2 Kg) foram colocados 5 envelopes feitos com tela
metdlica medindo (6 x 5 cm) com 10 larvas de G. mellonella em cada. A
concentracao de 10.000 JIs/30 mL de agua foi adicionada na extremidade oposta
aquela onde os envelopes com insetos foram colocados. Ap6s 10 dias da
aplicacao, a mortalidade dos insetos foi avaliada (Figura 3). A umidade do solo foi
mantida em 12%.

Foi utilizado um arranjo fatorial e o teste Tukey foi usado para se comparar
a mortalidade e a viabilidade médias a 5% de significancia.

Figura 3. Vasos com solo e envelopes com Galleria mellonella para se avaliar o
deslocamento dos juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi
LPP7.

RESULTADOS

Viabilidade dos juvenis infectantes
Néo foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para
esta variavel (GL=5; F=2,10; p=0,07) a 5% de significancia. As diferentes
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pressdes aplicadas ao longo de diferentes tempos n&o diminuiram a viabilidade
dos Jls. As mortalidades médias dos JlIs obtidas em percentagem apés cada
tratamento para cada tempo de aplicagdo se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Viabilidade média em percentagem dos juvenis infectantes de
Heterorhabditis baujardi LPP7 soubmetidos a diferentes pressdes por quatro
periodos de tempo.

Periodos de avaliacao em minutos

Pressao 15 20 25 30

Testemunha 100,00 A 100,00 A 100,00 A 97,14 A

20 psi (137 KPa) 100,00 A 100,00 A 96,66 A 100,00 A
100 psi (689 KPa) 100,00 A 100,00 A 97,14 A 100,00 A
180 psi (1241 KPa) 97,14 A 100,00 A 100,00 A 100,00 A
260 psi (1792 KPa) 95,00 A 100,00 A 100,00 A 95,00 A
340 psi (2344 KPa) 97,50 A 96,00 A 95,00 A 90,95 A

CVv 5,83 3,676 6,19 6,43

Para cada tempo de avaliacdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

Nas analises de variancia feitas em cada momento de avaliacdo, nao
foram encontradas diferengas estatisticas para os tratamentos a 5% de
significancia (Apéndice 2A).

Patogenicidade dos juvenis infectantes

N&o foram encontradas diferengas estatisticas entre os tratamentos para
a variavel patogenicidade dos Jls de H. baujardi LPP7 quando comparados a
testemunha (GL=5; F=1,50; p=0,19) a 5% de significancia. Nao foi encontrada
uma relagéo entre presséo e percentagem de mortalidade de G. mellonella.
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Tabela 2. Mortalidade média em percentagem de Galleria mellonella pelos
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 submetidos a diferentes
pressdes por quatro periodos de tempo.

Periodos de avaliacao em minutos

Pressao 15 20 25 30
Testemunha 64 A 98 A 84 A 80 A
20 psi (137 KPa) 64 A 96 A 82 A 74 A
100 psi (689 KPa) 70 A 72 A 72A 76 A
180 psi (1241 KPa) 52 A 84 A 74 A 84 A
260 psi (1792 KPa) 60 A 80 A 78 A 90 A
340 psi (2344 KPa) 78 A 84 A 88 A 86 A
CcvVv 38,14 15,66 21,06 20,12

Para cada tempo de avaliagcdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagao.

Nas andlises de variancia feitas em cada periodo de tempo nao foram

encontradas diferengas estatisticas para os tratamentos (Apéndice 4A).

Deslocamento dos juvenis infectantes

Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os tempos durante os
quais foram submetidos os tratamentos (GL=5; F=0,94; p>0,05). Nao foi
encontrada uma relagdo entre uma maior pressdo e uma diminuicdo na
percentagem de larvas infectadas. Os menores valores de mortalidade de G.
mellonella foram encontrados no tempo de 15 minutos para os tratamentos de 260
e 100 psi com valores de 68 e 70 %, respectivamente (Tabela 3). O tratamento
que apresentou a maior percentagem de mortalidade foi de 20 psi com 30 minutos
com valor de 90%.
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Tabela 3. Mortalidade média em percentagem de Galleria mellonella pelos
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 submetidos a diferentes
pressdes por quatro periodos de tempo apds o deslocamento.

Periodos de avaliacao em minutos

Pressao

15 20 25 30
Testemunha 74 A 74 A 86 A 88 A
20 psi (137 KPa) 74 A 74 A 86 A 90 A
100 psi (689 KPa) 70 A 74 A 82 A 84 A
180 psi (1241 KPa) 78 A 82 A 86 A 76 A
260 psi (1792 KPa) 68 A 74 A 80 A 80 A
340 psi (2344 KPa) 76 A 78 A 84 A 80 A
cv 15,04 12,71 11,80 9,58

Para cada tempo de avaliagcdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagao.

Nas analises de variancia feitas em cada periodo de avaliagdo nao foram
encontradas diferencas estatisticas para os tratamentos em nenhum dos quatro

periodos de avaliacao (Apéndice 6A).

DISCUSSAO

De uma forma geral, as pressdes utilizadas n&do afetaram os Jls do
nematdide quanto a sua viabilidade, patogenicidade e capacidade de
deslocamento até lagartas de G. mellonella.

Este trabalho concorda com Fife et al. (2003), que ndo encontraram
diferencas estatisticas na viabilidade relativa do nematdéide H. bacteriophora
durante 0, 5, 10 e 30 minutos. Também demonstraram que para se manter a
viabilidade perto dos 85% era necessario ndo submeter o nematéide H. megidis a
pressdes superiores a 200 psi e 289 psi para os nematbides H. bacteriophora e
Steinernema carpocapsae, respectivamente.

Dutky (1974) reportou que Steinernema spp. pode resistir a pressoes

acima de 1000 psi. Da mesma forma, Lara e Lopez (2005) avaliaram o efeito de
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pressdes de 20 e 40 psi sobre 0 nematdide Steinernema spp. e encontraram que
estas pressdes ndo afetavam a viabilidade e a patogenicidade do nematéide.

Quanto a patogenicidade sobre larvas de G. mellonella, esse trabalho
também concorda com Fife et al. (2003), que demostraram que os NEPs podem
manter sua infectividade por uma semana quando sao submetidos a altas
pressoes.

Quanto a capacidade de busca, os nematoides que sofreram pressao por
mais tempo apresentaram uma mortalidade absoluta maior. Isto pode sugerir um
efeito positivo da pressdo que faz com que os nematéides procurem com maior
rapidez os insetos alvo.

Os resultados encontrados neste trabalho, de modo geral, levam a afirmar
que o nematodide H. baujardi LPP7 pode suportar pressdes de até 340 psi sem
afetar suas capacidades de infecgéo e busca do hospedeiro. Grewal (1998) afirma
que os NEPs de um modo geral ndo devem ser submetidos a pressdes superiores
aos 300 psi. Este trabalho reafirma que cada nematdide possui suas
caracteristicas préprias.

Este trabalho fornece informagbes basicas do efeito de um sistema de
aplicacdo, operado por pressdao sobre a viabilidade, patogenicidade e
deslocamento dos NEPs. E muito importante conhecer todas as condicdes para a
eficiéncia e a eficacia de um agente de controle biolégico para incrementar sua

aceitacao e seu uso pelos agricultores.

CONCLUSOES

Nao ha diferencas para as variaveis viabilidade, patogenicidade e
capacidade de busca dos Jls com respeito a testemunha quando se utilizam
pressodes entre 20 e 340 psi durante 15, 20, 25 e 30 minutos.

