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RESUMO

A broca-do-café, Hypothenemus hampei, causa significativos prejuizos a esta
cultura, pois, seu ataque afeta os frutos do café em seus diferentes estadios de
desenvolvimento e consequentemente leva a perdas na producdo. Seu controle é
dificultado devido ao seu habito criptico, uma vez que passa todo o ciclo de vida no
interior do fruto de café, dificultando a acdo de inimigos naturais, bem como a de
produtos quimicos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viruléncia de
nematoides entomopatogénicos (NEPs) sobre a broca-do-café H. hampei e a sua
compatibilidade com o inseticida ciantraniliprole em condi¢cdes de laboratério. Foi
avaliada a patogenicidade e viruléncia de 16 isolados dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis, contra larvas e adultos de H. hampei sob condi¢cfes controladas. Os
isolados mais virulentos aos insetos (larvas e adultos) foram utilizados em teste de
inoculacéo toépica sobre frutos de café infestados na concentracdo de 100 Juvenis
Infectantes (JIs)/fruto e foram avaliados também, quanto a viabilidade e a
infectividade quando combinados com o inseticida ciantraniliprole. Os isolados S.
feltiae e Heterorhabditis sp. (ALHO) foram os que apresentaram maior porcentagem
de mortalidade sobre os adultos, ambos promovendo 54% de mortalidade. Ja para
larvas, foi possivel observar uma maior viruléncia dos isolados Steinernema feltiae,
Heterorhabditis amazonenses, Heterorhabditis indica, Heterorhabditis sp. (JPM4),
Heterorhabditis sp. (NEPET11), Heterorhabditis sp. (IBCB-n 46) e Heterorhabditis sp.
(IBCB-n 44) que causaram 100% de mortalidade. Com relacdo ao teste de
inoculacdo topica sobre frutos infestados, observou-se que, tanto S. feltiae quanto
Heterorhabditis sp. (IBCB-n46) ndo foram capazes de penetrar o fruto pelo orificio
feito pela broca, infectar e causar a morte dos insetos. O produto ciantraniliprole
afetou a viabilidade dos JIs de S. feltiae e IBCB-n 46 (Heterorhabditis sp.),
principalmente apds 48 horas de exposicdo, porém, apresentou menor efeito sobre a
infectividade.

Palavras-chave: Controle Bioldgico. Heterorhabditis. Steinernema. Coffea arabica.
Coffea canephora. Compatibilidade.
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ABSTRACT

The coffee berry borer, Hypothenemus hampei, causes significant damage to this
crop, because his attack affects coffee fruits at different development stages and
consequently losses in production. Its control is difficult due to its cryptic habits, it
passes all life cycle inside the coffee fruit, making difficult the action of natural
enemies, as well as chemicals. The objective of this study was to evaluate the
virulence of entomopathogenic nematodes (EPNs) on the coffee berry borer
Hypothenemus hampei and its compatibility with the insecticide cyantraniliprole under
laboratory conditions. Pathogenicity and virulence of 16 isolates of Steinernema and
Heterorhabditis were evaluated, for coffee berry borer larvae and adults on artificial
diet under laboratory conditions. The most virulent isolates to booth larvae and adults
were used by topical inoculation tests using coffee fruits (berries) infested by the
insect using a concentration of 100 infective juveniles (1Js) / fruit. The same isolates
were also evaluated for viability and infectivity when combined with cyantraniliprole.
The isolates Steinernema feltiae and Heterorhabditis sp. (Alho) were those with high
virulence for adults, promoting both 54% mortality. For larvae, we observed a high
virulence of S. feltiae, Heterorhabditis amazonensis, Heterorhabditis indica,
Heterorhabditis sp. (JPM4), Heterorhabditis sp. (NEPET11), Heterorhabditis sp.
(IBCB-n46) and Heterorhabditis sp. (IBCB- n44) that promote 100% mortality.
Regarding topical inoculation test on infested fruits, it was observed that both S.
feltiae as Heterorhabditis sp. (IBCB-n46) were not able to penetrate the fruit through
the hole made by the borrer, infect and cause death of insects. Cyantraniliprole
formulations affected the viability of IJs of S. feltiae and Heterorhabditis sp. (IBCB-
n46), mainly after 48 hours of exposure, however, smaller effect on infectivity.

Keywords: Biological Control. Heterorhabditis. Steinernema. Coffea arabica.
Coffea canephora.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica e Coffea canephora) € cultivado em
diversas regides brasileiras e desempenha papel importante como fonte de geracao
de empregos no pais e no mundo, sendo o segundo produto mais comercializado
depois do petroleo. O Brasil € o maior produtor e exportador, sendo responsavel por
cerca de 30% da producdo mundial (MAPA, 2015).

A ocorréncia de problemas fitossanitarios como, ataque por insetos
pragas e doencas, pode causar reducdo significativa na producéo de graos de café.
Ha relatos de varias espécies de pragas que atacam o café, todavia, destaque deve
ser dado a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Curculionidae) (VEGA et al., 2009).

H. hampei coloniza frutos de café nos quais se alimenta, se
desenvolve e se reproduz. Os danos podem ser vistos em todos os estadios de
maturacdo, desde os frutos verdes até maduros ou secos (SOUZA; REIS, 1997) e,
além disso, o ataque pode facilitar a entrada de microrganismos que se
desenvolvem nos gréaos, afetando a qualidade da bebida (BENASSI, 1989).

Dentre os métodos de controle, o comumente utilizado é o controle
guimico. O endossulfan, atualmente proibido pela Anvisa, foi um dos inseticidas mais
utilizado para o controle da broca em decorréncia da sua eficiéncia. Contudo, apesar
de ser um método eficiente no controle de pragas, ndo se restringindo apenas a
broca-do-café, o uso do controle quimico ao longo do tempo pode acarretar
problemas irreversiveis como selecdo de populacdes resistentes, contaminacédo de
ambientes terrestres e aquaticos, bem como a contaminacdo humana (ANVISA,
2015)

Faz-se necesséaria a busca por controles alternativos ao quimico.
Alguns métodos para o controle da broca-do-café vém sendo estudados. Destaca-
se, pela eficiéncia, o controle cultural, que é realizado por meio da catacao de frutos
caidos e deixados na planta quando da colheita, evitando a reinfestacédo do inseto
na entressafra. No entanto, este método ndo € muito utilizado pelos produtores
devido a demanda elevada de m&o-de-obra e aumento nos custos de producdo
(VEGA et al., 2009).

Alguns estudos sobre a utilizacdo do controle bioldgico também ja

foram realizados, como o0 uso de parasitoides da familia Bethylidae. Porém, os
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resultados ndo foram promissores devido a problemas como dificuldades de criacao
e producdo massal, adaptacédo e taxas de parasitismo nao significativas (VEGA et
al., 2009). Trabalhos utilizando fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana
(Balsamo Vuillemin) e Metarhizium anisopliae (Metsch Sorokin), também
demonstraram que estes sdo importantes agentes de controle, entretanto,
necessitam de condi¢cfes ideais para se manterem viaveis no ambiente dificultando
sua utilizacdo (NEVES; HIROSE, 2005).

O controle de insetos a base de nematoides entomopatogénicos
(NEPs) pode ser uma alternativa viavel, eficiente e segura. Estes entomopatdgenos
apresentam caracteristicas como, capacidade de busca ao hospedeiro e
compatibilidade com produtos fitossanitarios que os tornam vantajosos em relacéo a
outros agentes de controle biolégico. Além disso, estudos demonstraram que NEPs
conseguem penetrar frutos de café caidos no solo atravées do orificio feito pela broca,
podendo entdo apresentar bons resultados no controle de H. hampei (LARA et al.,
2004; MOLINA; LOPES, 2009).

Entre os grupos de nematoides entomopatogénicos considerados
importantes no controle de pragas, destacam-se os géneros Heterorhabditis (Poinar,
1976) e Steinernema (Travassos, 1927) dos quais ja se conhecem o0s aspectos
relativos a ecologia, estratégias de acdo sobre a praga, bem como a producdo em
larga escala e as condi¢des de aplicacao.

Hipotetiza-se que, isolados de nematoides virulentos a broca-do-café
podem infectar o inseto através do orificio feito pelo mesmo causando sua morte. E
também provavel que existam diferencas quanto a capacidade de deslocamento e
viruléncia para diferentes isolados. Também existe a possibilidade do uso de
nematoides entomopatogénicos associado com ciantraniliprole (ingrediente ativo
utilizado no manejo das populacdes da praga), caso exista compatibilidade entre
eles.

Tendo em vista que, os frutos de café infestados caidos no solo e
deixados na planta apés a colheita sdo considerados a principal fonte de
reinfestacdo na safra seguinte (BENAVIDES et al.,, 2010) e a dificuldade de se
controlar esta praga devido ao habito criptico, a utilizacdo de nematoides

entomopatogénicos pode ser uma alternativa promissora.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial do uso de nematoides entomopatogénicos como

uma alternativa no controle biologico da broca-do-café Hypothenemus hampei.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a patogenicidade e viruléncia de nematoides entomopatogénicos
nativos sobre larvas e adultos da broca-do-café;

e Avaliar a capacidade de penetracdo dos isolados mais virulentos em frutos de
café infestados;

e Avaliar a compatibilidade dos isolados mais virulentos com o inseticida

Ciantraniliprole.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CULTURA DO CAFE

O café é uma planta originaria da Etiopia, pertence a familia das
Rubiaceas, género Coffea L. que reune 103 espécies (OLIVEIRA; OLIVEIRA,
MOURA, 2012; DAVIS et al., 2006) sendo Coffea arabica L., conhecida também
como café arabica e Coffea canephora (Pierre e Froehner), conhecida como café
conilon, as espécies de maior importancia comercial, representando respectivamente
70% e 30% da produgdo mundial (CEPLAC, 2015).

