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RESUMO

DONEZE, Gabriela Souza. Produgcdo e eficiéncia de nematoides
entomopatogénicos no controle de Dalbulus maidis (Homoptera: Cicadellidae).
2026. 124 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2026.

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923) (Hemiptera:
Cicadellidae), € o principal vetor dos agentes etioldgicos do complexo de
enfezamentos do milho, doengas responsaveis por perdas significativas na
produtividade da cultura. Diante das limitagdes para o controle quimico e da
necessidade de estratégias mais sustentaveis, o objetivo deste estudo foi
avaliar a susceptibilidade de D. maidis a Nematoides Enteropatogénicos
(NEPs), visando contribuir para uma estratégia sustentavel de manejo do
complexo de enfezamentos do milho (CEM). Inicialmente, foi avaliada a
suscetibilidade de adultos de D. maidis a onze isolados de NEPs, pertencentes
aos géneros Heterorhabditis e Steinernema, sob condi¢gdes laboratoriais.
Foram conduzidos ensaios de selecdo de isolados, determinagcao de
concentracoes letais e estimativa do tempo letal (LTso € LToo). Em seguida, os
isolados mais promissores foram submetidos a avaliagdo da produgao in vivo,
utilizando larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor como hospedeiros, e
a producéo in vitro em meio semissolido, testando diferentes fontes lipidicas e
proteicas. A infectividade dos juvenis infectantes (JIs) produzidos foi validada
por bioensaios. Por fim, foi desenvolvido um protocolo de encapsulamento em
alginato de sodio para formulacdo dos NEPs, avaliando-se a viabilidade, a
infectividade e a eficacia dos nematoides encapsulados no controle de D.
maidis em plantas de milho sob condicbes de casa-de-vegetacdo. Os
resultados demonstraram que os isolados UENP06 e UENPO2 apresentaram
maior patogenicidade sobre D. maidis, promovendo mortalidades de até 80% e

76%, respectivamente, com LTs, estimado em aproximadamente 72 horas. A



mortalidade aumentou de forma dependente da concentragdo, sendo que
doses a partir de 75 Jls cm™2 foram suficientes para alcancgar elevados niveis
de controle. Na produgao in vivo, ambos os isolados (UENP0O2 e UENPOG)
apresentaram maior multiplicacdo em G. mellonella, com destaque para o
isolado UENPO6, que atingiu 5,51 x 10° JIs g~ de lagarta. Na producéo in vitro,
as fontes lipidicas ndo influenciaram significativamente o rendimento, enquanto
no teste de fontes proteicas foi possivel observar que as proteinas gema de
ovo em po, farinha de soja e farinha de tenébrio proporcionaram maiores
producgdes, especialmente para o isolado UENPOG6, que alcangou até 5,62 x 104
JIs mL™. Os juvenis produzidos in vitro mantiveram elevada infectividade
(>84% de mortalidade em G. mellonella). O encapsulamento em alginato de
sédio preservou a viabilidade (>70% apds 15 dias, chegando a 100% nas
menores concentragbes) e manteve a infectividade acima de 95%. Em casa-
de-vegetacdo, os NEPs promoveram mortalidade significativa de D. maidis,
com maior eficiéncia na aplicagdo em suspensido aquosa (60%), embora as
formulagdes encapsuladas também tenham apresentado controle superior ao
tratamento controle. De forma geral, os resultados evidenciam que os isolados
UENPO2 e, especialmente, UENPO06, ambos pertencentes a espécie
Heterorhabditis amazonensis, apresentam elevado potencial para o controle
biolégico de D. maidis, sendo viaveis tanto do ponto de vista de producao
quanto de formulagao, demonstrando potencial para o desenvolvimento de um

bioinseticida voltado ao manejo da cigarrinha-do-milho.

Palavras chaves: Cigarrinha-do-milho, Controle biolégico, Enfezamento;

Heterorhabditis; Steinernema.



ABSTRACT

DONEZE, Gabriela Souza. Evaluation of entomopathogenic nematodes for the
control of Dalbulus maidis (Homoptera: Cicadellidae). 2026. 120 p. Ph.D.
Thesis (Doctorate in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina, Brazil,
2026.

The corn leafhopper, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923) (Hemiptera:
Cicadellidae), is the main vector of the etiological agents associated with the
corn stunt complex, diseases responsible for significant yield losses in maize
crops. Given the limitations of chemical control and the need for more
sustainable strategies, this study aimed to evaluate the susceptibility of D.
maidis to entomopathogenic nematodes (EPNs), contributing to the
development of a sustainable management strategy for the corn stunt complex.
Initially, the susceptibility of D. maidis adults to eleven EPN isolates belonging
to the genera Heterorhabditis and Steinernema was evaluated under laboratory
conditions. Bioassays were conducted to select isolates, determine lethal
concentrations, and estimate lethal time (LTso and LTqo). Subsequently, the
most promising isolates were evaluated for in vivo production using larvae of
Galleria mellonella and Tenebrio molitor as hosts, as well as for in vitro
production in semisolid medium using different lipid and protein sources. The
infectivity of the produced infective juveniles (IJs) was validated through
bioassays. Finally, a sodium alginate encapsulation protocol was developed for
EPN formulation, and the viability, infectivity, and efficacy of encapsulated
nematodes against D. maidis on maize plants were evaluated under
greenhouse conditions. The results demonstrated that isolates UENP0O6 and
UENPO2 showed the highest pathogenicity against D. maidis, promoting
mortalities of up to 80% and 76%, respectively, with LTs, estimated at
approximately 72 hours. Mortality increased in a concentration-dependent

manner, and doses from 75 IJs cm™2 were sufficient to achieve high levels of



control. In in vivo production, both isolates showed greater multiplication in G.
mellonella, especially UENPO6, which reached 5.51 x 10° |Js g™ of larva. In in
vitro production, lipid sources did not significantly influence yield, whereas
powdered egg yolk, soybean flour, and mealworm flour provided the highest
production levels, especially for UENP06, which reached up to 5.62 x 10* I|Js
mL™". The in vitro-produced juveniles maintained high infectivity (>84% mortality
in G. mellonella). Sodium alginate encapsulation preserved viability (>70% after
15 days, reaching 100% at lower concentrations) and maintained infectivity
above 95%. Under greenhouse conditions, EPNs promoted significant mortality
of D. maidis, with greater efficiency observed in aqueous suspension
applications (60%), although encapsulated formulations also provided superior
control compared to the untreated control. Overall, the results demonstrate that
isolates UENPO02 and especially UENPO6, both belonging to the species
Heterorhabditis amazonensis, have high potential for the biological control of D.
maidis, being viable from both production and formulation perspectives and
showing promise for the development of a bioinsecticide for corn leafhopper

management.