O nematdide entomopatogénico H. baujardi LPP7 pode suportar pressdes
até 340 psi sem ser afetado em sua viabilidade, capacidade de infecgéo e busca
sobre Galleria mellonella.
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Capitulo 2. EFEITO DA TEMPERATURA DA AGUA DE IRRIGACAO SOBRE
OS JUVENIS INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda:
Heterorhabditidae)

RESUMO

Fatores ambientais como a temperatura sdo muito importantes no uso de
nematodides entomopatogénicos (NEPs) para o controle biolégico, pois podem
afetar a sua sobrevivéncia e infectividade. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a
influéncia da temperatura que pode ser encontrada nos sistemas de irrigagao
sobre a viabilidade, patogenicidade e capacidade de deslocamento do nematéide
entomopatogénico Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae).
Foram avaliadas as variaveis percentagem de viabilidade, percentagem de
patogenicidade (sobre larvas de Galleria mellonella) e mortalidade de larvas de G.
mellonella ap6s o deslocamento dos Jls. Foi utilizada a concentracao de 10.000
JIs/100 mL de agua nas temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45°C. As avaliagdes
foram feitas no inicio do experimento e aos 60 e 120 minutos. Foram encontradas
diferencas estatisticas entre os tratamentos, j& que nas temperaturas acima de
35°C as percentagens de viabilidade, patogenicidade e mortalidade de larvas de
G. mellonella, apés o deslocamento do nematdide foram menores. A menor
percentagem absoluta de viabilidade foi encontrada a 45°C (17,33%). Observou-
se também uma relacdo direta entre a temperatura e o tempo de avaliagao, pois
os maiores efeitos foram encontrados com 120 minutos. Temperaturas entre os

25 e 35°C nao afetaram o nematodide nas variaveis avaliadas.
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ABSTRACT

Environmental factors such as temperature are very important since they can
interfere on entomopathogenic nematodes survival and infectivity. In this work, the
objective was to evaluate the influence of the temperature that can be found in an
irrigation systems in the viability, pathogenicity and capacity of displacement of
Heterorhadbitis baujardi LPP7 (Heterorhabditidae: Nematoda). The variable
evaluated were percentage of viability, percentage of pathogenicity (on Galleria
mellonella larvae) and mortality of G. mellonella larvae after the nematode
displacement. The dosage of 10.000 JIs/100 mL of water was used at the
temperatures of 25, 30, 35, 40, 45°C. The evaluations were done at time zero, 60
and 120 minutes. For all the evaluated variable, there were statistics differences
among the treatments. At the highest temperatures the percentage of the all the
variables evaluated were the lowest. The lowest absolute viability percentage was
found at 45°C (17.33%). A direct relation between the temperature and the
evaluation time was also observed, since the highest effect was found at 120
minutes. Temperatures between 25 and 35°C had no effect on the nematode in all

the variables evaluated.

INTRODUCAO

Nematodides entomopatogénicos (NEPs) pertencem aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema e sao parasitas obrigatorios de insetos. Estes
nematodides possuem uma associagdao simbionte com bactérias patogénicas dos
géneros Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp. associadas aos géneros
Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente (Poinar, 1990). Os juvenis
infectantes (JIs), considerados como o unico estadio de vida-livre dos NEPs,
penetram no hospedeiro através de suas aberturas naturais (boca, anus e
espiraculos), ou em alguns casos perfurando a cuticula. Apoés a entrada na
hemocele do hospedeiro, JIs liberam as bactérias simbiontes que vé&o causar a
morte do hospedeiro, servir de base para a nutricdo dos nematdides e para
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defesa contra invasores secundarios (Poinar, 1990). Estes nematéides completam
seu desenvolvimento e permanecem por duas ou trés geragbes dentro do
hospedeiro. Quando o alimento é esgotado, os JIs saem do hospedeiro a procura
de novos hospedeiros (Grewal e Georgis, 1998).

Os NEPs, por serem organismos cujo habitat natural é o solo, sofrem
influéncia de caracteristicas neste habitat como tamanho dos poros, umidade,
auséncia de oxigénio, temperatura e pH (Barbercheck, 1992). As interacdes de
todos esses fatores podem alterar desde a sobrevivéncia até a capacidade de
infeccdo do nematdide (Kaya, 1990). Algumas espécies de NEPs podem tolerar
temperaturas extremas, mas é possivel que a baixa umidade do solo altere sua
capacidade de dispersao e persisténcia (Kung et al., 1991).

As estratégias usadas pelos NEPs para sobreviver em condicoes
ambientais adversas como dessecacgdo, temperaturas extremas, congelamento,
radiacdo ultravioleta, doencas e predagao, sao pouco conhecidas, podendo estar
relacionadas a permanéncia do nematodide no solo em estado quiescente, a
migracao para outros locais e a permanéncia no cadaver dos insetos por periodos
mais longos (Glazer, 2002).

O principal limitante para o controle biolégico com NEPs é a sensibilidade
a condicdes ambientais extremas (Kaya e Gaugler, 1993). A temperatura
influencia varios processos metabdlicos dos Jls, principalmente a taxa de
utiizacado de reservas (lipideos, proteinas e carboidratos), a mobilidade, a
sobrevivéncia, a infectividade, o desenvolvimento e a reproducado (Dunphy e
Webster, 1986). A amplitude de temperatura que permite o aproveitamento
maximo das potencialidades dos NEPs como agentes de controle biolégico é
relativamente estreita e a sua infectividade e persisténcia é comprometida por
temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 15°C (Kaya, 1990).

Andalé et al. (2005) consideraram as temperaturas de 16 e 20°C como as
mais adequadas para armazenamento de Heterorhabditis sp. CCA e
Heterorhabditis sp. JPM4 em suspensdo aquosa. Para S. riobrave e S.
carpocapsae, observaram manutengdo da viabilidade até 60 dias de
armazenamento, sendo que apds esse periodo houve um decréscimo
principalmente para temperaturas de 24 e 28°C.

Para a aplicagdo dos NEPs deve-se levar em conta que em geral, estes
nao devem ser submetidos a temperaturas superiores a 30°C (Grewal, 1998).
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Lara e Lopez (2005) aplicaram o nematdide Steinernema sp. a temperatura de
25°C, sem encontrar efeito sobre a viabilidade e viruléncia dos JIs.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de altas
temperaturas na viabilidade, patogenicidade e deslocamento dos Jls de
Heterorhabditis baujardi LPP7, visando sua possivel aplicacdo por um sistema de

irrigacao para o controle de insetos praga na cultura da goiaba.

MATERIAL E METODOS

Localizacao

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia, pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos

dos Goytacazes, RJ, de abril a maio de 2006.

Material biologico

Traca pequena dos favos (Galleria mellonella L.) (Lepidoptera:
Pyralidae). Folhas de papéis com ovos das mariposas de G. mellonella foram
colocadas em potes de vidro de 30 cm de altura com dieta propria para suas
larvas. Os potes foram mantidos a 28°C e 60% de umidade relativa em camara de
germinacdo, sendo a dieta adicionada quando necessaria. Apos 4-5 semanas,
larvas no ultimo instar foram colocadas em vidros menores (10 cm de altura) sem
dieta para puparem, virarem mariposas e posteriormente ovopositar em pedagos
de papel colocados na tampa dos vidros (Machado, 2006).

Heterorhabditis baujardi LPP7. A producdo dos Jls foi feita in vivo
mediante colocacao dos JIs em contato com as larvas de G. mellonella no ultimo
instar, utilizando 200 JIs em 1 mL de agua destilada em placas de Petri de 5 cm
de diametro com papel de filtro (Whatman #1) no fundo. Apds a adicdo dos
nematodides, foram colocadas 10 lagartas por placa de Petri e mantidas a uma
temperatura de 25 + 2°C durante 24 horas em camara de germinagdo. As larvas
que apresentaram sintomatologia tipica de infeccao por Heterorhabditis, ou seja, a

cor marrom avermelhada, foram colocadas em outras placas de Petri com papel
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filtro estéril (cAmara seca) a uma temperatura de 25 + 2°C durante 5 a 8 dias.
Ap6s este tempo, as larvas foram colocadas em “armadilhas de White
modificadas” (White, 1927), para que os JIs fossem recuperados. Estes foram
coletados e armazenados em agua a uma temperatura de 16°C até o momento de
utilizagao.

Testes

Foram avaliadas as temperaturas de 25, 30, 35, 40 e 45°C, com a
finalidade de determinar em qual destas temperaturas o nematdide comeca
perder sua viabilidade, patogenicidade e diminuir sua capacidade de busca. Em
caixas de isopor simulando um banho-maria, foram colocados 10.000 JIs/100 mL
de agua e esses foram submetidos as temperaturas acima por um tempo de 1 e 2
horas, que é o tempo maximo estimado que o nematéide ficaria num sistema de
irrigacdo (Figura 1). Cada tratamento foi composto pela temperatura e o tempo
empregados, com 10 repeticoes cada.

Figura 1. Caixas de isopor usadas para manter os juvenis infectantes de

Heterorhabditis baujardi LPP7 a diferentes temperaturas.

Variaveis avaliadas
Viabilidade dos juvenis infectantes. Em cada tempo foram coletadas de
cada tratamento 5 amostras de 50 pL. Em cada amostra foi observada a
viabilidade dos nematéides, a qual foi dada pela relagdo entre o total de Jls vivos
e o total dos Jls por amostra obtida.
% Viabilidade= (total de NEPs vivos / total de NEPs) x 100
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Patogenicidade dos juvenis infectantes. Foi avaliada a patogenicidade
dos JIs apd6s cada tratamento sobre larvas da traca pequena dos favos (G.
mellonella), para o qual foram utilizadas 10 larvas de cada inseto por tratamento
com 5 repeticdes. Infecgdes foram feitas com 100 JlsxmL" de cada tratamento e
a mortalidade foi avaliada 72 horas ap6s a infecgéo.