A cultura foi introduzida no Brasil em 1727, trazida da Guiana
Francesa por Francisco de Mello Palheta diretamente para a cidade de Belém
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; MOURA, 2012). Diante & adaptacdo ao solo, clima e a
diversidade de regibes ocupadas pela cultura, o café adquiriu importancia no
mercado e, atualmente, é sinbnimo de progresso, sendo responsavel pela geracéao
de mais de oito milhdes de empregos no pais (MAPA, 2015).

O Brasil € o maior produtor mundial, maior exportador e o segundo
maior consumidor do produto, apresentando atualmente um parque cafeeiro
estimado em 2,3 milhdes de hectares (MAPA, 2015). Dentre os principais estados
brasileiros produtores de café, destacam-se Minas Gerais como maior produtor do
pais, seguido do Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Bahia e Rondbnia (CONAB,
2015).

A cafeicultura brasileira, segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) € uma das mais exigentes do mundo em relacéo
a questdes sociais e ambientais, havendo uma preocupag¢ao em garantir a produgao
de um café sustentavel. No entanto, a cultura sofre perdas consideraveis devido ao
grande numero de pragas que a atacam (ALVES et al., 2009a).

Dentre as principais pragas, destacam-se, 0 bicho-mineiro
Leucoptera coffeella (Guérin-Menéville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), a cigarra
Quesada gigas (Olivier, 1790) (Hemiptera: Cicadidae), as cochonilhas Coccus viridis
(Green, 1889) (Hemiptera: Coccidae) e Dysmicoccus texensis (Hempel, 1918)
(Hemiptera: Pseudococcidae) e a broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari,
1867) (Coleoptera: Curculionidae), sendo esta considerada a principal praga da

cultura do café em todas as regibes produtoras do mundo (JARAMILLO;
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BORGEMEISTER; BAKER, 2006; MOLINA et al., 2009; VEGA et al., 2009).

3.2 A BROCA-DO-CAFE

H. hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae), comumente
chamada de broca-do-café, é originaria da Africa Equatorial e foi introduzida no
continente americano no inicio do século passado (LE PELLEY, 1968).

No Brasil, o primeiro registro de ocorréncia da broca foi em 1913 e,
acredita-se que esta foi introduzida por meio de sementes importadas da Africa e de
Java. O inseto se disseminou por todas as regifes cafeeiras do pais e, desde entéo
vem causando danos a cultura e grandes perdas na producdo (LAURENTINO;
COSTA, 2004).

Sua ocorréncia € constatada tanto em C. arabica quanto em C.
canephora, entretanto, esta Ultima é mais susceptivel ao ataque e, segundo Mattiello
(2008) isso se deve provavelmente a diferencas intrinsecas entre as espécies e
também a condicBes diferenciadas nas regides onde sdo cultivadas.

O adulto da broca-do-café € um coledptero, de coloragédo preta e
corpo em formato cilindrico, ligeiramente recurvado para a regido posterior.
Apresenta o par de élitros revestidos de cerdas e escamas piriformes. Machos e
fémeas diferem entre si em tamanho e tipo de asa. Os machos sdo menores,
medindo aproximadamente 1,25 mm e apresentam asas rudimentares, motivo pelo
qual sdo incapazes de voar e por isso nunca deixam os frutos onde se originam. A
fémea mede cerca de 1,74 mm e, apOs acasalamento, deixa o fruto a procura de um
novo fruto para ovipositar (GALLO, 2002; LAURENTINO; COSTA, 2004). Como os
machos ndo abandonam o fruto, estes podem fertilizar até 30 fémeas, sendo a razéo
sexual de um macho para 10 fémeas (DAMON, 2000; GALLO, 2002).

H. hampei € uma espécie criptica, pois passa todo o seu ciclo de
vida (ovo a adulto) no interior do fruto. O ciclo dessa praga € multivoltino com
sobreposicdes de geracgles, resultando na presenca de individuos com diferentes
idades dentro do mesmo fruto (BAKER; BARREIRA; RIVAS, 1992).

A oviposicao ocorre apos a fémea fertilizada encontrar um novo fruto
em condicdes adequadas, geralmente quando o fruto comeca o estadio de
maturacdo (CURE et al., 1998). A fémea perfura o fruto na regido da coroa e comeca

a construir uma galeria, onde inicia a postura. Os ovos sao pequenos, brancos e
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elipticos e uma fémea, cuja longevidade é de 156 dias, deposita de 31 a 119 ovos
(GALLO, 2002).

Apoés quatro a 10 dias da postura, eclodem as larvas que medem
entre 0,72 e 0,84 mm. A larva é apoda, recurvada, de cor branca e corpo provido de
pélos esparsos e uma sutura mediana longitudinal visivel (SOUZA E REIS, 1997,
GALLO, 2002). O periodo larval é de aproximadamente 14 dias e ap0s esse periodo
a larva se transforma em pupa (GALLO, 2002).

A pupa apresenta coloracdo branca nos trés ou quatro primeiros dias
e o tamanho varia de acordo com o sexo, e nesta fase a broca n&o se alimenta. O
periodo pupal dura sete dias em meédia, emergindo em seguida o adulto
(LAURENTINO; COSTA, 2004).

Segundo Gallo (2002), o ciclo evolutivo da broca-do-café desde a
postura até a emergéncia do adulto completa-se de 27 a 30 dias e, se as condi¢fes
ambientais forem adequadas e houver producédo constante nos cafezais, o inseto
pode alcancar até sete geracdes. Entretanto, fatores como clima, temperatura e
umidade podem interferir direta ou indiretamente no desenvolvimento da broca-do-
café, influenciando a intensidade de infestacdes (SOUZA; REIS, 1997; GUHARAY;
MONTERREY 1997; MORAES, 1998).

O fruto de café é o alimento para todas as fases de desenvolvimento
da broca, proporcionando um meio para o0 seu crescimento e reproducéo (BENASSI,
1989), favorecendo a ocorréncia de danos, que podem ser diretos ou indiretos e
ocorrerem em todos os estadios de maturacdo, desde os frutos verdes aos secos
(SOUZA; REIS, 1997).

A fase larval alimenta-se dos cotilédones da semente. No entanto, o
maior dano é causado quando os frutos estdo em estadio cereja, pois € nesta fase
que a fémea coloniza e perfura o fruto, abrindo galerias nas sementes,
proporcionando uma porta de entrada para microrganismos que, sob condi¢des
ideais, podem se desenvolver, atingindo os graos e alterando a qualidade da bebida
do café (BENASSI, 1989; GALLO, 2002; REIS, 2002).

As perdas quantitativas ou dano direto decorrem da destruicdo das
sementes e da queda prematura dos frutos, com consequente reducdo no peso,
qualidade e producdo dos grdos maduros, podendo o prejuizo chegar a 21%,
dependendo do nivel de infestacdo (SOUZA; REIS, 1997).
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3.2.1 Métodos de Controle da Broca-do-Café

O controle de H. hampei é dificultado, uma vez que passa todo o seu
ciclo de vida dentro do fruto do café, ficando protegido da ac&do dos inseticidas e até
mesmo de inimigos naturais (DAMON, 2000). A principal forma de controle dessa
praga é por meio de produtos quimicos. Dentre os produtos j& utilizados para o
controle da broca estdo, o DDT e BHC, porém o uso dos mesmos foi proibido,
devido a alta persisténcia e toxicidade (GUTIERREZ et al., 1998; BARBOSA, 2009).

Segundo Reis (2007) entre os anos de 1973 e 2003, o endosulfan foi
o0 inseticida mais utilizado para o controle da broca a eficiéncia deste variou de 70 a
100%. No entanto, em julho de 2013 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) proibiu o uso do endosulfan em funcdo de sua persisténcia, por ser
carcinogénico e altamente toxico ao meio ambiente (ANVISA, 2015).

Atualmente, os produtos registrados para o controle deste inseto
restringem-se  em: clorpirifés, etofenproxi, azadiractina, abamectina +
clorantraniliprole, Beauveria bassiana (Bovemax EC), Bio Broca (feroménio sintético)
(AGROFIT, 2016) e o ciantraniliprole, que foi liberado pelo MAPA, devido as
medidas emergenciais de defesa fitossanitaria contra a broca-do-café no estado de
Minas Gerais (MAPA, 2015).

Embora o controle quimico seja o mais eficiente para H. hampei, a
sua continua utilizacdo na agricultura provoca desequilibrios, como a eliminacdo de
insetos benéficos, explosdes populacionais de pragas e, principalmente, a perda da
eficacia de inseticidas mediante a selecao de populacdes resistentes aos compostos
guimicos repetidamente utilizados (KAY; COLLINS, 1987; NEVES; HIROSE, 2005).

Faz-se necessaria a busca por novas estratégias de controle da
broca que diminuam o uso de agrotéxicos e, o controle bioldgico, demonstra ser uma
alternativa promissora como uma importante ferramenta no manejo das populacdes.

Muitos inimigos naturais da broca-do-café tém sido relatados,
incluindo parasitoides, nematoides e fungos entomopatogénicos (VEGA et al., 2009).
Dentre os parasitoides, Prorops nasuta (Waterston, 1923) (Hymenoptera: Bethylidae)
conhecido popularmente como vespa-de-Uganda e Cephalonomia stephanoderis
(Betrem, 1961) (Hymenoptera: Bethylidae), foram os primeiros parasitoides a serem
introduzidos e liberados no Brasil. No entanto, os resultados n&o foram promissores,

devido a problemas como, dificuldades de criacdo e producdo massal, adaptacéo e
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taxas de parasitismo nao significativos (JARAMILLO; BORGEMEISTER; BAKER,
2006; VEGA et al., 2009).

Em relacédo aos entomopatdégenos, Varios fungos
entomopatogénicos foram relatados infectando a broca-do-café, como Spicaria
javanica (Bally), Metarhizium anisopliae (Metsch Sorokin) e Beauveria bassiana
(Balsamo Vuillemin) (BUSTILLO et al.,, 2002; VEGA et al., 2009). Estudos
demostraram que esses agentes apresentam potencial para o controle de H.
hampei, podendo as taxas de infeccdo em condigcdes de campo variar entre 20% e
90% (OKUMURA et al., 2003; NEVES; HIROSE, 2005; BENAVIDES; GONGORA;
BUSTILLO, 2012).