Key words: Corn leafhopper, Biological control, Corn Stunting; Heterorhabditis;

Steinernema.
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1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas agricolas mais importantes do
mundo, sendo amplamente utilizado na alimentacdo humana e animal, bem
como na produgao de etanol e diversos subprodutos industriais (FAO, 2023).
No Brasil, a cultura apresenta elevada importancia econémica, destacando-se

entre os principais graos produzidos no pais (CONAB, 2024).

Entre os principais desafios fitossanitarios da cultura do milho destaca-
se 0 complexo de enfezamentos do milho, conjunto de doengas associado
principalmente aos molicutes Spiroplasma kunkelii e ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’, além do Maize rayado fino virus (MRFV). Esses patogenos sé&o
transmitidos pela cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott,
1923) (Hemiptera: Cicadellidae), reconhecida como o principal vetor dessas
doencgas no Brasil (OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013; OLIVEIRA; SABATO,
2018).

Nas ultimas décadas, a incidéncia dos enfezamentos tem aumentado
significativamente em regides produtoras de milho, especialmente em areas de
cultivo sucessivo e milho safrinha, favorecendo surtos epidémicos e elevadas
perdas de produtividade (OLIVEIRA et al., 2002; SABATO, 2017). Mesmo apds
mais de duas décadas dos primeiros relatos de severos prejuizos econdmicos
associados ao complexo, a doenca continua sendo um dos principais
problemas fitossanitarios da cultura no Brasil (OLIVEIRA; SABATO, 2018).

O manejo de D. maidis baseia-se predominantemente na utilizagdo de
inseticidas quimicos. Entretanto, essa estratégia apresenta limitagbes
importantes, incluindo a necessidade de aplicagdes frequentes, riscos de
selecdo de populacdes resistentes, impactos ambientais e redugédo de
organismos benéficos. Dessa forma, torna-se necessaria a busca por
alternativas sustentaveis para o manejo do vetor e, consequentemente, do

complexo de enfezamentos do milho.
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Entre as alternativas bioldgicas, destacam-se o0s nematoides
entomopatogénicos (NEPs), pertencentes principalmente aos géneros
Heterorhabditis e Steinernema. Esses organismos apresentam elevada
capacidade de infectar insetos e associagdo mutualistica com bactérias dos
géneros Photorhabdus e Xenorhabdus, responsaveis pela rapida morte do
hospedeiro (GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005). Além disso, os NEPs
apresentam potencial para utilizagdo em programas de manejo integrado de
pragas devido a seguranga ambiental, facilidade de aplicagdo e compatibilidade

com diferentes estratégias de controle bioldgico (SHAPIRO-ILAN et al., 2017).

Apesar do uso consolidado de NEPs no controle de diferentes insetos-
praga, ainda existem poucas informagdes sobre sua utilizagdo no controle de
D. maidis. Estudos recentes demonstram que diferentes isolados podem
causar elevada mortalidade da cigarrinha-do-milho em condigbes laboratoriais,
evidenciando o potencial desses organismos para 0 manejo dessa praga
(OLIVEIRA, 2024).

Entretanto, para viabilizar a utilizacdo desses agentes em programas de
controle bioloégico, tornam-se necessarios estudos envolvendo selegcdo de
isolados mais virulentos, avaliagdo de parametros biologicos relacionados a
patogenicidade, desenvolvimento de sistemas eficientes de produgéo in vivo e
in vitro e formulagdes capazes de manter a viabilidade e infectividade dos

nematoides durante o armazenamento e aplicagao.

Dessa forma, esta tese teve como objetivo avaliar o potencial de
nematoides entomopatogénicos no controle bioldgico de D. maidis, por meio da
selegao de isolados promissores, determinagao da patogenicidade e viruléncia,
estudos de produgdo in vivo e in vitro e desenvolvimento de formulagbes

encapsuladas visando a aplicagao em condi¢gdes de casa-de-vegetacgao.
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma planta pertencente a familia Poaceae e
destaca-se como uma das espécies vegetais com elevada capacidade de
armazenamento de energia, em razdo de sua alta eficiéncia na produgao e no
acumulo de fotoassimilados. Atualmente, trata-se de uma das culturas
agricolas mais importantes do mundo, amplamente utilizada na alimentacéo
humana, na nutricdo animal e como matéria prima para diversas cadeias
agroindustriais, desempenhando papel estratégico na seguranca alimentar
global (GARCIA-LARA; SERNA-SALDIVAR, 2022). Originario da domesticacéo
do teosinto (Zea mays subsp. mexicana (Schrad.) litis) na Mesoamérica, o
milho apresentou ampla capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, o
que favoreceu sua disseminagcdo e consolidagdo como cultura de elevada

relevancia econdémica e social ao longo da historia (HUANG et al., 2022).

No Brasil, a cultura do milho ocupa atualmente area total estimada entre
21 e 23 milhdes de hectares, considerando todas as safras (primavera/verao,
safrinha e terceira safra) (CONAB, 2025). Isto representa expansao consistente
nos ultimos anos e reforca a importancia econémica e estratégica da cultura no
contexto agricola nacional (CONAB, 2025). Essa ampla distribuicdo geografica
é favorecida pela adaptabilidade da cultura a diferentes condicbes
edafoclimaticas, o que permite sua exploragdo em distintas regides do pais,
desde pequenas propriedades até sistemas agricolas altamente tecnificados.
Além disso, o milho exerce papel estratégico na seguranca alimentar e na
producao de racao para os setores de avicultura e suinocultura, sendo um dos

principais graos responsaveis pela sustentagdo dessas cadeias produtivas.

Para que a cultura do milho expresse seu maximo potencial produtivo,
alguns fatores ambientais s&o considerados essenciais, destacando-se a
disponibilidade hidrica, a temperatura e a luminosidade (WANG, 2025). O
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desenvolvimento adequado da planta depende do equilibrio entre esses fatores
ao longo do ciclo, uma vez que déficits hidricos, temperaturas extremas ou
baixa luminosidade podem comprometer o crescimento vegetativo, a formacgao

das estruturas reprodutivas e, consequentemente, a produtividade final.