Deslocamento dos juvenis infectantes. Em vasos plasticos (42 x 25 x
12 cm) com solo estéril (2 Kg) foram colocados 5 envelopes feitos com tela
metdlica medindo (6 x 5 cm) com 10 larvas de G. mellonella em cada. A
concentracao de 10.000 JIs/30 mL de agua foi adicionada na extremidade oposta
aquela onde os envelopes com insetos foram colocados. Ap6s 10 dias da
aplicacao, a mortalidade dos insetos foi avaliada. A umidade foi mantida em 12%.

Foi utilizado arranjo fatorial e o teste Tukey foi usado para comparar a

mortalidade e a viabilidade médias a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade dos juvenis infectantes

Foram encontradas diferengas estatisticas entre os diferentes tratamentos
com relacdo a variavel viabilidade dos juvenis infectantes de H. baujardi LPP7
(GL=5; F=0,94; p>0,05).

Nos periodos de exposicao de zero e uma hora, o tratamento de 45°C
apresentou menor percentagem de viabilidade (10 e 3,33%) (GL=5; F=3,62;
p=0,01). Ja no momento duas horas, os tratamentos 40 e 45°C foram
estatisticamente diferentes dos outros (GL=5; F=16,83; p<0,05) com 20 e 3,33%,
respectivamente (Tabela 1).

Nos periodos zero, uma e duas horas, as maiores viabilidade absolutas
encontradas foram nas temperaturas de 35, 30 e 26°C (100%, 90% € 96%,
respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1. Percentagem média de viabilidade dos juvenis infectantes de
Heterorhabditis baujardi LPP7 apds diferentes periodos de exposicdo a
diferentes temperaturas em agua.

Periodos de avaliacao em horas

Temperatura (°C) 5 3 5
25 80,00 A 76,00 A 88,33 A
30 100,00 A 90,00 A 90,00 A
35 100,00 A 85,00 A 93,33 A
40 80,00 A 80,00 A 20,00 B
45 38,66 B 10,00 B 3,33B
CVv 45,22 49,98 35,00

Para cada tempo de avaliagcdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

Comparando as médias dos tratamentos por Tukey encontraram-se 2
grupos diferentes, tendo-se 25°C a 35°C como o melhor intervalo de temperatura
para o nematdéide H. baujardi LPP7. As temperaturas que mais afetaram a
viabilidade dos Jls foram de 40 e 45°C apés duas horas.

Todos os tratamentos apresentaram uma tendéncia em diminuir a
viabilidade dos JIs através do tempo, com excecdo da testemunha, a qual
apresentou um incremento na percentagem de viabilidade.

Patogenicidade dos juvenis infectantes

Foram encontradas diferengas estatisticas somente nos tratamentos 40 e
45°C, por um periodo de duas horas (GL=5; F=2,87; p=0,03). Foi encontrada uma
relacdo negativa entre alta temperatura e percentagem de mortalidade das larvas
de G. mellonella.

Pelo teste de comparacdo de médias, foram encontrados dois grupos
diferentes entre os tratamentos avaliados apds duas horas (Tabela 2). As
temperaturas de 40 e 45°C para duas horas afetaram o nematdéide H. baujardi
LPP7 na capacidade de matar larvas de G. mellonella. Esses dados nao
concordam com Grewal (1998), que preconizou que o0s nematdides
entomopatogénicos em geral ndo suportam temperaturas superiores a 30°C nos
tanques dos equipamentos de aspersao.
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Lara e Lopez (2005) encontraram que o nematdide Steinernema sp. a
temperatura de 25°C ndo perdia sua viabilidade e capacidade de infecgdo em
larvas de G. mellonella. Este trabalho concorda com Dolinski et al. (2006), que
mostrou que o nematdide H. baujardi LPP7, apesar de matar larvas de G.
mellonella a temperaturas de 25 a 34°C, tinha sua producédo de Jls afetada, a
partir de 31°C.

Tabela 2. Percentagem média da mortalidade de larvas de Galleria mellonella
pelos juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 submetidos a
diferentes temperaturas por trés periodos de tempo.

Periodos de avaliacao em horas
Temperatura (°C)

0 1 2
25 74 A 76 A 74 A
30 68 A 64 A 62 A
35 66 A 84 A 74 A
40 52 A 64 A 44 B
45 62 A 32 A 30B
CVv 41,14 47,23 43,52

Para cada tempo de avaliagdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagao.

Deslocamento dos juvenis infectantes

Foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a
variavel deslocamento de juvenis infectantes de H. baujardi LPP7 (GL=5;
F=15,33; p<0,05). Encontrou-se uma relagédo inversa entre alta temperatura e
menor percentagem de larvas mortas ap6s o deslocamento dos Jls.

Pelo teste de comparacdo de médias foram estabelecidos trés grupos
diferentes entre os tratamentos para 0 momento de avaliagdo duas horas (GL=5;
F=8,87; p<0,05). N&o se encontrou efeito sobre o nematoide H. baujardi LPP7 em
sua capacidade de deslocamento até larvas de G. mellonella nas temperaturas
entre os 25 e 35°C para os trés momentos de avaliagdo. A temperatura que mais
afetou a capacidade de infecgao dos Jls foi a temperatura de 45°C (Tabela 3).
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Tabela 3. Percentagem média de mortalidade de larvas de Galleria mellonella
pelos juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 apds o deslocamento
submetidos a diferentes temperaturas por trés periodos de tempo.

Periodos de avaliacao em horas

Temperatura (°C) 5 ] 5
25 50 A 52 A 56 A
30 56 A 54 A 56 A
35 50 A 52 A 48 A
40 34 A 34 A 24 B
45 28 A 20 A 8C
Ccv 40,67 53,13 36,88

Para cada tempo de avaliagdo, médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

No caso da temperatura de 25°C, observou-se um efeito positivo da
mesma sobre o deslocamento dos Jls, e portanto, um aumento na percentagem
de mortalidade de larvas de G. mellonella. Lara et al. (2004) n&do encontraram
efeito negativo na viabilidade e capacidade de busca dos nematdides
Heterorhabditis sp. e Steinernema sp. sobre populagbes de broca no solo com
temperaturas de 26°C. Em geral, quanto, mais tempo sob altas temperaturas,
menor é a capacidade de busca dos Jls.

CONCLUSOES

Ha diferencas estatisticas entre os tratamentos para as variaveis
viabilidade, patogenicidade e deslocamento dos juvenis infectantes.

O nematdide entomopatogénico H. baujardi LPP7 pode suportar
temperaturas até 35°C sem ser afetado em sua viabilidade, patogenicidade e

capacidade de deslocamento até larvas de G. mellonella.
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Capitulo 3. EFEITO DO OLEO MINERAL ASSIST® SOBRE OS JUVENIS
INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda:
Heterorhabditidae)

RESUMO

Entre os principais problemas que os nematdides entomopatogénicos (NEPS)
possuem no momento de sua aplicagao no solo, esta a sensibilidade a condigbes
ambientais extremas. Por isso, tentando dar ao nematoide protecdo contra tais
condicdes, testou-se o efeito do 6leo mineral ASSIST® (Basf SA) sobre os juvenis
infectantes (JIs) de Heterorhabditis baujardi LPP7 (Heterorhabditidae: Nematoda),
em concentracdes de 0 % (testemunha), 0,5%, 1% e 2%, durante 0, 3, 6, 9 e 12
horas. Depois de cada tempo foram avaliadas as variaveis viabilidade,
patogenicidade e capacidade de deslocamento dos Jls. Foram encontradas
diferencas estatisticas entre os tratamentos para as trés variaveis avaliadas. Para
a variavel viabilidade dos JIs observou-se uma relacdo negativa entre a
concentracao do 6leo e o tempo de avaliagdo. Os menores valores de viabilidade,
patogenicidade e patogenicidade apds deslocamento foram encontrados quando
se usou 2% de 6leo por 12 horas. Este trabalho mostrou que a mistura de Jls de
H. baujardi LPP7 com o 6leo mineral ASSIST® nao é recomendavel, pois este,
em geral, diminui a viabilidade, patogenicidade e capacidade de deslocamento
dos nematodides através do tempo.
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ABSTRACT

Among many problems that entomopathogenic nematodes (EPNs) have during
the application time in the ground, sensitivity to extreme environment conditions is
the main one. Because of that, it is important to give the nematode some
protection against such conditions. The effect of mineral oil ASSIST® (Basf SA)
was tested on the infective juveniles (lJs) of Heterorhabditis baujardi LPP7
(Heterorhabditidae: Nematoda) in concentrations of 0% (control), 0,5%, 1% and
2%, during 0, 3, 6, 9 and 12 hours. After each time the variables viability,
pathogenicity and capacity of displacement of the IJs were evaluated. There were
statistical differences among the treatments for the three evaluated variables. For
the variable IJs viability, a negative correlation was observed between the oil
concentration and the evaluation time. The lowest values of viability, pathogenicity
and capacity of displacement of the IJs were found in the highest concentration
after 12 hours of nematode contact with the oil. These results demonstrated that
the mixture of H. baujardi LPP7 IJs with mineral oil ASSIST® is not
recommendable since it diminishes the viability, pathogenicity and capacity of

displacement of nematodes.