Os métodos utilizados para o0 manejo da broca em frutos de café
caidos no solo, como por exemplo, os inseticidas e os fungos entomopatogénicos,
tém se mostrado pouco eficientes, uma vez que, ndo conseguem controlar a praga
no interior do fruto. Por outro lado, os NEPs podem ser uma alternativa para o
controle da broca-do-café, pois estes sédo controladores de pragas de habito criptico,
apresentam compatibilidade com alguns produtos fitossanitarios registrados para a
cultura do café séo os Unicos agentes biolégicos que poderiam controlar a broca no
interior do fruto visto que, algumas espécies possuem capacidade de se deslocar em
busca do hospedeiro (ANDALO et al., 2004b; MOLINA et al., 2009).

3.3 NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

Nematoides entomopatogénicos pertencem a ordem Rhabditida,
onde se encontram a familia Steinernematidae, que inclui os géneros Steinernema
(Travassos, 1927) e Neosteinernema (Nguyen & Smart, 1994), e a familia
Heterorhabditidae, que compreende apenas um género, Heterorhabditis (Poinar,
1976) (ADAMS, 2006).

Muitos autores como Fuga; Fernandes; Lopes (2012), Voss (2010),
Molina; Moino Jr; Cavalcanti (2004) e Molina et al. (2005a), referem-se a esses
patdgenos como vermes cilindricos, parasitos exclusivos de insetos e estdo entre 0s
organismos mais numerosos do planeta. Vivem no solo, sendo amplamente
distribuidos nesse ambiente e, espécies dos géneros, Steinernema e
Heterorhabditis, apresentam alta eficacia como agentes biolégicos para controle de

varias espécies de insetos pragas, sendo considerados ferramentas promissoras em
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programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) em diferentes culturas.

NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo patdgenos
obrigatérios na natureza e carregam consigo bactérias do género Xenorhabdus
(Thomas e Poinar, 1979) e Photorhabdus (Boemare, Akhurst e Mourant, 1983),
respectivamente, com as quais realizam uma associacéo do tipo simbidtica. Essas
bactérias pertecem a familia Enterobacteriaceae, caracterizadas por célula gram-
negativa, respiracdo anaerobica facultativa, locomocao por flagelo tipo peritriquios e
auséncia de esporos. Assim, ndo apresentam estagios resistentes, sendo
encontradas nos Juvenis Infectantes (terceiro estagio — J3) ou em insetos infectados
por nematoides (BRENNER, 1999).

A relacdo simbidtica entre bactéria e nematoide tem papel
importante, pois a bactéria proporciona um ambiente favoravel para o nematoide se
alimentar do inseto, reproduzindo-se com éxito e 0 nematoide por sua vez, garante
abrigo e dispersdo para a bactéria, transportando-a de um hospedeiro para outro
(CLARKE, 2008). Vale ressaltar que, apesar das bactérias serem a causa principal
da morte dos insetos, os proprios nematoides também produzem toxinas que sdo
letais aos insetos (BURMAN, 1982).

A sintomatologia tipica de infeccao por NEPs pode ser observada de
acordo com a coloracao apresentada pelo inseto hospedeiro morto. A infecc¢éo tipica
por NEPs do género Steinernema varia desde coloracdo amarelada até cor café,
enquanto que por NEPs do género Heterorhabditis a coloracéo tipica geralmente vai
de cor avermelhada a cor café (MOLINA et al., 2004; MOLINA et al., 2005b; VOSS,
2010; FUGA; FERNANDES; LOPES, 2012).

Os nematoides entomopatogénicos também apresentam dois tipos
de comportamento de busca pelo hospedeiro: “cruiser’” e “ambusher”. NEPs com
habito “cruiser’ sdo bastante ativos e deslocam-se no solo em busca de hospedeiro,
enquanto que, os de habito “ambusher”, permanecem parados, a espreita do
hospedeiro que passa por eles (ALVES; MOINO JUNIOR, 2009b).

Com relagcdo ao ciclo de vida, os géneros Steinernema e
Heterorhabditis passam por trés fases durante o seu desenvolvimento: ovo, quatro
estadios juvenis (juvenis — J1, J2, J3, J4) e fase adulta (ALMENARA et al., 2012). O
género Steinernema inicia o ciclo quando juvenis de terceiro estadio (J3), chamados
também Juvenis Infectantes (JIs) que carregam a bactéria simbibtica na parte

anterior do intestino, infectam um inseto através das aberturas naturais (boca, anus,
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espiraculos), chegam ao hemoceloma, onde perdem a cuticula extra e defecam as
bactérias onde estas se multiplicam, matando o hospedeiro por septicemia.

Apoés a morte do hospedeiro, os NEPs entdo se alimentam, tornam-
se fémeas e machos adultos, ocorre a copula e oviposicdo dentro do hospedeiro.
Dos ovos eclodem juvenis de primeiro estadio (J1) que sucessivamente mudam para
juvenis de segundo, terceiro e quarto estadio, dando continuidade ao ciclo. A
reproducdo continua até que as fontes de nutrientes provindas do inseto se
esgotem. Uma vez esgotados os recursos, JIs ingerem bactérias e deixam o cadaver
em busca de outro hospedeiro, pois este estadio ndo se alimenta e pode sobreviver
por longo periodo de tempo no solo (MOLINA et al., 2005b; DOLINSKI; MOINO Jr.,
2006; VOSS, 2010; FUGA; FERNANDES; LOPES, 2012).

O ciclo de vida de Heterorhabditis € bastante semelhante ao de
Steinernema, porém ha algumas particularidades. Os Jls desse género regurgitam
as bactérias e, além de penetrarem 0 inseto através das aberturas naturais,
conseguem infecta-lo também através da cuticula, pois, possuem um dente quitinoso
na regido cefélica. Outra diferenca entre os dois géneros € que, na primeira geracao
formam-se apenas fémeas hermafroditas e a diferenciacdo em macho e fémea
ocorre somente a partir da segunda geracédo (DOLINSKI; MOINO Jr., 2006; FUGA,;
FERNANDES; LOPES, 2012).

3.3.1 Importancia dos Nematoides Entomopatogénicos no Controle Biolégico de

Insetos

Segundo Fuga; Fernandes; Lopes (2012) a descoberta e a descri¢do
de espécies de nematoides entomopatogénicos possibilitaram a utilizacdo de mais
uma alternativa biolégica para se controlar insetos pragas em diversas culturas.

Os nematoides entomopatogénicos apresentam  diversas
caracteristicas vantajosas quando comparados aos outros agentes de controle
biolégico de insetos. Dentre as caracteristicas destacam-se: compatibilidade com
diversos produtos fitossanitarios (NEGRISOLI JUNIOR; BARBOSA; MOINO
JUNIOR, 2008; ANDALO; MOINO JUNIOR; SANTA-CECILIA, 2004;
KOPPENHOFER; GREWAL; KAYA, 2000); capacidade de se adaptar a novos
ambientes, com excecdes a condigbes extremas (LEWIS et al., 2006); sinergismo

com outros entomopatdgenos, como fungos e bactérias (ACEVEDO et al., 2007,
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GASSMANN et al., 2008); especificidade a insetos ndo sendo prejudiciais a
vertebrados e plantas (VOSS, 2010); podem ser produzidos in vivo ou in vitro em
larga escala (VOSS, 2010); se deslocam em busca do hospedeiro podendo se
difunfir pelo ambiente (LEWIS et al., 2006); podem ser aplicados com equipamentos
convencionais (ALVES et al., 2009a).

No Brasil, estudos com nematoides entomopatogénicos vém
aumentando e, varios exemplos podem ser citados como estudos com a cigarra-da-
raiz do cafeeiro, Quesadas gigas (Olivier, 1790) (Hemiptera: Cicadidae), broca-da-
cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1974) (Lepidoptera: Crambidae),
cochonilha-da-raiz-do-cafeiro Dysmicoccus texensis (Tinsley, 1900) (Hemiptera:
Pseudococcidae) e com cigarrinha-das-raizes em cana-de-acUcar, Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae) (SILVA, 2011; BELLINI, 2011;
ALVES et al., 2009a; ANDALO et al., 2004a; LEITE et al., 2002).

No que se refere a trabalhos visando o controle de colebpteros,
pode-se citar o realizado por Leite et al. (2012), com o bicudo-da-cana-de-acucar
Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae) e com Leucothyreus sp.
(Coleoptera: Scarabaeidae) onde demonstraram que 0s insetos sdo susceptiveis aos
isolados Steinernema braziliense e Heterorhabditis indica.

Giometti et al. (2011) avaliando a patogenicidade de 17 isolados de
nematoides sobre adultos do bicudo-da-cana-de-agucar, observaram que o inseto foi
suceptivel a todos os isolados. Mwaitulo et al. (2011) testando a viruléncia de nove
isolados contra larvas de Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae)
observaram gue todos os isolados causaram mortalidade nos insetos. Tavares et al.
(2007) demonstraram que os isolados Heterorhabditis indica e IBCB-n6 foram
patogénicos a larvas de Sphenophorus levis, obtendo até 95% de mortalidade.

Shapiro-llan et al. (2013) avaliaram a eficiéncia de NEPs no controle
de “plum curculio”, Conotrachelus nenuphar (Coleoptera: Curculionidae) e,
constataram que S. riobrave e S. feltiae foram virulentos ao inseto com porcentagem
de mortalidade de 95% e 77% respectivamente.

Alves et al. (2009c) avaliaram o potencial S. carpocapsae sobre
adultos de Hedipathes betulinus (Coleoptera: Cerambycidae) obtendo até 78,1% de
mortalidade para os insetos adultos. Machado et al. (2005), testaram S. glaseri
(Rhabditida: Steinernematidae) no controle de Migdolus fryanus (Coleoptera:

Cerambycidae) obtendo 100% de mortalidade em larvas recém-eclodidas,
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demonstrando o potencial destes no controle de coleépteros com habitos cripticos.