O ciclo fenoldgico do milho é dividido em duas fases principais: a fase
vegetativa (V) e a fase reprodutiva (R). A fase vegetativa compreende o
periodo desde a emergéncia das plantulas (VE) até o pendoamento (VT),
enquanto a fase reprodutiva se inicia no florescimento e polinizagdo (R1) e se
estende até a maturacéo fisioldgica dos graos (R6) (CIAMPITTI; SALMERON;
VYN, 2016). A correta compreensdo dessas fases €& fundamental para o
manejo da cultura, pois muitas praticas agricolas, como adubacéo, irrigagao e
controle fitossanitario, sdo diretamente influenciadas pelo estadio fenoldgico da

planta.

O Brasil apresenta condigbes climaticas favoraveis para o cultivo do
milho em diferentes épocas do ano, possibilitando a realizacdo de dois
periodos de cultivo distintos: a safra de verdo e a safrinha, também
denominada safra de inverno. A partir da década de 1980, o cultivo do milho
safrinha ganhou expressivo destaque, impulsionado pela crescente demanda
do grédo para a alimentagdo de suinos e aves, setores que anteriormente
dependiam, em maior escala, de culturas como trigo e girassol (CRUZ et al.,
2006). Esse sistema de sucessao da culturas permitiu o aumento da producéao

nacional de milho, mas também trouxe novos desafios fitossanitarios.

Um dos principais problemas associados ao cultivo do milho é a
incidéncia de insetos-praga, 0s quais podem causar expressivos prejuizos
econdmicos. Nesse contexto, a cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong &
Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae), destaca-se como uma das principais
pragas da cultura, ndo apenas pelos danos diretos causados pela succao de
seiva, mas principalmente pela sua capacidade de transmitir fitopatdgenos
associados ao complexo de enfezamentos do milho (CEM). A presenca
continua de areas cultivadas ao longo do ano favorece a manutengao das

populagdes do inseto vetor, aumentando o risco de disseminagao dos agentes
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dessas doencas e refor¢ca a necessidade de estratégias de manejo eficientes e
sustentaveis (FERREIRA et al., 2026).

2.2 Cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis

A cigarrinha-do-milho D. maidis € um inseto sugador de 3,7 a 4,3 mm de
comprimento, sendo as fémeas maiores que os machos. Ela possui como
caracteristica coloracao amarelo-palha, e quando adultas apresentam duas
manchas circulares negras na parte dorsal da cabegca (ZURITA; ANJOS;
WAQUIL, 2006). A cigarrinha tem como habitat preferencial o cartucho da
planta de milho e apresenta ciclo de vida de 24 a 45 dias, periodo que
compreende de ovo a adulto. Ela passa pela fase de ninfa, onde possui 5
instares e o periodo compreende em média 14 a 17 dias. As ninfas tém habito
de se alimentarem nas folhas em forma estatica, e s6 se movimentam quando
incomodadas (OLIVEIRA; LOPES, 2000). As fémeas fazem postura endofitica,
na nervura principal das folhas da planta de milho e podem ovipositar em

média 14 ovos/dia, totalizando cerca de 611 ovos durante seu ciclo.

O milho apresenta seu ciclo em torno de 180 dias, sendo assim, as
populagdes de cigarrinha podem aumentar devido as varias geragdes nesse
periodo. Outro fator que pode preservar as cigarrinhas na cultura de milho é a
migracao do inseto de lavouras mais velhas para lavouras mais novas (COTA
et al., 2021).

Além da Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923), existem outras
espécies de cigarrinhas associadas ao complexo de enfezamentos do milho,
como Dalbulus eliminatus (Ball, 1909), Dalbulus guevarai (DelLong, 1950),
Dalbulus quinquenotatus (DeLong & Nault, 1984), Dalbulus gelbus (DelLong,
1950), Dalbulus tripsacoides (DeLong & Nault, 1984) e Baldulus tripsaci
(Kramer, 1960) (Hemiptera: Cicadellidae) (HEADY; MADDEN; NAULT, 1985).
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A cigarrinha-do-milho adquire os patégenos do CEM ao se alimentar de
plantas de milho doentes, podendo adquirir um, ou até mesmo os ftrés
patdogenos, que entdo se multiplicam em diversos o6rgdos do inseto,
principalmente na glandula salivar, por um periodo de 3 a 4 semanas. Apés
esse periodo, as cigarrinhas passam a transmitir os patégenos do CEM ao se
alimentarem de plantulas de milho, e a transmissao é do tipo persistente e
propagativa (MOYA-RAYGOZA; NAULT, 1998; OLIVEIRA et al., 2007).

A sobrevivencia no periodo da entressafra € favorecida pela
possibilidade de realizacdo de diapausa pelo inseto (LOPES; OLIVEIRA, 2004;
OLIVEIRA; LOPES, 2004). A cigarrinha pode ainda usar outras plantas como
hospedeiro alternativos, principalmente outras gramineas para abrigo e
alimentacao, além de realizar migragédo para outras regides onde a cultura esta
presente (SABATO; KARAM; OLIVEIRA, 2018).

2.3 Enfezamentos do milho

2.3.1 Enfezamento vermelho

O enfezamento vermelho do milho foi inicialmente descrito em meados
do século XX em paises da América Latina, com registros de maior impacto a
partir da década de 1970, quando a doenga passou a causar prejuizos
significativos em areas comerciais de cultivo. No Brasil, sua importancia
epidemiologica aumentou com a intensificagdo dos sistemas produtivos e com
a expansao do cultivo do milho safrinha, condi¢ao que favoreceu a manutencao
continua das populagdes da cigarrinha-do-milho, D. maidis, principal vetor dos
patdbgenos associados ao complexo de enfezamentos (NAULT, 1980;
WHITCOMB et al., 1986; OLIVEIRA; FRIZZAS, 2021).

O enfezamento vermelho é causado por um fitoplasma pertencente a

classe Mollicutes, conhecido como Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP),
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que coloniza os vasos do floema das plantas. A infeccdo interfere na
translocacdo de fotoassimilados e na regulacdo hormonal, provocando
disturbios fisiologicos que podem resultar em perdas severas de produtividade,
especialmente quando a infecgdo ocorre em estadios iniciais de
desenvolvimento da cultura (MASSOLA JUNIOR et al., 1999; SABATO;
OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

Os sintomas tornam-se perceptiveis geralmente algumas semanas apos
a infeccdo e variam conforme o estadio fenoldgico da planta e das condigbes
ambientais. Em estagios iniciais, observa-se avermelhamento progressivo das
folhas, iniciando-se pelas margens e pelo apice das folhas mais velhas (Figura
2.1). Com a evolugdo da doencga, o avermelhamento pode se generalizar,
acompanhado por clorose, redugdo do vigor vegetativo e encurtamento dos
internédios. A coloragdao avermelhada esta associada ao acumulo de
antocianinas decorrente de alteragbes metabdlicas induzidas pela presenga do
fitoplasma (MASSOLA JUNIOR, 2001; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

Figura 2.1. Sintomas de enfezamento vermelho em milho, caracterizados por
avermelhamento progressivo das folhas e redugdo do vigor vegetativo,
associados a infecgao por Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP).
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Fonte: SABATO; LANDAU; OLIVEIRA (2014).