INTRODUCAO

Os nematoides entomopatogénicos (Steinernematidae e
Heterorhabditidae) sao parasitos de insetos e matam seu hospedeiro devido a
bactérias que eles carregam no sistema digestivo. No caso dos steinernematideos
carregam Xenorhabdus spp. € 0s heterorhabditideos carregam Photorhabdus spp.
(Adams e Nguyen, 2002; Poinar, 1990). Os juvenis infectantes (JIs), considerados
como o Unico estadio de vida-livre dos NEPs, penetram no hospedeiro através de
suas aberturas naturais (boca, anus e espiraculos), ou em alguns casos
perfurando a cuticula com um “dente” localizado na extremidade anterior do Jl.

Estes nematdides completam seu desenvolvimento e permanecem 2 ou 3
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geragdes dentro do hospedeiro. Quando o alimento acaba, os JIs saem do
hospedeiro-cadaver a procura de novos hospedeiros (Grewal e Georgis, 1998).

Os nematdides por serem habitantes naturais do solo, se constituem em
agentes com grande potencial para ter sucesso como organismos
biocontroladores (Shapiro-llan et al., 2005). Existe um amplo numero de
tecnologias viaveis para a aplicagdo de NEPs no solo, desde em &gua com
mangueira até sistemas de irrigacao (Georgis, 1990; Grewal, 2002).

Varias formulagdes para a aplicacdo de NEPs ao solo sdo usadas,
incluindo carvao ativado, géis de poliacrilamida, argilas, esponjas de poliuretano e
vermiculita. As formulagdes podem aumentar a persisténcia dos nematéides
devido a uma reducdao no metabolismo e imobilizagdo, o qual pode estar
acompanhado por refrigeracdo do produto ou dessecacdo parcial dos Jls
(Georgis, 1990; Georgis et al., 1995). Algumas formulagbes, como as argilas, tém
a capacidade de aumentar o tempo de atividade do nematdide no solo depois da
aplicagéo, protegendo os NEPs contra as condi¢ées ambientais adversas (Kaya e
Nelsen, 1985; Capinera et al., 1988; Georgis et al., 1989; Renn, 1998; Navon et
al., 2002). Formulagdes que sdo baseadas na nao dessecagdo dos NEPs, como
pasta ou esponja conseguem ter altas viabilidades, mas ndo podem ser
guardadas em altas densidades, o que se constitui numa limitagdo para
aplicagcbes em larga escala (Shapiro-llan et al., 2002).

Alguns adjuvantes usados na aplicacao de NEPs s&o Triton X100 (BDH,
Merck Ltd., Dorset, UK), Glicerol, Croduvant, Crovol L27 e Crovol L40 (Croda
Chemicals Ltd.), todos eles numa concentragao de 2 até 4% (v/v) (Mason et al.,
1999).

As formulagdes liquidas de nematdides devem ser aplicadas entre 48 e
72 horas apés a diluicdo para se evitar problemas com a dessecacao e nao se ter
efeitos negativos na viruléncia dos NEPs (Georgis et al., 1995). Trabalhos para o
controle da broca do café com nematdides entomopatogénicos demonstraram que
a aplicacao destes com agua e um éleo agricola (Carrier) melhorou a capacidade
dos NEPs de resistir as condicbes ambientais e ndo afetou em nada a viabilidade
e capacidade de infeccdo dos mesmos (Lara et al., 2004).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do éleo mineral na
viabilidade, patogenicidade e deslocamento dos JIs de Heterorhabditis baujardi
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LPP7, visando sua possivel aplicacdo por meio de um sistema de irrigagdo para o
controle de insetos praga na cultura da goiaba.

MATERIAL E METODOS

Localizacao

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia, pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos

dos Goytacazes, RJ, de fevereiro a margo de 2006.

Material biologico

Traca pequena dos favos (Galleria mellonella L.) (Lepidoptera:
Pyralidae). Folhas de papéis com ovos das mariposas de G. mellonella foram
colocadas em potes de vidro de 30 cm de altura com dieta propria para suas
lagartas. Os potes foram mantidos a 28°C e 60% de umidade relativa em camara
de germinacao, sendo a dieta adicionada quando necessaria. Apds 4-5 semanas,
lagartas no ultimo instar foram colocadas em vidros menores (10 cm de altura)
sem dieta para puparem, virarem mariposas € posteriormente ovopositar em
pedacos de papel colocados na tampa dos vidros (Machado, 2006).

Heterorhabditis baujardi LPP7. A producdo dos Jls foi feita in vivo
mediante colocacao dos JIs em contato com as larvas de G. mellonella no ultimo
instar, utilizando 200 JIs em 1 mL de agua destilada em placas de Petri de 5 cm
de diametro com papel de filtro (Whatman #1) no fundo. Apds a adicdo dos
nematodides, foram colocadas 10 lagartas por placa de Petri e mantidas a uma
temperatura de 25 + 2°C durante 24 horas em camara de germinagao. As lagartas
que apresentaram sintomatologia tipica de infeccao por Heterorhabditis, ou seja, a
cor marrom avermelhada, foram colocadas em outras placas de Petri com papel
filtro estéril (cAmara seca) a uma temperatura de 25 + 2°C durante 5 a 8 dias.
Apo6s este tempo, as larvas foram colocadas em “armadilhas de White

modificadas” (White, 1927), para que os Jls fossem recuperados. Estes foram
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coletados e armazenados em 4gua a uma temperatura de 16°C até o momento de

utilizagéo.

Testes

Foi utilizado o éleo mineral ASSIST® (Basf SA) misturado com os JIs de
H. baujardi LPP7 foram misturados ao 6leo mineral nas seguintes concentragdes:
concentracdo 1: 0,5 mL de dleo x L de agua; concentragao 2: 1 mL de 6leo x L™
de agua e concentragdo 3: 2 mL de 6leo x L' de agua. Quinhentos mil JIs de H.
baujardi LPP7 foram armazenados em agua com cada uma das concentragdes de
6leo mineral, sendo a testemunha os JIs sem 6éleo mineral (Figura 1). Os Jls
foram avaliados apés 0, 3, 6, 9 e 12 horas de contato com as diferentes

concentracdes de 6leo mineral.

Figura 1. Erlenmeyers com as diferentes concentragbes do Oleo mineral
ASSIST® (Basf SA) e os juvenis infectantes de H. baujardi LPP7.

Variaveis avaliadas

Viabilidade dos juvenis infectantes. Em cada tempo de avaliacao foram
coletadas de cada tratamento 5 amostras de 50 pL. Em cada amostra foi
observada a viabilidade dos nematdides, a qual foi dada pela relagéo entre o total
de Jls vivos e o total dos JIs por amostra obtida.

% Viabilidade= (total de NEPs vivos / total de NEPs) x 100

Patogenicidade dos juvenis infectantes. Foi avaliada a patogenicidade
dos Jls apds cada tratamento sobre as larvas da traca pequena dos favos para o
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qual foram utilizadas 10 larvas de cada inseto por tratamento com 5 repeticoes.
Infecgdes foram feitas com 100 JIs x mL™" de cada tratamento e a mortalidade foi
avaliada 72 horas ap6s da infecgao.

Deslocamento dos juvenis infectantes. Em vasos plasticos (42 x 25 x
12 cm) com solo estéril (2 Kg) foram colocados 5 envelopes de tela metélica
medindo (6 x 5 cm) com 10 larvas de G. mellonella em cada. A concentragéao de
10.000 JIs/30 mL de agua foi adicionada na extremidade oposta aquela onde os
envelopes com insetos foram colocados. Apds 10 dias da aplicacdo a mortalidade
dos insetos foi avaliada.