Foram realizados trabalhos em condicdes de laboratério com
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), conhecido comumente como
cascudinho, e diante dos resultados e dentre os isolados testados foi possivel
observar que S. carpocapse, se mostrou patogénico a adultos e larvas do inseto,
causando 48% e 96% de mortalidade respectivamente (PEZOWICZ, 2003; ALVES;
ROHDE; ALVES, 2005).

Alves et al. 2012 avaliando NEPs para o controle de A. diaperinus
observaram que todos os isolados testados foram patogénicos aos adultos do
inseto, porém, Steinernema arenarium foi 0 mais virulento, provocando 99,0% de

mortalidade.

3.3.2 Nematoides Entomopatogénicos no Controle de Hypothenemus hampei

O primeiro registro de ocorréncia natural de nematoide infectando
brocas-do-café, ocorreu na India, onde o nematoide Panagrolaimus sp.
(Panagrolaimidae) foi encontrado infectanto adultos do inseto (VARAPRASAD et al.,
1994). O segundo registro foi no México, cujo isolado de nematoide foi encontrado
em frutos de café caidos no solo e foi identificado como Sphaerulariopsis sp.
(Tylenchida: Sphaerularioidea) (CASTILLO; BARRERA, 1998; CASTILLO et al.,
2002).

Poinar Jr. et al. (2004) e Pérez et al. (2015) registraram
Methaparasitylenchus hypothenemi (Tylenchida: Allantonematidae) parasitando
naturalmente brocas-do-café em plantacdes de cafeeiro no México.

No que se refere a patogenicidade de espécies de nematoides dos
géneros Steinernema e Heterorhabditis sobre a broca-do-café, destaca-se o trabalho
de Allard e Moore (1989), no qual os autores observaram o efeito de S. carpocapse
e H. bacteriophora, sobre adultos e larvas. Também Lubego (1992) e Castillo e
Marban (1996) realizaram estudos em laboratério e registraram que isolados
Steinernema spp. e Heterorhabditis spp. foram patogénicos a larvas e adultos de H.
hampei.

Molina e Lopes (2002, 2003) testaram a atragdo de isolados de
NEPs a diferentes estagios de desenvolvimento do fruto brocado. Os autores

observaram que em frutos secos e maduros caidos no solo os nematoides foram
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capazes de entrar pelo orificio de perfuracdo feito pela broca e infectar diferentes
estadios do inseto.

Lara et al. (2004), Molina e Lopes (2002, 2003) e Molina et al. (2009)
observaram que os nematoides conseguiram se multiplicar no interior das larvas de
H. hampei. A capacidade de se multiplicar no hospedeiro € um fator importante, pois
favorece o controle da praga nas geracgoes seguintes sem a necessidade de realizar
uma nova aplicacdo do entomopatégeno.

Foi avaliado, também, o efeito da aplicacdo de nematoides
entomopatogénicos em diferentes doses sobre frutos caidos e infestados com broca-
do-café, no qual se observou que ambos os isolados testados (H. bacteriophora e S.
feltie) conseguiram penetrar no fruto de café e que as altas dosagens aplicadas
foram responsaveis pelas maiores porcentagens de mortalidade do inseto (MOLINA,;
LOPES, 2009).

Lara et al. (2004) demonstraram que isolados dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis foram capazes de penetrar os frutos caidos no solo,
parasitaram principalmente estadios imaturos da broca, se multiplicaram no interior
do inseto e reduziram as populagcdes de brocas nos cafezais.

Benavides-Machado et al. (2010) avaliando o potencial de NEPs
para o controle da broca observaram que a maior porcentagem de mortalidade das
larvas foi causada pelas espécies do género Steinernema e em adultos por
espécies do género Heterorhabditis. Além disso, os autores observaram ainda que
todas as espécies testadas se deslocaram em direcdo ao fruto e a porcentagem de
mortalidade variou entre 83 e 100% no interior do fruto de café.

Manton et al. (2012) avaliaram o potencial de S. carpocapse no
controle de H. hampei e evidenciaram que este possui capacidade de entrar nos
frutos de café e causar mortalidade significativa em varios estagios de

desenvolvimento do inseto no campo.
3.3.3 Compatibilidade de Nematoides Entomopatogénicos a Produtos Fitossanitarios
A acéo dos produtos fitossanitarios sobre os entomopatdégenos pode

variar em funcdo da espécie e linhagem do patégeno, da natureza quimica dos
produtos e das dosagens utilizadas (ALVES; MOINO JR.; ALMEIDA, 1998). Nesse
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sentido, é necessario que se utilizem produtos seletivos que ndo afetem o equilibrio
entre pragas e seus inimigos naturais.

O uso inadequado de produtos quimicos pode interferir na
capacidade infectante e reprodutiva desses agentes de controle, influenciando
negativamente a sua eficacia (MONTEIRO et al., 2014). Assim, a interacdo entre
produtos fitossanitarios e entomopatégenos deve receber atencdo especial,
principalmente em culturas nas quais o uso de controle quimico seja indispensavel,
como € o caso da cultura do café.

Os nematoides entomopatogénicos sao compativeis com a maioria
dos produtos testados como herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas e
fertilizantes organicos quando expostos a eles por curtos periodos
(KOPPENHOFER; GREWAL, 2005). Essa caracteristica é de fundamental
importancia para integrar os NEPs em programas de manejo de pragas,
possibilitando assim, a diminuicAo da quantidade de inseticidas utilizados
BORTOLLUZI et al.,, 2013). No entanto, existem diferencas de compatibilidade
dependendo da espécie de nematoide e do produto utilizado (ANDALO et al., 2004).

Segundo Negrisoli Jr. et al. (2008) os efeitos dos produtos
fitossanitarios sobre os nematoides entomopatogénicos podem ser diretos, ou seja,
relacionados com a viabilidade e comportamento dos Jls, ou indiretos, influenciando
na capacidade infectiva dos nematoides.

De acordo com Koppenhofer et al. (2000) o produto pode causar
efeito estressante no inseto, o que facilitaria a infecgdo/colonizagdo pelos
nematoides. Os mesmos autores observaram em testes realizados com larvas de
escarabeideos, que o inseticida imidaclopride reduziu a atividade das larvas o que
facilitou a penetracao dos Jls de S. glaseri e H. bacteriophora nas mesmas.

As interacOes entre produtos fitossanitarios e NEPs podem ser
positivas, negativas e/ ou neutras. Andalo et al. (2004b) avaliaram o efeito de
produtos quimicos utilizados na cultura do café sobre nematoides
entomopatogénicos considerados potenciais para o controle de pragas na cultura,
entre elas a cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro. Para os autores, apenas os herbicidas
2,4-D, acetoclor e oxifluorfen diminuiram a viabilidade de S. carpocapse, S. glaseri,
S. arenarium e H. bacteriophora, sendo considerados incompativeis. Os demais
produtos como imidaclopride, tiametoxan, glifosato e carbofuran foram considerados

compativeis.
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Em alguns casos, além do nematoide ndo ser prejudicado pela
exposicdo ao produto, pode ocorrer um aumento na eficiéncia de controle da praga,
resultado de um possivel sinergismo entre os dois agentes (BORTOLUZZI et al.,
2013). Estudos realizados por Koppenhdofer et al. (2002) demonstraram sinergismo
entre o inseticida imidaclopride e os isolados H. bacteriophora e S. glaseri no
controle de larvas de Popillia japonica e com os nematoides H. bacteriophora, H.
megidis, H. marelatus, S. glaseri e S. feltiae para o controle de Exomala orientalis.

Tavares et al. (2009) testaram o efeito de combinacdes dos
nematoides entomopatogénicos H. indica e Steinernema sp. (IBCB-n06) com
subdose dos inseticidas quimicos fipronil, tiametoxam e imidaclopride contra adultos
e larvas do curculionideo Sphenophorus levis. Os autores observaram que 0S
produtos foram compativeis com os agentes, nao afetando a viabilidade dos juvenis
infectantes apds 24 horas de exposicdo. Além disso, observaram também efeito
sinérgico nas misturas dos NEPs com tiametoxam, na qual os niveis de mortalidade
aumentaram significativamente.

Negrisoli Junior, Barbosa e Moino Junior (2008) avaliando a
compatibilidade de alguns produtos fitossanitarios com H. bacteriophora e S.
carpocapse observaram que tiofanato metilico e aldicarbe sdo incompativeis com S.
carpocapse e tiametoxam, tiofanato metilico, aldicarbe e carbofuram sao
incompativeis com H. bacteriophora.

Souza et al. (2012) realizando testes de compatibilidade dos
nematoides entomopatogénicos H. amazonensis RSCO05, Heterorhabditis sp. JPM4 e
Heterorhabditis bacteriophora HP88 com imidaclopride visando o controle de
Spodoptera frugiperda verificaram que o produto ndo afetou a viabilidade e
infectividade dos NEPs.

Recentemente Sabino et al. (2014) testaram a compatibilidade de S.
carpocapse All e H. amazonensis JPM4 com oito inseticidas usados na cultura do
tomate. Segundo os autores, o0s inseticidas abamectina e clorpirifés ndo mataram os
juvenis infectantes, mas reduziram a sua infectividade. Ja os produtos triflumuron,
deltametrina, dimetilamina-propil, lambda-cialotrin + clorantraniliprole,
clorantraniliprole e tiametoxam + lambda-cialotrin foram compativeis com ambas as
espécies de nematoides.

Ndo h& registro na literatura de trabalhos que estudaram

especificamente a aplicacdo de NEPs simultaneamente com um inseticida visando o
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controle de H. hampei e nem sobre a compatibilidade dos mesmos com o produto
ciantraniliprole pertencente ao grupo quimico das diamidas antranilicas,
recentemente liberado uso para o controle de H. hampei na cultura do café.

Porém, Koppenhofer e Fuzy (2008) avaliaram o efeito do inseticida
clorantraniliprole, também pertencente ao grupo das diamidas antranilicas sobre H.
bacteriophora no controle de larvas de cor6 em gramados. Os autores observaram
gue o produto ndo afetou a viabilidade nem a infectividade dos JIs e houve um efeito
sinérgico, no qual, a combinacdo do nematoide com o inseticida proporcionou um

controle maior do inseto do que os agentes utilizados individualmente.