Além dos sintomas foliares, a doengca compromete significativamente o
desenvolvimento reprodutivo das plantas. Individuos infectados frequentemente
apresentam porte reduzido, proliferagdo de brotagcbes laterais, espigas
malformadas ou ausentes e enchimento deficiente de graos. Essas alteragcbes
refletem a desorganizacgao fisioldgica provocada pelo patdégeno, que afeta a
distribuicao de assimilados e o equilibrio hormonal necessario a formacao das
estruturas reprodutivas (MASSOLA JUNIOR et al., 1999; OLIVEIRA; FRIZZAS,
2021).

Infecgbes mistas envolvendo o fitoplasma do enfezamento vermelho e
outros patégenos do complexo de enfezamentos sédo frequentes, uma vez que
compartilham o mesmo inseto-vetor. Nessas situacdes, os sintomas podem se
intensificar e se sobrepor, dificultando a identificagao visual precisa no campo.
Por esse motivo, a confirmagao diagndstica requer, frequentemente, analises
laboratoriais especificas. A elevada capacidade de disseminacdo do vetor e a
severidade dos danos associados ao fitoplasma tornam o enfezamento
vermelho um dos principais componentes epidemiolégicos do complexo de
enfezamentos do milho (GALVAO; SABATO; BEDENDO, 2021; SABATO;
OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

2.3.2 Enfezamento palido

O enfezamento palido do milho € uma doenca sistémica causada pela
bactéria helicoidal Spiroplasma kunkelii, pertencente a classe Mollicutes, cujo
papel como agente etiolégico foi descrito na década de 1970. No Brasil, a
doenca esta diretamente associada a presenca da cigarrinha-do-milho,
principal vetor responsavel pela aquisicdo e transmissdo do patdégeno entre
plantas suscetiveis. A relevancia epidemiolégica do enfezamento palido

intensificou-se com a expansao dos sistemas produtivos e do cultivo do milho
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safrinha, que favorecem a permanéncia do inseto vetor no agroecossistema ao
longo do ano (OLIVEIRA; FRIZZAS, 2021; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU,
2020; WHITCOMB et al., 1986).

Os sintomas do enfezamento palido variam conforme o estadio
fenolégico da planta no momento da infecgdo e das condigbes ambientais,
sendo mais frequentemente observados a partir do florescimento (Figura 2.2).
A manifestacao tipica da doencga inclui estrias cloréticas ou esbranquigcadas ao
longo das folhas, geralmente paralelas as nervuras, iniciando-se préximas a
nervura central e podendo se estender em diregao ao apice. Em infecgbes mais
severas ou em plantas infectadas precocemente, esses sintomas podem ser
acompanhados por leve avermelhamento nas margens foliares (MASSOLA
JUNIOR, 2001; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

Figura 2.2. Sintomas caracteristicos de enfezamento palido em plantas de
milho, evidenciando estrias cloréticas paralelas as nervuras foliares,
associadas a infeccao por Spiroplasma kunkelii, agente causal da doenca.

Fonte: SABATO; LANDAU; OLIVEIRA (2014).
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Além das alteragbes foliares, plantas acometidas pelo enfezamento
palido apresentam disturbios morfofisiolégicos importantes, como redugédo do
porte, encurtamento dos internédios e comprometimento do desenvolvimento
reprodutivo. As espigas formadas s&o, em geral, menores, com ma formagéao e
enchimento deficiente de graos, refletindo em perdas significativas de
produtividade. Esses efeitos decorrem da colonizagdo do floema pelo
patdogeno, que interfere na translocagcdo de fotoassimilados e no balango
hormonal da planta (MASSOLA JUNIOR et al., 1999; SABATO; LANDAU;
COELHO, 2013).

2.3.3 Risca do Milho

A virose da risca do milho foi descrita pela primeira vez na Costa Rica na
década de 1970, sendo posteriormente registrada em diversas regides
produtoras de milho nas Américas. A doenga é causada pelo Maize rayado fino
virus (MRFV), um virus pertencente ao género Marafivirus, transmitido de
forma persistente pela cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, durante o
processo de alimentacdo do inseto em plantas infectadas e sadias (GAMEZ,
1973; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

Os sintomas da virose manifestam-se predominantemente em plantas
jovens e caracterizam-se, inicialmente, pela presenca de pequenos pontos
cloréticos distribuidos ao longo das nervuras foliares. Com a evolugao da
infeccdo, esses pontos se alongam e se unem, formando riscas cloréticas
continuas que podem atingir varios centimetros de comprimento, sendo mais
facilmente visualizadas quando as folhas sao observadas contra a luz (Figura
2.3). A intensidade dos sintomas varia conforme o estadio fenoldgico da planta
no momento da infecgao e das condi¢gdes ambientais, podendo persistir até as
fases reprodutivas da cultura (DE LEON, 2004; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU,
2020).
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Figura 2.3. Sintomas caracteristicos da virose da risca do milho, evidenciando
a presenga de riscas cloroticas ao longo das nervuras foliares, associadas a
infeccao pelo Maize rayado fino virus (MRFV)

Fonte: SABATO; LANDAU; COELHO (2018).

Além das alteracdes foliares, a infecgdo pelo MRFV pode comprometer o
crescimento vegetativo e o desenvolvimento reprodutivo das plantas.
Individuos infectados frequentemente apresentam reducdo de porte,
abortamento de estruturas florais e formacdo de espigas menores, com
enchimento deficiente de grdos. As perdas de produtividade associadas a
virose da risca sao variaveis e dependem principalmente da idade da planta no
momento da infecgao, sendo infecgdes precoces relacionadas a redugdes mais
severas no rendimento da cultura (SHURTLEFF, 1980; VASQUEZ; MORA,
2007).

2.4 Medidas de controle

O manejo dos enfezamentos do milho baseia-se predominantemente em
estratégias preventivas, uma vez que nao existem medidas curativas eficazes

ap6s a infecgcdo das plantas. Dessa forma, o controle dessas doencas esta



32

fundamentado nos principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP), que
combina praticas culturais, monitoramento populacional e intervengdes
quimicas e biologicas voltadas a redugao das populagdes da cigarrinha-do-
milho (Dalbulus maidis) (SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020; WAQUIL,
2004).