Foi utilizado o delineamento em arranjo fatorial e o teste Tukey foi usado

para comparar as mortalidades € a viabilidades médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade dos juvenis infectantes

Foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a
variavel viabilidade dos juvenis infectantes (GL=3; F=5,30; p=0,0022). Foi
observada também uma relagdo negativa entre o aumento na concentragédo do
6leo e 0 momento de avaliagéo (Tabela 1).

Todos os tratamentos apresentaram uma tendéncia a diminuir a
viabilidade dos Jls através do tempo, com excecdo da testemunha, a qual
apresentou um incremento entre 0 e 6 horas, depois deste tempo a viabilidade
também diminuiu. De um modo geral, quando se utilizou 6leo mineral, a

viabilidade dos Jls de H. baujardi LPP7 diminuiu através do tempo.
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Tabela 1. Percentagem média de viabilidade dos juvenis infectantes de
Heterorhabditis baujardi LPP7 apds imersdo em 6leo mineral por cinco periodos
de avaliacao.

Periodos de avaliacao em horas

Oleo (%)
0 3 6 9 12
0 19,14A 26,60A 30,66 A 2556A 1327A
0,5 2221A 2244A 2,89B 0,60B 253B
1,0 25,15A 1530B  4,17B 048B 0,78B
2,0 19,43A 584C 2,79B 0,40B  0,00B
cVv 30,91 30,54 41,48 90,84 44,23

Para cada momento de avaliacdo, médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

Pelo teste de comparacao de médias surgiram 2 grupos diferentes entre
os tratamentos para os momentos de avaliacdo a trés horas (GL=3; F=14,38;
p<0,05), a seis horas (GL=3; F=53,11; p<0,05), a nove horas (GL=3; F=20,80;
p<0,05) e a doze horas (GL=3; F=56,60; p<0,05), encontrando-se que as
diferentes concentracées do 6leo afetam negativamente a viabilidade do
nematodide H. baujardi LPP7 (Tabela 1).

Patogenicidade dos juvenis infectantes

Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a
variavel patogenicidade dos JIs de H. baujardi LPP7 nos diferentes momentos de
avaliagcdo. Foi encontrada uma relagdo negativa entre a concentragéo de éleo a
2% e a percentagem de mortalidade de juvenis infectantes.

Os dados anteriores descartam este 6leo mineral como parte de uma
formulacdo liquida para nematéides. Segundo Georgis et al. (1995) as
formulagbes liquidas de nematéides nao devem ter efeitos negativos na viruléncia
dos Jls.

Foi feita analise de variancia para cada momento de avaliacdo € nao se
encontrou diferengas estatisticas entre os tratamentos, que pode ser devido a alta
variabilidade dos dados (Tabela 2). Esses dados concordam com os resultados
encontrados por Lara et al. (2004) em trabalhos para o controle da broca do café
com Steinernema sp., esses autores demonstraram que a aplicacdo de Jls em
agua e um oOleo agricola (Carrier) melhorou a capacidade dos NEPs a resistir as
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condicbes ambientais e ndo afetou nem a viabilidade, nem a capacidade de
infeccdo dos mesmos.

Tabela 2. Percentagem média de mortalidade de larvas de Galleria mellonella
por juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 apds imersao em 6leo
mineral por cinco periodos de avaliacao.

Periodos de avaliacao em horas

Oleo (%)
0 3 6 9 12
0 36 36 40 60 36
0,5 36 36 20 40 28
1,0 28 28 12 20 20
2,0 44 32 28 24 8
cVv 70,27 56,69 90,33 90,86 113,37

CV: coeficiente de variagao.

Deslocamento dos juvenis infectantes

Foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a
variavel mortalidade de larvas de G. mellonella ap6s o deslocamento dos Jls de
H. baujardi LPP7 (GL=3; F=54,84; p<0,05). Encontrou-se uma relagdo negativa
entre a concentragdo do 6leo e a diminuicao na percentagem de larvas infectadas
apo6s o deslocamento dos JlIs apds 12 horas de exposicéo.

Os menores valores de mortalidade de larvas de G. mellonella foram
encontrados nos tratamentos de 0,5, 1 e 2% ap6s 12 horas de contato dos
nematodides com o éleo (GL=3; F=10,00; p<0,05). O tratamento que causou maior
percentagem de mortalidade absoluta foi com 0,5% de 6leo mineral apds 3 horas
de contato (GL=3; F=0,68; p>0,05) (Tabela 3).

Pelo teste de comparacao de médias formaram-se dois grupos diferentes
entre os tratamentos (Tabela 3), sendo encontrado um efeito negativo sobre a
capacidade de busca do nematdide apés 9 horas de contato com o 6leo mineral,

independentemente da concentragao utilizada.
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Tabela 3. Percentagem média de mortalidade de larvas de Galleria mellonella
por juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 apds imersao em 6leo
mineral por cinco periodos de avaliagcdo apds deslocamento.

Periodos de avaliacao em horas

Oleo (%)
0 3 6 9 12
0 12A 24 A 16 A 24 A 20 A
0,5 8A 28 A 24 A 4 A 0B
1,0 8A 24 A 24 A 4 A 0B
2,0 4 A 12A 8A 8A 0B
cVv 131,10 85,03 76,57 118,32 141,42

Para cada momento de avaliacdo, médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagéo.

CONCLUSOES

O nematdide entomopatogénico H. baujardi LPP7, ndo deve ser misturado
ao 6leo mineral Assist® nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2%, por mais de trés
horas.

Devem-se avaliar outros éleos minerais e outras concentragdes, pois é
muito importante tentar proteger os nematéides contra as condigdes ambientais,
que em alguns casos podem ser muito adversas. Disso pode depender o éxito ou
fracasso de um programa de controle biologico.
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Capitulo 4. AVALIACAO DE UM SISTEMA DE IRRIGACAO POR
MICROASPERSAO PARA A APLICACAO DOS JUVENIS INFECTANTES DE
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae)

RESUMO

Fatores como temperatura, pressao e filtros num sistema de irrigacdo sdo muito
importantes, pois podem afetar a viabilidade e a infectividade dos nematoides
entomopatogénicos. Nesse trabalho foi avaliada a influéncia das condigdes
geradas por um sistema de irrigacdo por microaspersdo na viabilidade,
patogenicidade e capacidade de deslocamento dos juvenis infectantes (JIs) de
Heterorhabditis baujardi LPP7 (Heterorhabditidae: Nematoda). A percentagem de
viabilidade dos Jls foi avaliada imediatamente apds a passagem dos JlIs pelo
sistema de irrigacdo. A percentagem de mortalidade e a percentagem de
deslocamento até larvas de Galleria mellonella foram avaliadas em vasos. Em
outro experimento a campo, foi avaliada a percentagem de mortalidade de G.
mellonella com trés dosagens do nematoide H. baujardi LPP7 (100.000, 300.000
e 500.000 JlIs/ arvore). Nesse Ultimo ensaio, a avaliacao foi feita 5 dias apo6s a
aplicacdo dos nematoides e a testemunha foi aplicagdo de 4gua sem nematoides.
A viabilidade dos nematbides apds a passagem pelo sistema nao apresentou
diferencas estatisticas comparado com a testemunha. A mortalidade de G.
mellonella no laboratério foi de 77,50 e 83,75% para o tratamento e a testemunha,
respectivamente. Da mesma forma, a mortalidade apds o deslocamento dos JIs
foi de 82 e 85% para os JIs do tratamento e os da testemunha, respectivamente.
As avaliagcbes a campo com as diferentes dosagens apresentaram diferencas
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estatisticas entre os tratamentos (p< 0,05) e se observou uma maior mortalidade
nas maiores dosagens de nematoides, com valores maximos de 28,35% e 37%
em cada uma das duas repeticbes do experimento. De modo geral, pode-se
afirmar que este sistema de microaspersao é adequado para a aplicagao dos Jls
desse nematdide sem afetar sua viabilidade, patogenicidade e capacidade de

busca até o inseto alvo.