3.3.3.1 Ciantraniliprole (Benevia™)

Ciantraniliprole, pertencente ao grupo das diamidas antranilicas, age
no inseto ativando os receptores de rianodina através de um estimulo para a
liberacdo das reservas de calcio do reticulo sarcoplasmatico de células musculares
(principalmente para insetos mastigadores), causando ma regulacédo, paralisia e
morte de espécies sensiveis. Apresenta acao de profundidade e atua por ingestéo e
contato, demonstrando boa atividade adulticida, ovilarvicida e larvicida. Tem baixa
toxicidade para muitos artropodes ndo alvo e outros organismos como passaros,
peixes, mamiferos, minhocas, microrganismos, algas e outras plantas. E seletivo
para invertebrados estuarinos, mas os estudos demonstram que alguns artropodes,
como aqueles do género Daphnia, sdo mais sensiveis (SOUZA et al., 2014).

Com o nome comercial de Benevia™, o ciantraniliprole, em fase de
registro no Brasil, € um novo inseticida do grupo das diamidas antranilicas
(antranilamida) desenvolvido em varios paises pelo IE DuPont de Nemours and
Company, Inc.

Em julho de 2014, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa) publicou a portaria n°® 711 que descreve as orientacdes para
0 manejo de H. hampei. O documento traz as medidas emergenciais de defesa
sanitaria vegetal e permite o controle quimico da broca-do-café com inseticida a
base de Ciantraniliprole a ser realizado em talhdes da lavoura — areas especificas
onde ha plantas da mesma idade — por meio do monitoramento.

As recomendacg0des para o uso do produto sao: aplicacéo foliar, dose

de 175 g de i.a/ha e as aplicacbes devem ser feitas no inicio da formacéo de gréaos e
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no momento da migracdo dos adultos. O intervalo de aplicacdo é de 30 a 60 dias,
sendo duas, o numero maximo de aplicacdes (MAPA, 2014).

Como ja mencionado anteriormente, ndo ha registro de estudos que
avaliaram a compatibilidade de nematoides ao ciantraniliprole. Por outro lado, devido
a eficiéncia j& comprovada do produto no controle da broca-do-café (SOUZA et al.,
2014) e liberacdo do uso nos cafeeiros do Brasil, faz-se necessarios estudos que
avaliem os efeitos da interacdo dos NEPs com o produto, visto que, estudos também
demostraram que o0s nematoides entomopatogénicos sdo agentes potenciais no

controle de H. hampei.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados em condi¢des de laboratorio e os
insetos (H. hampei) foram obtidos da criacdo de broca-do-café do Laboratorio de
Entomologia do Instituto Agronémico do Parand (IAPAR), mantida em cé&mara
climatizada (25 = 2°C, UR: 60 + 10% e auséncia de luz) e desenvolvida em dieta
artifical adaptada de Villacorta e Barrera (1993), com as seguintes modificacfes:
Acrescentou-se 150g de café em po (grdo cru) e 0,59 de mistura vitaminica de

Vanderzant para insetos.

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

Isolados de nematoides entomopatogénicos foram obtidos do banco
de entomopatégenos do Laboratério de Entomologia e Controle Microbiano da
Universidade Estadual do Norte do Parana (Cornélio Procépio — PR) e do Instituto
Bioldgico em Campinas, SP (Tabela 1).

A multiplicacéo foi feita pelo método in vivo adaptado de Molina e
Lopes (2001), utilizando-se lagartas de ultimo instar de Galleria mellonella (Linnaeus,

1758) (Lepidoptera: Pyralidae) provenientes de criagdo estabelecida.

Tabela 1 - Isolados de nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis utilizados no teste de selecdo contra larvas e adultos de
Hypothenemus hampei em condi¢cfes de laboratério.

Isolado Espécie Origem

RSC 05 Heterorhabditis amazonenses Benjamin Constant, AM, Brasil
IBCB-n 05 Heterorhabditis indica Itapetininga, SP, Brasil

HP88 Heterorhabditis bacteriophora New Jersey, Estados Unidos
NEPET11 Heterorhabditis sp. Palmeira das Missdes, RS, Brasil

ALHO Heterorhabditis sp. Lavras, MG, Brasil

JPM 4 Heterorhabditis sp. Lavras, MG, Brasil
IBCB-n 40 Heterorhabditis sp. Tabopora, SP, Brasil
IBCB-n 46 Heterorhabditis sp. Santo Antdnio de Posse, SP, Brasil

IBCB-n 44 Heterorhabditis sp. Santa Adélia, SP, Brasil



IBCB-n 27
IBCB-n 02
AM163
PAM

SN
CER-n 125

Steinernema sp.
Steinernema carpocapsae
Steinernema diaprepesi
Steinernema rarum

Steinernema feltiae
Steinernema puertoricense

Steinernema glaseri

Mogi Guacu, SP, Brasil
Florida, Estados Unidos
Sinop, MT, Brasil
Acegud, RS, Brasil

Florida, Estados Unidos
Rio Verde, GO, Brasil

Flérida, Estados Unidos
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Fonte: a propria autora

4.2 CRIAGAO DE GALLERIA MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

As lagartas foram obtidas da criacdo de G. mellonella do Laboratério

de Patologia e Controle Microbiano da UEL e mantidas na sala de criacao,

acondicionadas em potes plasticos com tampas providas de tela e sob temperatura

ambiente. A manutencdo e alimentacdo foram realizadas diariamente com dieta

artificial adaptada de Parra (1998), preparada com os ingredientes (Tabela 2).

Tabela 2 — Composicdo da dieta de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)
adaptada de Parra (1998).

Ingredientes Quantidade
Farelo de trigo 200g
Gérmen de trigo 200g
Farinha de trigo 200g
Leite em pé 4009
Levedura de cerveja 1209
Glicerina 130g
Mel 2409
Agua Destilada 20 ml

Fonte: Parra (1998, p. 1015-1037).

4.3 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DOS NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

Para multiplicacdo dos NEPs, dez lagartas de ultimo instar de G.

mellonella foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo dois
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papéis filtro secos. Posteriormente aplicou-se com auxilio de micropipeta 2 mL de
suspensao do nematoide (aproximadamente 20 Jis/lagarta) nas placas e estas foram
armazenadas por 72 horas, em camara climatizada a 23+1° C e sem fotofase. Apos
este periodo as lagartas mortas foram transferidas para camara seca (MOLINA,;
LOPES, 2001) na qual permaneceram por cinco dias em camara climatizada a 23+1°
C e sem fotofase, para multiplicacdo dos NEPs no interior das lagartas.

Em seguida, as lagartas foram colocadas em armadilha de White
(White, 1927), método utilizado para coleta dos JIs. As armadilhas foram mantidas
sob as mesmas condicbes ja mencionadas. Os JIs em suspensdo aquosa (agua
destilada + JIs) foram coletados diariamente e armazenados em recipientes plasticos
gue foram mantidos em céamara climatizada a temperatura de 18+1° C e sem
fotofase, por um periodo de até sete dias apds a producdo para, posteriormente,

serem utilizados nos experimentos.

4.4 PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DE ISOLADOS DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS A

H. HAMPEI

Para a realizagcdo dos ensaios 0s 16 isolados (Tabela 1) foram
multiplicados de acordo com a metodologia ja citada e avaliados quanto a viruléncia
e patogenicidade sobre larvas e adultos de H. hampei.

Previamente a aplicacdo, os NEPs foram quantificados para
padronizacdo da concentracdo dos mesmos em 100 Jis/cm2. A quantificacédo
procedeu-se da seguinte maneira: os NEPs foram coletados suspensos em agua
destilada e acondicionados em recipientes plasticos (aproximadamente 200 mL de
suspensao contendo agua destilada + JIs). Com auxilio de micropipeta, foi retirado 1
mL da suspenséo e colocado em tubo de fundo chato no qual foram adicionados
mais 9 mL de agua destilada, totalizando 10 mL, obtendo-se uma suspensao 10
vezes mais diluida que a suspensao original, para facilitar a contagem.

Em seguida, o tubo foi agitado em vortex e foram retiradas cinco
aliquotas de 50u e distribuidas em cinco pocos de uma placa de Elisa.
Posteriormente, foram contados, com auxilio de microscopio estereoscopio, os Jis
de cada poco. Apos a contagem, foi feito a média e esta foi submetida a regra de
trés para estimar quantos Jis continham em 1 mL. Multiplicando-se por 10 este

resultado, obteve-se a concentracdo da suspensédo original. Feito isso, foi realizada
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uma nova regra de trés para saber quantos mL seriam necessarios para aplicar os

JIs na concentracao de 100JIs/cm?.

4.4.1 Teste de Patogenicidade e Viruléncia com Adultos

Cada isolado (tratamento) foi repetido cinco vezes. A unidade
experimental correspondeu a uma placa de Petri de 5,5 cm de diametro, contendo
dez insetos e dois papéis filtro secos na base e na tampa da placa. Em seguida
aplicou-se sobre os papéis, com auxilio de micropipeta, 1 mL da suspensdo
contendo os isolados na concentragao de 100 Juvenis Infectantes (JIs)/cm?.

ApoOs a aplicacédo, as placas foram tampadas e mantidas em camara
climatizada a 25+1°C, UR: 70£10% e sem fotofase. Foi feito também um tratamento
adicional (testemunha) que recebeu apenas 1 mL de agua destilada. A avaliacao
ocorreu apos cinco dias da inoculacdo na qual contou-se 0s insetos mortos.

O experimento foi em delineamento experimental inteiramente
casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia, transformados em
raizZ (x+0,5) para que fossem atendidos os pressupostos de uma andlise
paramétrica e, em seguida, as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a
5% de significancia utilizando o software Sisvar 5.4 (FERREIRA, 2011).