Entre as principais praticas recomendadas destacam-se a eliminagao de
plantas voluntarias de milho, a sincronizagdo da semeadura, o uso de
cultivares tolerantes e o monitoramento da presenca do inseto vetor no campo
(Figura 2.4). Essas medidas visam reduzir as fontes de indculo e interromper a

sobrevivéncia da cigarrinha durante a entressafra.

Figura 2.4. Principais praticas de manejo integrado recomendadas para o
controle da cigarrinha-do-milho e dos enfezamentos.

£ o

PRATICAS DE MANEJO DA CIGARRINHA
E DOS ENFEZAMENTOS DO MILHO

1. Elimine o milho voluntario (tiguera) e

10.Faca rotacdo de cultivos e evite a
manfenha o campe sem plantas daninhas.

semeadura sucessiva de gramineas.

2. N&o semeie milho ao lado de
lavouras adultas apreseniando
sintomas de enfezamento.

9. Transporte corretamente o
milho colhido e evite a
perda de grdos nas estradas.

[ NA ENTRESSAFRA

8. Controle a qualidade da 3. Utilize cultivares de milho

Iheit it d WA AEMEADYRA com maior folerancia

colheita e evite a perda

de espigas e grdos. - DUR,ANTEO cutnvo genefica aos enfezamentos.
1 APGS A COLHEITA

4. Utilize sementes de milho
certificadas e tratadas com
produtos registrados.

7. Rotacione os modos de
acdo para evitar resisténcia
da cigarrinha a inseticidas.

6. Monitore a presenga da cigarrinha entre
as fases VE-V8 e aplique os métodos de
controle recomendados para reduzir ao
maximo a populacdo do vetor.

5. Respeite o periodo de
semeadura do milhe indicado
para cada regido.

Fonte: AVILA et al. (2021).

O controle quimico €é amplamente utilizado como ferramenta
complementar no manejo de D. maidis, especialmente por meio do tratamento
de sementes e da aplicagao foliar de inseticidas. Atualmente, dezenas de

produtos encontram-se registrados para o controle da cigarrinha no Brasil.
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Entretanto, o uso intensivo de inseticidas pode favorecer a selegcdo de
populagdes resistentes, além de gerar impactos ambientais, o que refor¢ca a
necessidade de estratégias alternativas e sustentaveis (AGROFIT, 2022;
NEVES et al., 2022).

Nesse contexto, o controle biolégico tem sido investigado como
componente do manejo integrado. Estudos demonstram o potencial de
parasitoides das familias Mymaridae e Trichogrammatidae no parasitismo de
ovos de D. maidis, bem como de espécies da familia Dryinidae atuando sobre
ninfas e adultos do inseto (OLIVEIRA; LOPES, 2000; MENESES et al., 2013).
Além disso, fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae tém apresentado resultados promissores no controle da
cigarrinha em condi¢gdes experimentais (BUTT; WALDEN, 2000; RIBEIRO,
2019).

Apesar dos avancgos obtidos com parasitoides e fungos, a busca por
novos agentes de controle bioldégico permanece necessaria. Os nematoides
entomopatogénicos (NEPs) destacam-se como organismos promissores no
manejo de diversas pragas agricolas de importancia econdémica, incluindo
espécies dos géneros Agrotis, Spodoptera e Diabrotica (GREWAL; NARDO;
AGUILLERA, 2001). Contudo, ainda sao escassos os estudos que avaliam o
potencial dos NEPs no controle de D. maidis, evidenciando uma lacuna de
conhecimento que justifica a investigacdo desses organismos no manejo da

cigarrinha-do-milho.

2.4.1 Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) pertencem principalmente a
duas familias: Steinernematidae, que inclui os géneros Steinernema Travassos,
1927 e Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994, e Heterorhabditidae,
representada pelo género Heterorhabditis Poinar, 1976 (BURNELL; STOCK,
2000). As espécies dos géneros Steinernema e Heterorhabditis sao parasitas
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obrigatorios de insetos e estabelecem associagbes simbidticas altamente
especializadas com bactérias entomopatogénicas, formando um complexo
biolégico responsavel pela infecgdo e morte rapida do hospedeiro (ADAMS;
NGUYEN, 2002).

Os nematodides do género Steinernema mantém associagdo com
bactérias do género Xenorhabdus, localizadas na vesicula intestinal do
nematoide, enquanto espécies do género Heterorhabditis estdo associadas a
bactérias do género Photorhabdus, distribuidas ao longo do intestino (BIRD;
AKHURST, 1983; CICHE; ENSIGN, 2003). Durante o processo de infec¢ao, os
nematoides liberam essas bactérias no interior do inseto hospedeiro, onde elas
se multiplicam rapidamente, promovendo septicemia e criando condi¢des

favoraveis ao desenvolvimento e a reproducédo dos nematoides.

Uma caracteristica marcante da infeccao pelo complexo nematoide-
bactéria € a alteracdo na coloragao dos cadaveres dos insetos infectados.
Insetos parasitados por Heterorhabditis associado a bactérias do género
Photorhabdus  geralmente apresentam coloragdo marrom-escura a
avermelhada, enquanto infeccdes aqueles parasitados por Steinernema
associadas a bactérias do género Xenorhabdus resultam em coloragao
marrom-clara (Figura 2.5) (ALVES; LOPES, 2008). Essa variagao de coloragao
esta associada a intensa producdo de metabdlitos secundarios pelas bactérias
simbiontes, incluindo toxinas, exoenzimas e compostos antimicrobianos
sintetizados por Photorhabdus, os quais promovem a degradacgao dos tecidos
do hospedeiro, inibem microrganismos competidores e contribuem para a
preservacdo do cadaver como substrato para o desenvolvimento dos
nematoides (CHACON-OROZCO, 2014).
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Figura 2.5. Cadaveres de larvas de Galleria mellonella infectadas por
nematoides entomopatogénicos: A, infeccdo por Steinernema spp.; e B,
infeccao por Heterorhabditis spp.

Fonte: Doneze (2022).

2.4.2 Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos

O ciclo de vida dos NEPs apresenta variagbes entre espécies e
populagdes, influenciando diretamente sua patogenicidade e eficiéncia no
controle de insetos (ANDALO; MOINO JUNIOR; SANTA-CECILIA, 2004). De
modo geral, os NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis passam por
estagios de ovo, quatro estadios juvenis (J1-J4) e fase adulta, sendo o juvenil
infectante (JI), equivalente ao terceiro estadio juvenil modificado, a fase

responsavel pela busca e infec¢gado do hospedeiro (ALMENARA et al., 2018).