ABSTRACT

Factors as temperature, pressure and filters in an irrigation system are very
important, since they may affect entomopathogenic nematodes viability and
infectivity. In this work, it was evaluated the influence of the conditions generated
in a micro aspersion irrigation system on the viability, pathogenicity and capacity of
displacement of Heterorhabditis baujardi LPP7 (Heterorhabditidae: Nematoda)
infective juveniles (lJs). The I|Js viability was evaluated after the nematodes
passed through the irrigation system. Infectivity in Galleria mellonella larvae, and
larvae mortality after the IJs displacement were evaluated in vases. In another
field experiment, the mortality of G. mellonella larvae in three nematode dosages
(100,000, 300,000 and 500,000 IJs/tree) was evaluated. The evaluation of this last
assay was done 5 days after the nematodes application, and control was water
applied without nematodes. The nematodes viability after passing through the
system did not show statistical differences (89.47% and 91.84% for the treatment
and the control, respectively). G. mellonella larvae mortality under laboratory
conditions was 77,50 and 83,75% for the treatment and the control, respectively.
Same way, mortality after the displacement of the IJs was of 82 and 85% for the
treatment and the control, respectively. There were statistic differences among the
different dosages (p< 0,05) and it was observed a higher mortality in the highest
nematode dosages 28,35% and 37% in each one of the two experiment
repetitions). In general, it can be concluded that this micro aspersion system is
adjusted for applying this nematode without affecting its viability, pathogenicity and
capacity of search to the insect.
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INTRODUCAO

Nematdides entomopatogénicos (NEPs) pertencem aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema (Heterorhabditidae e Steinernematidae: Nematoda)
e sdo parasitas obrigatorios de insetos. Os juvenis infectantes (JIs), considerados
como o Unico estadio de vida-livre dos NEPs, penetram no hospedeiro através de
suas aberturas naturais (boca, anus e espiraculos), ou em alguns casos
perfurando a cuticula. Apés a entrada na hemocele do hospedeiro, Jls liberam as
bactérias simbiontes que vao causar a morte do hospedeiro, servir de base para a
nutricdo dos nematdides e para defesa contra invasores secundarios (Poinar,
1990).

Os NEPs vém sendo isolados de solos em diferentes ecossistemas do
mundo, desde o artico até os tropicos, apresentando um vasto leque de
hospedeiros (Poinar, 1990; Hominick et al., 1996). A variedade de espécies e
linhagens geogréficas os posiciona como organismos com potencial uso no
controle de pragas, especialmente no solo. Podendo assim, substituir os
inseticidas por sua segurancga e facilidade de aplicacao (Capinera e Epsky, 1992).

Nas ultimas décadas, os NEPs tém evidenciado seu potencial como
agentes bioldgicos para o controle de insetos-praga. NEPs sdo considerados uma
ferramenta efetiva para ser incorporada em programas de manejo integrado de
pragas (MIP), representando uma parte importante dos chamados
biocontroladores (Ehlers, 1996).

A maioria dos sistemas de aspersédo ndao promove pressao suficiente para
causar dano fisico aos nematéides, mas ndo se sabe se a passagem pelo sistema
afetaria. Em geral, os nematdides ndo devem ser submetidos a pressdes
superiores a 300 psi nos tanques dos equipamentos e a temperaturas superiores
de 30°C (Grewal, 1998).

Nematdides requerem que os primeiros 25 a 65 cm do solo sejam bem
irrigados para permitir seu movimento no solo (Shetlar, 1999). E importante
também levar em conta que temperaturas do solo entre 12 e 28 °C séao
consideradas favoraveis para a aplicagdo de nematdides entomopatogénicos
(Kaya, 1990).

Microaspersdao do nematoide Heterorhabditis sp. linhagem T390 ao nivel

da superficie do solo foi mais efetiva do que quando adicionando na irrigagao por
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gotejamento. Estudos a campo tém mostrado a necessidade de se aplicar os
NEPs com um maior quantidade de agua, para que os NEPs n&o sofram
dessecacao (Curran, 1992). Duncan et al. (1999) sugeriram que a distribuicao
desigual no sistema de irrigacdo, por exemplo, microaspersdo pode ser
solucionado com uma adicao extra de aspersores nas linhas.

Nilsson e Gripwall (1999) pesquisaram a influéncia do sistema de
aplicacao sobre a viabilidade de Steinernema feltiae (Filipjev) com altas pressoes
e nao reportaram influéncia significativa sobre a viabilidade, mas observaram uma
diminuicdo na viabilidade a qual provavelmente foi devida a um estresse gerado
pela passagem dos nematdides pelo rotor e 0 aumento de temperatura na agua.

Lara e Lépez (2005) mostraram que o nematéide Steinernema sp. pode
ser aplicado com equipamentos manuais e de pressao previamente definida até
40 psi sem causar nenhum dano fisico e sem diminuir sua capacidade de
infeccao.

Tendo em conta as consideragbes anteriores, JIs de H. baujardi LPP7
foram aplicados por um sistema de microaspersao em uma plantagdo de goiaba
com o objetivo de avaliar o efeito deste sistema na viabilidade, infectividade e
deslocamento dos Jls.

MATERIAL E METODOS

Localizacao

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia, € no pomar de goiaba pertencente ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ, de junho a agosto de 2006.

Material bioldgico

Traca pequena dos favos (Galleria mellonella L.) (Lepidoptera:
Pyralidae). Folhas de papéis com ovos das mariposas de G. mellonella foram
colocadas em potes de vidro de 30 cm de altura com dieta propria para suas
lagartas. Os potes foram mantidos a 28°C e 60% de umidade relativa em camara
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de germinacao, sendo a dieta adicionada quando necessaria. Apos 4-5 semanas,
lagartas no ultimo instar foram colocadas em vidros menores (10 cm de altura)
sem dieta para puparem, virarem mariposas e posteriormente ovopositar em
pedacos de papel colocados na tampa dos vidros (Machado, 2006).
Heterorhabditis baujardi LPP7. A produgcdo dos Jls foi feita in vivo
mediante colocacao dos JIs em contato com as larvas de G. mellonella no ultimo
instar, utilizando 200 JIs em 1 mL de agua destilada em placas de Petri de 5 cm
de diametro com papel de filtro (Whatman #1) no fundo. Apds a adicdo dos
nematodides, foram colocadas 10 lagartas por placa de Petri e mantidas a uma
temperatura de 25 + 2°C durante 24 horas em camara de germinacao. As lagartas
gue apresentaram sintomatologia tipica de infeccao por Heterorhabditis, ou seja, a
cor marrom avermelhada, foram colocadas em outras placas de Petri com papel
filtro estéril (camara seca) a uma temperatura de 25 + 2°C durante 5 a 8 dias.
Ap6s este tempo, as larvas foram colocadas em “armadilhas de White
modificadas” (White, 1927), para que os Jls fossem recuperados. Estes foram
coletados e armazenados em agua a uma temperatura de 16°C até o momento de

utilizacao.

Sistema de irrigacao

O sistema utilizado foi de microaspersao com as seguintes caracteristicas:
bomba de V4 cv (cavalos vapor), monofésica, 3500 rpm, pressao entre 15 e 25 psi
e didmetro do rotor de 96 mm; microaspersores: tamanho do bocal 1 mm, pressao
entre 20 e 35 psi, vazao entre 44 e 56 L/h e raio efetivo de molhamento 2,8 m.
Para as aplicagbes com os nematdides foi retirado o filiro na saida da bomba,
para n&o danificar os Jls.

Além disso, foi determinado o Coeficiente de Uniformidade de
Christiansen (CUC), que é o parametro que descreve a uniformidade de irrigacao,
sendo usado para medir a variabilidade espacial da lamina de agua aplicada pelo

sistema de irrigacao (Mantovani et al., 2006).

Testes
Experimento 1. Os Jls de H. baujardi LPP7 foram submetidos as
condicbes geradas pelo sistema de irrigacdo por microaspersao e foram avaliados

possiveis danos mecanicos e comportamentais nos Jls. Para isto foi utilizado um
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sistema de irrigacdo com 4 linhas, cada uma com 7 aspersores (total de 28
plantas). Uma concentracdo de 100.000 JIs x L' de agua foi aplicada no sistema
e em 12 microaspersores foram coletadas amostras de 500 mL da mistura de
agua mais Jls (Figura 1). Como testemunha utilizou-se a mesma concentragao de
nematodides por volume de agua sem passar pelo sistema. As amostras foram
levadas ao laboratério para a contagem dos JlIs e avaliagao das variaveis.

Viabilidade dos juvenis infectantes. De cada repeticdo foram tiradas 5
amostras de 100 pL. Em cada amostra foi avaliada a viabilidade dos nematoides,
a qual foi dada pela relacao entre o total de Jls vivos e o total dos JIs por amostra
obtida.

% Viabilidade= (total de NEPs vivos / total de NEPs) x 100

Figura 1. Garrafas plésticas utilizadas para a coleta de agua com nematoides na

saida dos microaspersores do sistema de irrigagao.