4.4.2 Teste de Patogenicidade e Viruléncia com Larvas

Os tratamentos constituiram de quatro repeticdes. Cada repeticdo
correspondeu a uma placa de Petri de 5,5 cm de diametro, contendo dez larvas de
segundo instar, dois papéis filtro na base e um pedaco de dieta (a mesma utilizada
para criacdo). Em seguida aplicou-se sobre os papéis filtro, com auxilio de
micropipeta, 1 mL de suspensdo contendo os isolados na concentragcdo de 100
Jis/cm?.

Apés a inoculagcdo, as placas foram tampadas e mantidas em
camara climatizada a 25+1°C, UR: 70+10% e sem fotofase. Foi feito também, um
tratamento adicional (testemunha) que recebeu apenas 1 mL de agua destilada. A
avaliacdo ocorreu apos cinco dias da inoculacdo, na qual contou-se as larvas

mortas.
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O experimento foi em delineamento experimental inteiramente
casualizado. O procedimento estatistico realizado com os dados do teste de selecao
com larvas de broca-do-café foi 0 mesmo para os adultos. No entanto, nao foi

necessaria a transformacéao dos dados.

4.5 INFESTACAO ARTIFICIAL DE FRUTOS DE CAFE POR H. HAMPEI

Para os ensaios com frutos de café, foi realizada infestacao artificial.
Coletou-se manualmente frutos em estagio chumbdo em plantas de café da
variedade IAPAR 59, cultivadas sem uso de agrotoxicos na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Os frutos foram levados ao laboratério, previamente lavados com
agua corrente, mergulhados em solucdo de hipoclorito de sd6dio a 5% por
aproximadamente um minuto para desinfeccao superficial e, em seguida, apos
serem retirados do pedunculo foram secos com papel toalha.

Posteriormente, os frutos foram expostos aos adultos da broca,
utilizando-se uma placa de Petri de vidro de 9 cm de didmetro contendo um papel
filtro e um fruto, na qual se adicionou os insetos na propor¢ao de 5:1 (cinco brocas
adultas por fruto). Os adultos foram retirados da criagdo em dieta artificial. As placas
foram mantidas sob temperatura ambiente durante 15 dias e uma vez por semana
um fruto era escolhido aleatoriamente e dissecado para observar se estava
ocorrendo oviposicdo. Nos bioensaios foram utilizados frutos com no minimo duas

perfuracdes causadas pelo inseto.

4.6 APLICACAO DE JUVENIS INFECTANTES SOBRE FRUTOS DE CAFE INFESTADOS

Neste ensaio foram utilizados os isolados S. feltiae e Heterorhabditis
sp. (IBCB-n46) que estavam entre os mais virulentos dos testes de selecé&o.

Os tratamentos constituiram de cinco repeticbes e a unidade
experimental foi uma placa de Petri de 9 cm de diametro, na qual foram adicionadas
60 gramas de areia (previamente autoclavada e seca em estufa a 80 °C) e dois
frutos infestados. Aplicou-se 100 Jls sobre cada fruto com auxilio de micropipeta. No
tratamento testemunha foi aplicado apenas agua destilada sobre os frutos. Para

manter a umidade na placa foram aplicados sobre a areia 10 mL de agua destilada.
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As placas foram tampadas e mantidas em camara climética a 25+1°C e sem fotofase
durante cinco dias.

Para a avaliacdo, os frutos foram lavados superficialmente com agua
destilada de modo a eliminar os NEPs que ndo penetraram. Em seguida, realizou-se
dissecacdo dos frutos e, por ultimo, com excec¢do dos ovos, todos os estadios do
inseto (larva, pupa e adulto) foram separados em placa de Petri. Foram contados os
insetos vivos e mortos, sendo as brocas mortas dissecadas com auxilio de

microscopio estereoscopio para confirmacédo do parasitismo por NEPs.

4.7 COMPATIBILIDADE DE ISOLADOS DE NEPS com CIANTRANILIPROLE

Para avaliar a compatibilidade dos isolados S. feltiae e
Heterorhabditis sp. (IBCB-n46) com o inseticida ciantraniliprole, foi utilizada a
metodologia sugerida por Vanio (1992).

Um litro da formulacdo do produto foi preparado com o dobro da
dose recomendada (1750 mL do produto comercial/400 L de agua). Assim, 8,75 mL
de produto comercial foram adicionados a 1000 mL de &gua. Desta solucdo, foi
retirado e distribuido 1 mL em cinco tubos de vidro por tratamento, aos quais foi
adicionado mais 1 mL de 4gua destilada contendo 2500 Jls, reestabelecendo assim,
a dose recomendada para aplicacdo a campo. Como testemunha, 1 mL da
suspensao dos isolados foi misturado a 1 mL de agua destilada. Os tubos foram
armazenados em camara climatizada a 22 + 1°C, UR de 70 + 10% e sem fotofase.

A viabilidade dos nematoides foi avaliada 24 e 48 horas ap0s
exposicao ao produto. Para tanto, 50y da suspensdo de cada tubo (repeticdo) foi
retirado e observou-se 100 JIs sob microscépio estereoscopio, para determinacdo da
viabilidade. Foram considerados mortos aqueles que estavam imoéveis e que nao
responderam ao toque com estilete (NEGRISOLI JUNIOR; BARBOSA; MOINO
JUNIOR, 2008) e vivos aqueles que apresentavam movimentacao.

A infectividade dos JIs foi avaliada no mesmo periodo que a
viabilidade. Os tubos foram completados com 3 mL de agua destilada e deixados
para decantar por 30 minutos na geladeira a 10 °C, e apo0s esse periodo o
sobrenadante (aproximadamente 3 mL) foi descartado. Esse procedimento de
lavagem foi repetido por trés vezes (NEGRISOLI JUNIOR; BARBOSA; MOINO

JUNIOR, 2008) de forma a retirar o0 maximo de inseticida. Apos a Ultima lavagem, 1
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mL (cerca de 1000 Jls) foram retirados do fundo de cada tubo e aplicados em cinco
placas de Petri contendo dois papeis filtros e dez lagartas de dltimo instar de G.
mellonella.

As placas foram mantidas em camara climatizada a 23 °C durante
cinco dias. Apos este periodo, as lagartas mortas foram transferidas para novas
placas contendo um papel filtro seco e limpo e mantidas no escuro por mais 72
horas, sendo submetidas a dissecacdo com auxilio de microscépio estereoscopio
para confirmacao da morte por nematoides.

Os dados de viabilidade dos nematoides apds exposi¢cdo ao
ciantraniliprole e de mortalidade das lagartas infectadas por NEPs, foram submetidos

a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TESTE DE SELECAO COM ADULTOS

Os isolados Steinernema puertoricense (CER-n 125) e Steinernema
sp. (IBCB-n 27) nao diferiram da testemunha. Os demais isolados sao patogénicos,
porém, apresentam diferenca quanto a viruléncia. Os isolados Heterorhabditis sp.
(ALHO) e Steinernema feltiae (IBCB-n 47) foram o0s que apresentaram maior
porcentagem de mortalidade, ambos provocando 54% de mortalidade nos adultos
(Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem de mortalidade de adultos de Hypothenemus hampei
causada por nematoides entomopatogénicos (Steinernema e Heterorhabditis) em
condicbes de laboratério (25+1° C e sem fotofase).

Isolados % Mortalidade + (EP)

Testemunha 20+2,0a*

CER-n 125 (Steinernema puertoricense) 40+x24a

IBCB-n 27 (Steinernema sp.) 6,0+40a
NEPET11 (Heterorhabditis sp.) 16,0+6,0b
IBCB-n 02 (Steinernema carpocapsae) 220x7,3c
JPM 4 (Heterorhabditis sp.) 22,0+58¢

RSC 05 (Heterorhabditis amazonensis) 240x75¢c
PAM (Steinernema rarum) 38,0£6,6d
IBCB-n 44 (Heterorhabditis sp.) 40,0+8,4d
IBCB-n 40 (Heterorhabditis sp.) 40,0+7,1d
Steinernema glaseri 42,0+7,3d

AM163 (Steinernema diaprepesi) 44,0+£9,8d
IBCB-n 05 (Heterorhabditis indica) 440+ 13,6d
HP88 (Heterorhabditis bacteriophora) 46,0+9,8d
IBCB-n 46 (Heterorhabditis sp.) 50,0+7,1d
ALHO (Heterorhabditis sp.) 540+75d
IBCB-n 47 (Steinernema feltiae) 54,0+8,1d

CV (%) = 30,97

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna néo diferiram significativamente pelo
teste Skott-Knott (a=5%) com dados transformados em raiz?(x+0,5).
Fonte: da autora.
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A diferencga de viruléncia entre isolados, até mesmo de uma mesma
espécie, pode ser justificada por vérios fatores. Isolados diferentes podem estar
adaptados a diferentes condigcbes climaticas ou mesmo ter desenvolvido
especificidade a hospedeiros locais (ALVES et al., 2009a). E, de acordo com
Almenara et al. (2012) a variagdo de susceptibilidade é esperada, pois, diferentes
isolados coevoluiram com diferentes espécies de hospedeiro e, portanto, possuem
especificidades que os tornam mais ou menos virulentos sobre determinado inseto.
Por este motivo os testes de selecao de isolados sédo de grande importancia.

Castillo e Marban-Mendoza (1996) avaliando a patogenicidade de
oito isolados de NEPs sobre adultos da broca-do-café, em placas de Petri com dieta,
observaram que os isolados Heterorhabditis LIM-1, DOM-8 e PC-3 e o isolado
Steinernema carpocapse foram os mais patogénicos aos insetos, com porcentagem
de mortalidade acima de 50%. Neste trabalho, observou-se porcentagem de
mortalidade semelhante para alguns dos isolados Heterorhabditis, porém, S.
carpocapse causou mortalidade inferior (22,0%) a observada pelos autores.

Benavides-Machado et al. (2010) avaliando a viruléncia de isolados
de nematoides sobre adultos da broca-do-café, verificaram que todos os tratamentos
foram patogénicos ao inseto e a mortalidade, apés cinco dias da aplicacdo, variou
entre 3,6 e 24,6%, sendo H. bacteriophora o isolado mais virulento (24,6%). Estes
resultados sdo inferiores aos encontrados neste trabalho, uma vez que H.
bacteriophora causou 46% de mortalidade nos insetos.