O juvenil infectante é uma forma de resisténcia adaptada a
sobrevivéncia no solo, apresentando metabolismo reduzido e retengdo de
bactérias simbiontes em seu intestino. A infeccdo do inseto ocorre
principalmente por orificios naturais, como abertura bucla, anus e espiraculos,

embora espécies de Heterorhabditis também possam penetrar diretamente
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pela cuticula utilizando um dente cérneo localizado na regiao anterior do corpo.
Apos a entrada no hemocele do hospedeiro, os nematodides liberam as
bactérias simbiontes, que se multiplicam rapidamente na hemolinfa e produzem
toxinas e metabdlitos secundarios responsaveis pela morte do inseto em 24 a
72 horas (POINAR, 1990; CICHE; ENSIGN, 2003).

Apo6s a morte do hospedeiro, os nematdides alimentam-se das bactérias
e dos tecidos liquefeitos do inseto, completando seu desenvolvimento e
reproducdo no interior do cadaver. Diferengas importantes ocorrem entre os
géneros. Em Heterorhabditis, o juvenil infectante desenvolve-se inicialmente
em uma fémea hermafrodita capaz de autofecundagcdo. As geragdes
subsequentes incluem machos e fémeas, e o fenbmeno de endotoquia
matricida no qual os juvenis eclodem dentro do corpo materno, contribui para a
transmissao eficiente das bactérias simbiontes a prole. Ja em Steinernema, o
desenvolvimento envolve diretamente machos e fémeas, sem fase
hermafrodita, e a transmissdo bacteriana ocorre por mecanismos distintos,
porém igualmente eficientes (Figura 2.6) (POINAR, 1990; ALMENARA et al.,
2018).
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Figura 2.6. Ciclo de vida de nematdides entomopatogénicos do género
Steinernema e Heterorhabdltis.
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Fonte: FERRAZ et al. (2008).

A localizagdo do hospedeiro pelos juvenis infectantes envolve
estratégias comportamentais distintas. Espécies com comportamento
“ambusher” adotam postura de emboscada, posicionando-se na superficie do
solo para interceptar insetos moveis. Esse padrdao € comum em espécies como
Steinernema carpocapsae. Em contraste, espécies com comportamento
“cruiser” deslocam-se ativamente no solo em busca do hospedeiro, como
observado em Heterorhabditis bacteriophora. Algumas espécies apresentam
estratégias intermediarias, combinando ambos os comportamentos (LEWIS;
GAUGLER; HARRISON, 1992).

A orientacdo em dire¢cao ao hospedeiro € mediada por sinais quimicos e
fisicos do ambiente. Os juvenis infectantes respondem a diéxido de carbono,
vibragdes e compostos organicos volateis liberados por insetos e por plantas
atacadas por herbivoros. Plantas infestadas liberam misturas especificas de

volateis induzidos por herbivoria que podem atrair NEPs, funcionando como
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sinais indiretos de presenca de hospedeiros. Esse fendmeno representa uma
interacdo tritréfica entre plantas, insetos e nematdides, na qual os NEPs
exploram pistas quimicas para aumentar a eficiéncia de infecgdo (RASMANN
et al., 2005).

2.4.3 Utilizagado de nematoides entomopatogenicos no controle de pragas

A utilizacdo de NEPs no controle de pragas agricolas tem se mostrado
eficiente, demonstrando seu potencial no manejo de diferentes espécies de
insetos, como pragas das culturas de milho, soja, trigo e mandioca, além de

insetos vetores de doencas em aviarios.

Resultados promissores foram obtidos utilizando NEPs sobre Agrotis
ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) (GIANNASI et al., 2018). Neste
estudo foi realizada a selegcdao de isolados de NEPs, e a avaliagdo da
suscetibilidade em diferentes estadios do inseto e em diferentes concentragdes
de Jls. Os testes foram realizados em laboratério, onde foi possivel observar
mortalidade de até 100% em A. ipsilon quando utilizado o isolado CH3

(Steinernema sp.).

Pragas das culturas de soja e trigo também foram estudadas. Guide et
al. (2019) realizaram testes em percevejos de barriga verde, Dichelops
melacanthus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), onde foi avaliada em
laboratério a patogenicidade e a viruléncia sobre adultos de D. melacanthus,
realizando testes de concentragdes de Jls, e testes em casa-de-vegetacédo no
qual obteve-se resultados satisfatérios, apresentando patogenicidade e

viruléncia para todos os isolados sobre adultos de D. melacanthus.

Cecconello (2020), por sua vez, desenvolveu testes em percevejo-
marrom, Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) visando o
controle sustentavel deste inseto. Para isso, avaliou o potencial dos NEPs

sobre E. heros em condicbes de laboratério e campo, onde foi possivel
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observar que os isolados IBCB-n 46 e NEPET 11 foram os que causaram

mortalidade de até 100% dos adultos de Euschistus heros.

Quanto a utilizacdo de NEPs para o controle de Dysmicoccus brevipes,
praga da cultura da mandioca, Zart et al. (2021) avaliaram o desempenho de
nove isolados, incluindo as dispersdes vertical e horizontal dos nematoides e
as concentragbes de JIs nos insetos. No desenvolvimento da pesquisa, o
isolado que mais se destacou no controle de D. brevipes foi o NEPET11, visto
que apresentou maior viruléncia em todas as concentracbes avaliadas e

alcangou maior mortalidade dos insetos no teste de dispersao.

Devido a dificuldade de controle e o grande prejuizo para a avicultura,
foram realizados diferentes testes em laboratério para controle do cascudinho
de aviario, Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae). Fernandes et al.
(2021) selecionaram isolados nativos de NEPs e avaliou o efeito da cama de
aviario em sua patogenicidade e viruléncia, visando o controle do cascudinho
de aviario. Ja Ja Alves et al. (2012) avaliaram a viruléncia de 14 isolados em
diferentes temperaturas. Em ambos os estudos todos os isolados de NEPs
apresentaram mortalidade em cascudinhos, sendo um potencial agente para

controle de A. diaperinus.