Patogenicidade dos juvenis infectantes. Foi avaliada a patogenicidade
dos JIs apds a passagem pelo sistema de irrigacao sobre larvas da traga pequena
dos favos (G. mellonella) para o qual foram utilizadas 10 larvas com 8 repeticdes
para o tratamento e 8 para a testemunha. Infec¢gées foram feitas com uma
concentracdo 100 Jls/mL e a mortalidade foi avaliada 72 horas apos da infecc¢ao.

Deslocamento dos juvenis infectantes. Em vasos de plastico (42 x 25 x
12 cm) com solo estéril (2 Kg) foram colocadas as larvas da traga pequena dos
favos a uma distancia de 40 cm dos nematdéides. Em cada vaso foram colocados
5 envelopes de tela (6 x 5 cm) com 10 larvas em cada, com um total de 6
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repeticdes. A concentracdo de 10.000 JIs/30 mL de agua foi adicionada na
extremidade oposta aquela onde os insetos foram colocados. A mortalidade dos
insetos foi avaliada 10 dias apés a aplicagéo dos Jls.

Para este primeiro experimento, foi utilizado como testemunha a mesma
concentracdo de nematoides, sem passar pelo sistema de irrigacdo. Para os
testes estatisticos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. O teste

Tukey foi usado para comparar as mortalidades e a viabilidades médias.

Experimento 2. Nas mesmas linhas utilizadas anteriormente foram feitas
quatro covas de 20 cm x 20 cm x 20 cm ao redor de cada microaspersor. As
covas foram forradas com tela nas quais foram colocadas 10 larvas de G.
mellonella em cada (Figura 2). Foram avaliadas as concentragbes de 100.000,
300.000 e 500.000 JIs de H. baujardi LPP7 e como testemunha foi aplicada sé
agua. O numero de plantas por tratamento foi de 7 com 28 repeticdes por
tratamento. A mortalidade das larvas foi avaliada 5 dias ap6s a aplicagéo dos Jls.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. O teste Tukey foi
usado para comparar as mortalidades e a viabilidades médias. Este experimento
foi repetido uma vez.

Figura 2. A. Telas utilizadas para conter as lagartas de Galleria mellonella no solo
durante a aplicacdo dos Jls de Heterorhabditis baujardi LPP7.

B. Disposi¢ao das telas nas covas ao redor do microaspersor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi calculado o Coeficiente de Uniformidade de Christiansen (CUC),
sendo este de 94,6%, o qual significa que aproximadamente 94,6% da area
receberam uma lamina maior ou igual a lJdmina média de aplicacéo.

No experimento 1, para a varidvel viabilidade dos Jls ndo foram
encontradas diferencas estatisticas quando comparado com a testemunha (GL=1;
F=1,14; p= 0,2960) (Tabela 1). Esses resultados sao similares aos encontrados
por Smits (1996), que na fase de mistura dos nematoides com a agua no tanque e
apos aplicagdo, ndo encontrou alta mortalidade de Jls, concluindo que os Jls
teriam alta tolerancia as condi¢oes geradas pelo sistema.

Na variavel mortalidade de G. mellonella ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre a testemunha e o tratamento (GL=1; F=0,69; p>0,05)
(Tabela 1). Os dados aqui apresentados concordam com Hayes et al. (1999), que
avaliaram o nematdide Steinernema carpocapsae em um sistema de irrigacao.
Depois de passar pelo sistema a viabilidade e a patogenicidade dos JIs sobre
larvas de G. mellonella nédo foram afetadas, encontrando mortalidade de 95% em
vasos.

Na variavel mortalidade de larvas de G. mellonella, apds o deslocamento
dos Jls até elas, ndo foram encontradas diferencas estatisticas (GL=1; F=0,34;
p>0,05) (Tabela 1). O que pode indicar que o sistema de irrigacdo nao afeta a

capacidade de busca dos Jls.

Tabela 1. Percentagem de mortalidade de larvas de Galleria mellonella com
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 aplicados pelo sistema de
microaspersao.

Tratamento % % % Mortalidade apos
Viabilidade Patogenicidade o deslocamento
JIs sem passar pelo
. o 91,84 A 83,75 A 85A
sistema de irrigacao
JIs depois de passar
pelo sistema de 89,47 A 77,50 A 82 A

irrigacao

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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No segundo experimento, foi testada a capacidade de infecgdo dos Jls de
H. baujardi LPP7 sobre larvas de G. mellonella, aplicados pelo sistema de
microaspersao a campo em trés dosagens.

Na primeira repeticdo foram encontradas diferengas estatisticas entre os
tratamentos (GL=3; F=10,77; p=0,00011) quando comparados a testemunha. A
maior mortalidade absoluta foi encontrada na dosagem de 300.000 Jls /arvore,
seguida pela dosagem de 500.000 Jls /arvore, contudo nao diferiram
estatisticamente. A testemunha foi similar ao tratamento 2 (100.000 JIs /arvore)
(Tabela 2).

Na segunda repeticdo ocorreram diferengas estatisticas entre os
tratamentos quando comparados a testemunha (GL=3; F=39,14; p< 0,05).
Similarmente a primeira repeticao, os maiores valores de mortalidade de larvas de
G. mellonella foram encontrados nas maiores dosagens de nematdides por arvore
(tratamentos 3 e 4) (Tabela 2), 0 que demonstra que néo existe uma resposta
positiva a maior adicdo de JIs, sendo a dosagem ideal entre 300.000 e 500.000
Jls /arvore.

Tabela 2. Percentagem de mortalidade de larvas de Galleria mellonella com
juvenis infectantes de Heterorhabditis baujardi LPP7 aplicados pelo sistema de
microaspersao.

Tratamento Dosagem 12 Repeticao 22 Repeticao
(JIs / arvore) (%) (%)
T1 (Testemunha) 0 6,07 A 3,92 A
T2 100.000 24,85 B 21,42 B
T3 300.000 28,35 B 31,92C
T4 500.000 25,00B 37,00C

Nas colunas, médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A diferenca existente entre as percentagens de mortalidade encontradas
nos vasos do experimento 1 (77,5%) e a maior mortalidade no campo do
experimento 2 (37%) pode ser explicada, entre outros fatores, pela presenca de
formigas e outros inimigos naturais. Além disso, a textura do solo pode ter
influenciado, ja que nos vasos o solo utilizado tinha uma composicao de areia
(58%), silte (23%) e argila (19%), enquanto na area experimental do goiabal os
valores foram areia (24%), silte (47%) e argila (29%). Autores como Kaya (1990) e
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Koppenhofer et al. (1995), explicam que o0s nematdides entomopatogénicos
requerem uma textura adequada do solo para sua sobrevivéncia e movimentagao.
Em geral, os nematdides sobrevivem e se movimentam melhor em solos
arenosos (>50% areia).

CONCLUSOES

Nao foram encontradas diferengas estatisticas para as variaveis
viabilidade, patogenicidade e deslocamento dos Jls em comparacgao a testemunha
quando se aplicaram os nematéides pelo sistema de irrigacao.

Quando foram aplicadas trés dosagens do nematdide entomopatogénico
H. baujardi LPP7, encontrou-se que as maiores dosagens apresentaram as
maiores mortalidades de G. mellonella.

E viavel a aplicagdo de NEPs em sistema de microaspersdo, mas deve-se

avaliar condi¢des adicionais como: conhecer a textura e umidade do solo.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

As 5 pressoes avaliadas (20, 100, 180, 260 e 340 psi) nao tiveram um efeito
negativo sobre os JIs de H. baujardi LPP7, pois estatisticamente nao
diminuiram a sua viabilidade, patogenicidade, nem a sua capacidade de
deslocamento.

As 5 temperaturas avaliadas foram divididas em dois grupos, pois
temperaturas entre 25 e 35°C néo apresentaram um efeito negativo sobre o
nematoide nas variaveis avaliadas. Por outro lado, temperaturas superiores a
35°C ocasionaram a morte dos nematoides.

O O6leo mineral avaliado afetou os Jls de H. baujardi LPP7 e nao é
recomendavel mistura-lo ao nematéide nas dosagens avaliadas.

A aplicacao dos Jls pelo sistema de irrigacao por microaspersao € viavel de
ser utilizado, pois a viabilidade, patogenicidade e deslocamento dos mesmos

nao sao afetados durante a passagem pelo sistema.
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APENDICE A

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DO EFEITO DA PRESSAO SOBRE
OS JUVENIS INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda:
Heterorhabditidae)

Quadro 1A. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
nematédides vivos.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 119  3631,754
Total de reducao 39 1178,674 30,22242 0,99 e
TEMPO 3 69,76415 23,25472 0,77 i
“*ERRO (A)** 16 480,5820 30,03638

PRES 5 321,7976 64,35953 2,10 0,0740
PRES*TEMPO 15  306,5305 20,43537 0,67 e
Residuo 80  2453,080 30,66350
C.V 5,6372

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 2A. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
nematdides vivos em cada periodo de avaliacdo.