Observou-se também, que de maneira geral, os isolados do género
Heterorhabditis foram mais virulentos aos adultos de H. hampei. O mesmo foi
observado por Castillo e Marban-Mendoza (1996) e Benavides-Machado et al.
(2010) em testes realizados com adultos de broca-do-café.

Sepulveda-Cano et al. (2008) obtiveram melhor resultado com H.
bacteriophora (58%) comparado a S. carpocapse (40%) ao avaliarem a viruléncia
destes nematoides sobre adultos de Cosmopolites sordidus (Coleopetra:
Curculionidae), apresentando semelhanca com os resultados deste trabalho, no qual
S. carpocapse foi menos virulento aos adultos da broca-do-café comparado a H.
bacteriophora (22,0 e 46,0%, respectivamente).

No trabalho de Tavares et al. (2007) e Giometti et al. (2011),
isolados  heterorhabditideos  apresentaram  maior  viruléncia que  0S
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esteinernematideos sobre o0 bicudo-da-cana, Sphenoforus levis (Coleoptera:
Curculionidae).

Outros trabalhos realizados em condicbes semelhantes
evidenciaram a susceptibilidade dos curculionideos aos nematoides do género
Steinernema, mas, preferencialmente a isolados do género Heterorhabditis
(SHAPIRO-ILAN; MCCOY, 2000; STUART et al., 2004, SEPULVEDA-CANO et al.,
2008).

A maior suscetibilidade aos heterorhabditideos pode ser explicada,
em parte, pelo menor tamanho destes em relagdo aos esteinernematideos, tendo
estes Ultimos maiores dificuldades de penetrar pelas aberturas naturais de insetos
pequenos (STUART et al., 1997), como é o caso da broca-do-café. Além de serem
menores, 0s heterorhabditideos possuem pequenos apéndices na regido cefalica
que lhes permitem penetrar no inseto rompendo seu tegumento (GEDEN et al.,
1985).

Foi possivel observar ainda que, os adultos de H. hampei infectados
por NEPs ndo apresentaram coloracéo tipica de infec¢cado para ambos os géneros de
nematoides. Isso pode ser explicado devido a coloracdo escura e cuticula bastante
quitinizada que estes insetos apresentam. No entanto, uma caracteristica observada
para alguns adultos infectados, foi a separac¢édo da cabeca do térax (Figura 1). Tal
caracteristica também foi observada por Benavides-Machado et al. (2010), tendo
ressaltado o fato que, a causa desta separacao € provavelmente, devido a pressao

gerada pelo nematoide durante o seu desenvolvimento no interior do inseto.

/4

Figura 1. Adulto de H. hampei infectado por nematoides entomopatogénicos. A
flecha indica o local de separagdo da cabega do torax, confirmando a morte do
inseto por nematoide.

Fonte: da autora.



38

5.2 TESTE DE SELECAO COM LARVAS

Pode-se observar, com excecéo do isolado S. puertoricense (CER-n
125), que todos os demais isolados foram patogénicos as larvas de H. hampei,
porém, houve variagdo quanto a viruléncia. A porcentagem de mortalidade variou
entre 15,0 e 100%. Observou-se também, que cinco isolados causaram mortalidade
acima de 80% e sete isolados, sendo seis do género Heterorhabditis e um do género
Steinernema, foram capazes de matar 100% das larvas (Tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade confirmada de larvas de Hypothenemus hampei causada por
nematoides entomopatogénicos (Steinernema e Heterorhabditis) em condicGes de
laboratorio (25£1°, UR 70£10% e sem fotofase).

Isolados Mortalidade + EP (%)
Testemunha 50x£29a
CER-n 125 (Steinernema puertoricense) 150+50a
AM163 (Steinernema diaprepesi) 32,0+£25b
Steinernema glaseri 35,0£5,0b
HP88 (Heterorhabditis bacteriophora) 70,0+£10,0c
IBCB-n 27 (Steinernema sp.) 85,0+x29c
IBCB-n 02 (Steinernema carpocapsae) 875+x25¢c
IBCB-n 40 (Heterorhabditis sp.) 875+6,3c
PAM (Steinernema rarum) 90,0+5,8¢c
ALHO (Heterorhabditis sp.) 97,0+x25d
IBCB-n 47 (Steinernema feltiae) 100,0£0,0d
RSC 05 (Heterorhabditis amazonensis) 100,0£0,0d
IBCB-n 46 (Heterorhabditis sp.) 100,0+0,0d
IBCB-n 44 (Heterorhabditis sp.) 100,0£0,0d
NEPET 11 (Heterorhabditis sp.) 100,0£0,0d
JPM4 (Heterorhabditis sp.) 100,0+£0,0d
IBCB-n 05 (Heterorhabditis indica) 100,0+0,0d

CV (%) = 10,12

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferiram entre si pelo Teste de
Scott-Knott (a=5%).
Fonte: da autora.
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Benavides-Machado et al. (2010) avaliando a viruléncia de NEPs
sobre larvas da broca-do-café, observaram que todos os isolados foram patogénicos
e as espécies do género Steinernema causaram mortalidade entre 75 e 90% e as do
género Heterorhabditis entre 36,5% e 42%. Estes dados diferem dos valores
observados neste trabalho, pois, para o género Steinernema, a mortalidade variou
entre 15 e 100% e para Heterorhabditis entre 70 e 100%.

Ficou ainda evidente que, as larvas de H. hampei foram mais
susceptiveis aos nematoides do que os adultos, reforcando uma tendéncia de maior
susceptibilidade a NEPs que tem sido verificada para larvas da broca-do-café
(MOLINA; LOPES, 2009; BENAVIDES-MACHADO et al., 2010) e de varios outros
coleopteros da familia Curculionidae, em testes de laboratério (SHAPIRO-ILAN et
al., 2000, 2003; STUART et al., 2004; DUNCAN et al., 2003).

As variagdes nos resultados de susceptibilidade dos diferentes
estagios (larva e adulto) de H. hampei podem ser explicadas devido as diferencas na
morfologia. As larvas apresentam cuticula menos rigida e os espiraculos mais
expostos, favorecendo a entrada dos juvenis infectantes. Os adultos de H. hampei,
apresentam cuticula mais rigida, espiraculos pequenos e escondidos sob os élitros,
grandes mandibulas e alta mobilidade, ao contrario das larvas (BENAVIDES-
MACHADO et al., 2010; RUBIO, 2003). Todos esses fatores, contribuem para uma
baixa mortalidade, tornando o estagio adulto da broca-do-café mais resistente ao
ataque por NEPs.

Na fase larval de H. hampei foi possivel observar o desenvolvimento
completo dos nematoides e decomposi¢cdo dos tecidos das larvas. Observou-se
ainda, a sintomatologia tipica de infeccédo por isolados do género Steinernema, na
qual as larvas passaram a apresentar coloragao amarela (Figura 2A). Da mesma
forma, foram observados sintomas tipicos de infeccdo por isolados do género
Heterorhabditis, na qual as larvas infectadas apresentaram coloracao entre laranja e
vermelho (Figura 2B). Estes sintomas de infec¢cdo também foram observados nos
trabalhos de Molina e Lopes (2009) e Benavides-Machado et al. (2010).
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Figura 2 — (A) Larva de H. hampei infectada por nematoide do género Steinernema.
(B) Larva de H. hampei infectada por nematoide do género Heterorhabditis.
Fonte: da autora.

5.3 APLICACAO DE JUVENIS INFECTANTES SOBRE FRUTOS DE CAFE INFESTADOS

Foi possivel observar que tanto S. feltiae quanto IBCB-n46
(Heterorhabditis sp.) ndo foram capazes de penetrar o fruto pelo orificio feito pela
broca, infectar e causar a morte dos insetos no interior do fruto. N&o foi constatada
também a presenca de JIs nas galerias feitas pelas brocas e nenhum inseto com
sintoma de infeccdo por nematoides. No entanto, observou-se apés cinco dias da
aplicacdo dos NEPs a presenca de alguns Jis sobre o fruto e estes ainda
apresentavam mobilidade, fato observado também por Molina e Lopes (2009).

Castillo e Marban-Mendoza (1996) realizaram ensaios semelhantes
em condi¢cdes de laboratério com oito isolados de NEPs, sendo cinco do género
Steinernema e trés do género Heterorhabditis e observaram apoOs seis dias da
aplicacdo, que nenhum dos isolados causaram mortalidade nos insetos no interior
dos frutos, corroborando com o observado neste estudo.

Ainda, Allard e Moore (1989) observaram que, Heterorhabditis sp.,
aplicado na concentragdo de 240Jls/por repeticdo, apds quatro dias, causou 68% de
mortalidade nos adultos da broca dentro do fruto. Segundo os autores, 47 adultos e
seis larvas dissecados estavam infectados pelo nematoide, o que néo foi possivel
observar neste estudo, visto que, 0s insetos se encontravam vivos no interior do
fruto.

No trabalho de Molina e Lopes (2009), foi observado apds sete dias
da aplicacdo dos Jls, que a penetracdo e o parasitismo foram proporcionais as

dosagens aplicadas sobre o fruto. Segundo os autores, nas altas dosagens (125 e
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625 Jls/por fruto) foram obtidos os maiores indices de penetragdo e as maiores
mortalidades. Nas concentracdes de 125 e 625 Jis/por fruto, as porcentagens de
mortalidade provocadas por S. feltiae foram de 42,88 e 40,58% e por H.
bacteriophora foram de 56,27, 61,16%, respectivamente.

Molina e Lopes (2003) realizaram testes em condi¢des de laboratdrio
e observaram que os Jis da espécie H. bacteriophora apresentaram alta capacidade
de deslocamento no interior do fruto, discordando com o observado neste estudo,
uma vez que, Heterorhabditis sp. (IBCBn-46) nédo foi capaz de se deslocar para o
interior do fruto de café.