Recentemente, Oliveira (2024) avaliou o potencial de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) no controle de Dalbulus maidis, testando sete
isolados pertencentes aos géneros Heterorhabditis e Steinernema. Todos os
isolados promoveram mortalidade das cigarrinhas, evidenciando sua
patogenicidade ao inseto. No entanto, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos, indicando desempenho
semelhante entre os isolados avaliados, apesar das variagdes numéricas nas

taxas de mortalidade.
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2.4.4 Producao de nematoides entomopatogénicos

A viabilidade comercial dos NEPs como agentes de controle bioldgico
esta diretamente condicionada ao desenvolvimento de tecnologias eficientes de
produgdo em larga escala. Embora esses organismos apresentem elevado
potencial para o manejo de pragas, sua produgdo ainda representa um dos
principais gargalos para a ampliagdo do uso em programas de controle
bioldgico, especialmente quando comparada a outros agentes microbianos
(PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017).

Os NEPs podem ser produzidos por dois métodos principais: produgao
in vivo, utilizando insetos hospedeiros, e producgao in vitro, realizada em meios
artificiais solidos ou liquidos. Cada abordagem apresenta vantagens e
limitagbes relacionadas ao custo, escalabilidade, padronizagao e qualidade do
produto (SHAPIRO-ILAN; GAUGLER, 2002).

2.4.4.1 Producgao in vivo de nematoides entomopatogénicos

A producédo in vivo consiste na multiplicacdo dos NEPs em insetos
hospedeiros suscetiveis, sendo amplamente utilizada em pesquisas
laboratoriais € na produgcdo em pequena escala. Espécies como Galleria
mellonella, Tenebrio molitor e Corcyra cephalonica sao frequentemente
empregadas devido a alta suscetibilidade a infeccdo e a elevada producéo de
juvenis infectantes (JIs) (SHAPIRO-ILAN; GAUGLER; LEWIS, 2004).

O método baseia-se na inoculagdo dos insetos com Jls, seguida da
incubacdo até a morte do hospedeiro e posterior coleta dos nematoides
emergentes, geralmente pela técnica da armadilha de White. Apesar de ser
relativamente simples e exigir baixo investimento em infraestrutura, a produgao

in vivo apresenta limitagdes quanto a automacgao, padronizagdo e economia de
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escala, sendo pouco viavel para producdo industrial em larga escala
(SHAPIRO-ILAN; GAUGLER, 2002).

Estudos recentes demonstram que a escolha do inseto hospedeiro
influencia significativamente o rendimento da producéo. Galleria mellonella, por
exemplo, tende a proporcionar maior produtividade de JIs quando comparada a
outros hospedeiros alternativos, sendo considerada o padréo para produgao
experimental (MOLINA; MOINO JUNIOR; CAVALCANTI, 2004).

2.4.4.2 Producgéo in vitro

A eficiéncia da producédo in vitro depende da formulacdo adequada do
meio de cultura, do controle rigoroso de contaminagdes e da manutengédo da
estabilidade da simbiose nematdide—bactéria. A composicdo do meio deve
fornecer fontes equilibradas de proteinas, lipidios e carboidratos, além de
condigbes fisico-quimicas que favorecam o crescimento bacteriano e o
desenvolvimento dos nematdides (EHLERS, 2001)

A producdo em meio soélido foi uma das primeiras abordagens
desenvolvidas para o cultivo in vitro de nematoides entomopatogénicos. Esse
meétodo utiliza substratos soélidos esterilizados, geralmente compostos por
misturas a base de proteinas vegetais, extratos de levedura e fontes lipidicas,
que sao inicialmente colonizados pelas bactérias simbiontes e, posteriormente,
inoculados com juvenis infectantes. Os primeiros sistemas eficientes de
producao solida foram descritos por Bedding (1981), estabelecendo as bases
para o desenvolvimento de técnicas modernas de cultivo in vitro de NEPs
(BEDDING, 1981; EHLERS, 2001).

Embora apresente custos relativamente menores e menor complexidade
operacional em comparagao aos sistemas liquidos, a produgdo em meio solido
enfrenta limitagbes relacionadas a uniformidade do crescimento, controle de

umidade e automacao do processo. Além disso, a produtividade por unidade de
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volume ¢ inferior a obtida em fermentacgao liquida (SHAPIRO-ILAN; GAUGLER,
2002)

A fermentacdo liquida em biorreatores representa o método mais
avangado para produgao em larga escala. Nesse sistema, os nematoides séao
cultivados em suspensao em meios liquidos sob condi¢gdes controladas de
aeracao, agitagcdo, temperatura e pH. Essa abordagem permite alta

produtividade, padronizagéo e escalabilidade industrial (EHLERS, 2001).

Entretanto, a producéo liquida exige controle preciso de variaveis fisicas
e bioldgicas. O cisalhamento mecéanico causado pela agitagcdo pode afetar a
sobrevivéncia dos nematodides, e o equilibrio entre crescimento bacteriano e
desenvolvimento dos Jls é critico para o sucesso do processo. A selecdo de
isolados adaptados a fermentagdo liquida é um passo fundamental para
viabilizar a producado comercial (CLAASEN; DUNN; MALAN, 2025)

A producgao de espécies do género Heterorhabditis apresenta desafios
adicionais quando comparada a Steinernema. Diferengcas na biologia
reprodutiva, na dindmica da simbiose com Photorhabdus e na sensibilidade a
condicbes de cultivo podem resultar em variagdes na produtividade e na
qualidade dos juvenis infectantes, exigindo selecao criteriosa de isolados e
maior controle dos parametros de fermentacdo (EHLERS, 2001; SHAPIRO-
ILAN; GAUGLER, 2002).

A selegado de isolados com alta viruléncia e bom desempenho em
sistemas de fermentacdo é considerada um dos fatores mais criticos para o
sucesso da producao industrial. Estudos recentes destacam a importancia da
triagem de isolados nativos para identificar linhagens com maior adaptacéo aos
cultivos liquidos e maior estabilidade produtiva (CLAASEN; DUNN; MALAN,
2025)
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2.4.5 Formulacao e encapsulamento de nematoides entomopatogénicos

A formulagcdo de NEPs representa uma etapa critica para viabilizar sua
utilizacdo comercial, pois influencia diretamente a estabilidade durante o
armazenamento, a facilidade de transporte, a aplicagdo no campo e a
sobrevivéncia dos juvenis infectantes (JIs). Formulagbes adequadas devem
fornecer um ambiente que minimize a atividade metabdlica dos nematdides,
reduza perdas por dessecacao e proteja contra radiagao ultravioleta, além de
permitir adequada troca gasosa (SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024)

Diversos tipos de formulagbes tém sido desenvolvidos para NEPSs,
incluindo suspensdes aquosas concentradas, géis poliméricos, substratos
sélidos (vermiculita, turfa e diatomita), esponjas e formulagbes granulares
dispersiveis em agua. Entre essas abordagens, os sistemas baseados em
polimeros e hidrogéis tém recebido atengao crescente por sua capacidade de
manter elevada umidade e proteger os nematoides contra estresses ambientais
(SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005).