Periodo (minutos) G.L. F P
15 5 0,65 >0,05
20 5 1,00 0,43
25 5 23,40 0,63
30 5 1,72 0,16

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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Quadro 3A. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
mortalidade de Galleria mellonella.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 119  45979,17

Total de redugao 39  24465,83 627,3291 2,33" 0,0007
TEMPO 3 7582,500 2527,500 3,80" 0,0133
**ERRO (A)** 16 10646,67 665,4167

PRES 5 2014,167 402,8333 1,50 0,1998
PRES*TEMPO 15 4222500 281,5000 1,05 0,4185
Residuo 80 21513,33 268,9167

C.V 21,046

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 4A. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
mortalidade de Galleria mellonella em cada periodo de avaliagéo.

Periodo (minutos) G.L. F P
15 5 0,64 >0,05
20 5 2,68 0,05
25 5 0,66 >0,05
30 5 0,69 >0,05

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

()

Quadro 5A. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
deslocamento.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 119  12999,17
Total de redugéao 39  5079,167 130,2350 1,32 0,1504
TEMPO 3 2462,500 820,8333 11,73* 0,0000
**ERRO (A)** 16 1120,000 70,00000
PRES 5 464,1667 92,83333 0,94 b
PRES*TEMPO 15  1032,500 68,83333 0,70 e
Residuo 80  7920,000 99,00000
C.V 12,582

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 6A. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
deslocamento em cada periodo de avaliaco.

Periodo (minutos) G.L. F P
15 5 0,57 >0,05
20 5 0,60 >0,05
25 5 0,32 >0,05
30 5 2,24 0,08

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

()
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APENDICE B

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DO EFEITO DA TEMPERATURA
SOBRE OS JUVENIS INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi LPP7
(Nematoda: Heterorhabditidae).

Quadro 1B. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
nematédides vivos.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 89 155199,9
Total de reducéao 49 102934,1 2100,697 1,61 0,0621
TEMP 5 64285,80 12857,16 19,29* 0,0000
**ERRO (A)** 24 15999,26 666,6358

TEMPO 2 3308,580 1654,290 1,27 0,2930
TEMP*TEMPO 10 14363,27 1436,327 1,10 0,3861
REP*TEMPO 8 4977,222 622,1528 0,48 e
Residuo 40  52265,74 1306,644

C.V 50,412

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 2B. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
nematéides vivos em cada periodo de avaliagéo.

Periodo (horas) G.L. F P
0 5 1,92 0,12
1 5 3,62* 0,01
2 5 16,83* <0,05

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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Quadro 3B. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de

mortalidade de Galleria mellonella.

Fontes de variagao  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 89  83240,00

Total de redugao 49  58386,67 1191,565 1,92* 0,0180
TEMP 5 18280,00 3656,000 3,04* 0,0202
“*ERRO (A)** 24 28826,67 1201,111

TEMPO 2 846,6667 423,3333 0,68 i
TEMP*TEMPO 10  4313,333 431,3333 0,69 e
REP*TEMPO 8 6120,000 765,0000 1,23 0,3065
Residuo 40  24853,33 621,3333

C.V 38,153

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 4B. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de

mortalidade de Galleria mellonella em cada periodo de avaliagéo.

Periodo (horas) G.L. F P
0 5 0,75 >0,05
1 5 1,87 0,13
2 5 2,87" 0,03

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 5B. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem
deslocamento.

de

Fontes de variagao  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 89  46290,00
Total de redugao 49  34585,56 705,8277 2,41* 0,0025
TEMP 5 17583,33 3516,667 15,33* 0,0000
“*ERRO (A)** 24  5506,667 229,4444
TEMPO 2 446,6667 223,3333 0,76 e
TEMP*TEMPO 10  1140,000 114,0000 0,39 e
REP*TEMPO 8 9908,889 1238,611 4,23* 0,0010
Residuo 40  11704,44 292,6111

C.V 39,174

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 6B. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de

deslocamento em cada periodo de avaliacao.

Periodo (horas) G.L. F P
0 5 2,12 0,09
1 5 1,80 0,14
2 5 8,87* 0,00

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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APENDICE C

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DO EFEITO DO OLEO MINERAL
ASSIST® SOBRE OS JUVENIS INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi
LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae)

Quadro 1C. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
nematéides vivos.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Total 99  15136,59

Total de redugéao 19  10232,59 538,5574 8,79" 0,0000
TEMPO 4 6136,040 1534,010 25,02* 0,0000
OLEO 3 974,1100 324,7023 5,30" 0,0022
TEMPO*OLEO 12 3122,440 260,2033 4,24* 0,0000
Residuo 80  4904,000 61,30000

C.V 16,584

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 2C. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
nematédides vivos em cada periodo de avaliagdo.

Periodo (horas) G.L. F P
0 3 0,89 >0,05
3 3 14,38* <0,05
6 3 53,11* <0,05
9 3 20,80* <0,05
12 3 56,60* <0,05

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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Quadro 3C. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
mortalidade de Galleria mellonella.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.

Total 99  3657,040

Total de redugéao 19  2752,240 144,8547 12,81* 0,0000
TEMPO 4 1536,340 384,0850 33,96* 0,0000
OLEO ] 3 738,9600 246,3200 21,78* 0,0000
TEMPO*OLEO 12 476,9400 39,74500 3,51* 0,0003
Residuo 80  904,8000 11,31000

C.V 59,628

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 4C. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
mortalidade de Galleria mellonella em cada periodo de avaliagéo.

Periodo (horas) G.L. F P
0 3 0,33 >0,05
3 3 0,21 >0,05
6 3 1,39 0,27
9 3 1,54 0,24
12 3 1,04 0,39

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 5C. Resumo da anadlise de variancia para a variavel percentagem de
deslocamento.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.

Total 99 13474,94

Total de redugéao 19  11368,63 598,3491 22,73" 0,0000
TEMPO 4 4266,771 1066,693 40,51* 0,0000
OLEO ) 3 4331,636 1443,879 54,84* 0,0000
TEMPO*OLEO 12 2770,226 230,8522 8,77* 0,0000
Residuo 80  2106,303 26,32878

C.V 42,702

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 6C. Resumo da analise de variancia para a variavel percentagem de
deslocamento em cada periodo de avaliaco.

Periodo (horas) G.L. F P
0 3 0,48 >0,05
3 3 0,68 >0,05
6 3 1,54 0,24
9 3 3,23 0,05
12 3 10,00* <0,05

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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APENDICE D

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DA AVALIACAO DE UM SISTEMA
DE IRRIGACAO POR MICROASPERSAO PARA A APLICACAO DOS JUVENIS
INFECTANTES DE Heterorhabditis baujardi LPP7 (Nematoda: Heterorhabditidae)

Quadro 1D. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
nematdides vivos depois da passagem pelo sistema de
microaspersao.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Tratamento 1 36,60002 36,60002 1,146 0,29605
Residuo 22  702,7963 31,94528
C.V 6,231

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 2D. Resumo da analise de variancia para a variavel mortalidade de G.
mellonella depois da passagem pelo sistema de microaspersdo no

laboratério.
Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Tratamento 1 156,2500 156,2500 0,697 b
Residuo 14 3137,500 2241071
C.V 18,568

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 3D. Resumo da andlise de variancia para a variavel percentagem de
deslocamento até larvas de G. mellonella depois da passagem pelo
sistema de microaspersao no laboratério.

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Tratamento 1 22,50000 22,50000 0,340 i
Residuo 8 530,0000 66,25000
C.V 9,748

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
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Quadro 4D. Resumo da analise de variancia para a variavel mortalidade de
G.mellonella com diferentes dosagens de H. baujardi LPP7
aplicados com um sistema de microaspersao (12 repeticao).

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Tratamento 3 591,7411 197,2470 10,776* 0,00011
Residuo 24 439,2857 18,30357
C.V 48,401

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F

Quadro 5D. Resumo da analise de variancia para a variavel mortalidade de
G.mellonella com diferentes dosagens de H. baujardi LPP7
aplicados com um sistema de microaspersao (22 repeticao).

Fontes de variagdo  G.L. S.Q. Q.M. F Sig.
Tratamento 3 1022,321 340,7783 39,145* 0,00000
Residuo 24 208,9286 8,705357
C.V 26,227

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F