Manton et al. 2012 também demonstraram com testes realizados em
laboratério com frutos infestados, que, apos sete dias da aplicacdo, S. carpocapse
conseguiu penetrar os frutos e causar uma mortalidade de 26,6% dos adultos e
23,7% das larvas de H. hampei. Segundo os autores, o teste-t confirmou que a
mortalidade foi significativamente maior nos frutos de café tratados com nematoide.

Lara et al. (2004) estudaram o efeito de Heterorhabditis sp. e
Steinernema sp. aplicados em diferentes doses sobre frutos caidos no campo. Os
autores observaram apds um més da aplicagcdo, que as porcentagens de
mortalidade para Heterorhabditis sp. variaram entre 53,2 e 82,0% e para
Steinernema sp. entre 71,25 e 88,19%.

Héa de se considerar que, as doses utilizadas nos trabalhos citados
acima foram maiores do que a utilizada neste trabalho e isso pode ter proporcionado
maiores chances de encontro do nematoide com a broca-do-café e por isso ter
ocorrido a penetracdo e infeccado dos insetos no interior do fruto. Porém, deve-se
ressaltar que, ao se pensar em controle no campo, altas dosagens sao

economicamente inviaveis.

5.4 COMPATIBILIDADE DE ISOLADOS DE NEPS comMm CIANTRANILIPROLE

Observou-se nos resultados obtidos para porcentagem de
viabilidade de S. feltiae e Heterorhabditis sp. (IBCBn-46) apos 24 e 48 horas de
exposicdo ao produto fitossanitario, que houve diferengca estatistica entre a
testemunha e o tratamento com ciantraniliprole, mostrando que o produto alterou a
viabilidade dos JIs desses nematoides, principalmente apds 48 horas de exposi¢do
(Tabela 05).
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Tabela 05. Porcentagem de viabilidade (MzEP) de Steinernema feltiae e
Heterorhabditis sp. (IBCB-n46) apos 24 e 48 horas de exposicdo ao produto
fitossanitario ciantraniliprole (protocolo IOBC / WPRS, Vanio, 1992).

Tratamento Viabilidade! (%) 24 horas ap6s exposicao
Steinernema feltiae Heterorhabditis sp.
(SN) (IBCBn-46)
Testemunha 80,6 +1,5a* 98,6 +0,2a
Ciantraniliprole 704+19b 64,2+20b
CV (%) 3,34 4,28
Tratamento Viabilidade! (%) 48 horas ap0s exposicao
Steinernema feltiae Heterorhabditis sp.
(SN) (IBCBN-46)
Testemunha 68,0x25a 98,2+0,4 a
Ciantraniliprole 55,6 +2,1b 51,4+25b
CV (%) 4,69 4,79

1Refere-se a porcentagem de Jis vivos.

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferiram
entre si pelo teste de Tukey P<0,05.

Fonte: da autora

Embora tenha sido observada reducédo na viabilidade, a infectividade
de S. feltiae e Heterorhabditis sp. (IBCBn-46) apds serem expostos por 24 horas ao
ciantraniliprole foi de 90,0% e ambos nao diferiram das respectivas testemunhas.
Apos 48 horas, a infectividade de S. feltiae foi de 86,0% néo diferindo da testemunha
e a infectividade de Heterorhabditis sp. (IBCBn-46) foi de 76,0%, diferindo do
tratamento testemunha (Tabela 06). Estes valores sugerem que, o produto teve
efeito deletério afetando a sobrevivéncia dos Jls, porém apresentou menor efeito
sobre a infectividade.

Tabela 06. Porcentagem de infectividade (M+EP) de Steinernema feltiae e
Heterorhabditis sp. (IBCB-n46) a lagartas de ultimo instar de Galleria mellonella apés
24 e 48 horas de exposicao ao produto fitossanitario ciantraniliprole (protocolo IOBC
/| WPRS, Vanio, 1992).

Tratamento (24 horas) Infectividade (%)*
Steinernema feltiae Heterorhabditis sp.
(SN) (IBCBn-46)
Testemunha (JIs + agua destilada) 86,0+ 4,0 a* 96,024 a
JIs expostos ao Ciantraniliprole 90,0+3,2a 90,0+55a

CV (%) 7,19 11,53
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Tratamento (48 horas) Infectividade (%)
Steinernema feltiae Heterorhabditis sp.
(SN) (IBCBnN-46)
Testemunha ( JIs + agua destilada) 90,0+ 6,3 a* 96,024 a
JIs expostos ao Ciantraniliprole 86,0x75a 76,0+6,3b
CV (%) 13,45 10,7

1Refere-se a média de lagartas mortas por tratamento.

*Médias seguidas de mesma letra minlscula na coluna nao diferiram entre si pelo teste de
Tukey P<0,05.

Fonte: da autora

O efeito de produtos pertencentes ao grupo das diamidas
antranilicas, grupo ao qual pertence o ciantraniliprole, sobre a viabilidade de
nematoides entomopatogénicos foi observado por Koppenhofer e Fuzy (2008). Os
autores constataram que o produto clorantraniliprole foi compativel com o nematoide
H. bacteriophora quando exposto em tanque de mistura e ainda observaram que a
combinagdo do nematoide com o produto proporcionou maior mortalidade contra
larvas de coros, indicando efeito aditivo ou sinergismo entre eles.

No trabalho realizado por Rovesti et al. (1988) e Rovesti e Desed
(1990), os autores estudaram a compatibilidade de varios produtos fitossanitarios
com H. bacteriophora, S. carpocapse e S. feltiae e observaram baixa viabilidade de
H. bacteriophora ap6s exposi¢cdo aos fungicidas mancozeb e metalaxil + folpet,
porém, verificou-se alta infectividade em lagartas de G. mellonella, corroborando
com o observado neste trabalho.

Ainda, Silva (2011) avaliou a compatibilidade de Heterorhabditis sp.
(JPM4) com nove produtos fitossanitarios e observou que a viabilidade dos Jis foi
afetada principalmente pelo inseticida Actara® (tiametoxan), o fungicida Impact®
(flutriafol) e o herbicida Sencor® (metribuzin), que inviabilizaram 40%, 55% e 24%
dos nematoides, respectivamente. Porém, a infectividade nao foi afetada,
demostrando que os NEPs que sobreviveram a exposicdo ao produto foram
eficientes quando em contato com lagartas de G. mellonella, assim como
demonstrado neste estudo para Heterorhabditis sp. (IBCBn-46).

Silva (2011) também avaliou a compatibilidade de Steinernema
riobrave e demonstrou que, o fungicida Alto 100® (ciprononazol) e o herbicida
Flumyzin 500® (flumioxazin) foram os produtos que mais afetaram a viabilidade dos

JIs, provocando mortalidade de 70% e 30%, respectivamente. Por outro lado, a



44

infectividade de S. riobrave, assim como observado neste estudo para S. feltiae, ndo
foi afetada por nenhum dos produtos avaliados.

Em contrapartida, no trabalho de Bortoluzzi et al. (2013) no qual foi
avaliada a compatibilidade de Heterorhabditis sp. (IBCB-n40) com inseticida
carbofuran, foi observado que o produto n&o afetou significativamente a viabilidade
dos Jls, no entanto, causou uma reducao de 72% na infectividade dos NEPs. O
mesmo foi observado por Andal6 et al. (2004b), no qual o inseticida carbofuran néo
afetou a viabilidade, porém reduziu 50% da infectividade dos JIs de S. arenarium.

Alguns autores acreditam que, a alteracdo na infectividade e né&o
sobre a viabilidade pode estar relacionada ao efeito dos produtos sobre
caracteristicas relacionadas ao comportamento do nematoide, levando a inibicdo do
movimento, da dispersdo e da atracdo pelo hospedeiro ou mesmo inibir a
capacidade de reproducdo e desenvolvimento, de tal forma que, mesmo o
nematoide estando vivo, este ndo € capaz de causar mortalidade (ROVESTI;
DESEO, 1990, LAZNIK et al. 2012).

Além disso, segundo Andalo et al. (2004b) alguns produtos atuam
como inibidores de sintese de lipideos, que séo a principal fonte de energia dos JlIs e
representam cerca de 30% do seu peso corporal e, € por meio desta reserva que 0s
NEPs se mantém vivos até encontrarem um novo hospedeiro para parasitar. Desta
forma, sugere-se que, o ciantraniliprole (Benevia™) néo afetou o comportamento e
nem a reserva lipidica dos juvenis infectantes de S.feltiae e Heterornabditis sp.
(IBCB-n46) e, por isso, estes permaneceram infectantes.

Segundo protocolo de Vanio (1992) taxa de mortalidade ou reducao
de infectividade em relacdo a testemunha, maiores que 50% sao indicativos de
incompatibilidade. Nesse sentido, o produto ciantraniliprole pode ser considerado
compativel com os nematoides avaliados neste trabalho, visto que, a reducdo na
viabilidade bem como na infectividade foram menores que 50%.

Estudos sobre o efeito dos NEPs com outros agentes de controle;
novas estratégias de aplicacdo, para aumentar a eficiéncia e reduzir os custos da
sua utilizacdo no campo; descoberta e utilizacdo de isolados nativos; estudos para
avaliar sua eficacia sob varias condicbes ambientais, tipos de solo e densidade
populacional da praga, sdo necessarios para que, os NEPs sejam utilizados como

ferramentas do manejo de populac¢des de H. hampei.
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CONCLUSOES

Com excegcdo dos isolados S. puertoricense (CER-n 125) e
Steinernema sp. (IBCB-n 27), todos os isolados avaliados apresentaram
patogenicidade sobre adultos e larvas de H. hampei.

As larvas da broca-do-café foram mais susceptiveis aos nematoides
em relacdo aos adultos.

S. feltiae e Heterorhabditis sp. (IBCBn-46) n&do foram capazes de
penetrar os frutos de café infestados com adultos e larvas de H. hampei.

O inseticida Benevia™ (ciantraniliprole) foi compativel com S. feltiae
e Heterorhabditis sp. (IBCBn-46).
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