O encapsulamento consiste na imobilizacdo dos NEPs em capsulas ou
esferas poliméricas que atuam como sistemas de liberagdo controlada. Essa
estratégia visa aumentar a sobrevivéncia durante o0 armazenamento e proteger
os nematdides apods a aplicagdo, especialmente em ambientes expostos a
radiacdo UV e a dessecacao (PATEL; VORLOP, 1994; NXITYWA; MALAN,
2021).

Estudos pioneiros demonstraram a viabilidade do uso de géis iGnicos
biodegradaveis para encapsular espécies de Heterorhabditis, sendo o alginato
de calcio um dos materiais mais promissores devido a sua biocompatibilidade e
capacidade de formar matrizes estaveis (PATEL; VORLOP, 1994).
Posteriormente, diferentes pesquisas confirmaram que capsulas de alginato
podem funcionar como sistemas de liberagao lenta, favorecendo a manutencgao
da viabilidade dos Jls e sua liberagao gradual no ambiente (KAYA; NELSEN,
1985; RUIZ-VEGA; CORTES-MARTINEZ; GARCIA-GUTIERREZ, 2018).
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Estudos mais recentes destacam que a estabilidade das capsulas
depende fortemente da concentragdo do alginato, do agente reticulante e das
condigbes de gelificacdo. Nxitywa e Malan (2021) ressaltam que, embora o
alginato de sédio seja amplamente utilizado, a vida util das capsulas ainda
representa um desafio, exigindo ajustes na composi¢cao para reduzir a taxa de
escape dos nematdides e prolongar o armazenamento. Da mesma forma, Kim,
Jaffuel e Turlings (2015) demonstraram que a temperatura de gelificagao
influencia a dureza das capsulas e a retencdo dos I|Js, evidenciando a

necessidade de otimizagao dos parametros fisico-quimicos do sistema.

O avancgo das tecnologias de formulagcado possibilitou a comercializagcao
de diversos produtos a base de NEPs em diferentes paises (Tabela 2.1).
Atualmente, os nematoides sao disponibilizados principalmente em
formulacbes gelificadas, poés umidos, granulados dispersiveis em agua e
capsulas (SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024).
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Tabela 2.1. Produtos comerciais registrados a base de nematdides
entomopatogénicos disponiveis nos mercados brasileiro e internacional.
Empresa Produto Espécie de Formulagdo Praga alvo Pais de
comercial NEP registro
Koppert  Terranem  Steinernema Suspensdao  Sphenophorus BR
Brasil carpocapsae em gel levis
Koppert Larvanem  Heterorhabditis Suspensao Larvas de Holanda
Biological bacteriophora  aquosa coledpteros
Systems concentrada do solo
e-nema  nemastar® Steinernema Po Lagartas e Alemanha
GmbH carpocapsae dispersivel insetos
em agua moveis de
solo
e-nema nemaplus® Steinernema Po6 Moscas-dos-  Alemanha
GmbH feltiae dispersivel  fungos
em agua (Sciaridae)
e-nema nemaplus® Steinernema Capsulas Moscas-dos-  Alemanha
GmbH depot feltiae poliméricas  fungos
(alginato) (Sciaridae)
Biobest Nema- Steinernema Gel Moscas-dos-  Bélgica
Control F feltiae refrigerado  fungos
Biobest Nema- Heterorhabditis Gel Larvas de Bélgica
Control H bacteriophora  refrigerado  coledpteros
BioWorks Nemasys® Steinernema Suspensdo  Moscas-dos- EUA
feltiae em gel fungos

Fonte: Elaborado pela autora com base em KOPPERT BRASIL (2026); E-NEMA GMBH
(2026); BIOBEST GROUP (2026); BIOWORKS INC. (2026).
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3 ARTIGO A: SUSCEPTIBILIDADE DE Dalbulus maidis A NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS

3.1 RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, em condicbes de
laboratério, a eficiéncia de isolados de NEPs no controle de adultos de D.
maidis, bem como selecionar os isolados mais virulentos, determinar a
concentracdo letal de aplicacdo e estimar o tempo letal necessario para
provocar a mortalidade da populacdo-alvo. Para o teste de selecdo, foram
avaliados onze isolados de NEPs pertencentes aos géneros Heterorhabditis e
Steinernema, aplicados sobre adultos da cigarrinha-do-milho em placas de
Petri, sob condigdes controladas de temperatura e fotoperiodo. A partir da
selecdo dos isolados mais promissores, foram conduzidos ensaios para
determinagcédo da concentragao letal, testando-se as concentragbes de 0, 25,
50, 75, 100 e 125 juvenis infectantes (JIs) por cm?. Adicionalmente, foi
realizada a determinagcao do tempo letal (LTso € LToo), visando avaliar a
velocidade de agao dos isolados selecionados ao longo de um periodo
experimental de sete dias. Os resultados obtidos indicaram que os isolados
UENPO6 e UENPO2, ambos da espécie Heterorhabditis amazonensis
apresentaram os maiores niveis de eficiéncia no controle de D. maidis,
promovendo taxas de mortalidade de 80,0% e 76,0%, respectivamente. Quanto
a concentracdo, os maiores percentuais de mortalidade foram observados nas
doses de 125, 100 e 75 Jls/cm?, com mortalidades de 80,0%, 72,0% e 74,0%,
respectivamente. No ensaio de tempo letal, os valores estimados de LT5, para
os isolados UENP02 e UENPO6 foram de aproximadamente 72 horas e entre
72 e 80 horas, respectivamente, evidenciando acgao relativamente rapida sobre
adultos de D. maidis. Para o LTyy, ndo foi possivel estimar o valor dentro do
periodo experimental de 168 horas, uma vez que nenhum dos isolados atingiu

90% de mortalidade acumulada no intervalo avaliado. Esses resultados indicam



47

diferencas na dindmica de infeccdo entre os isolados, com maior velocidade

inicial para o UENP02 e maior mortalidade final acumulada para o UENPOG.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, Cigarrinha-do-milho, NEPs;

Heterorhabditis; Steinernema.
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3.2 ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate, under laboratory conditions,
the efficiency of EPN isolates in the control of adults of D. maidis, as well as to
select the most virulent isolates, determine the lethal concentration of
application and estimate the lethal time necessary to cause mortality in the
target population. For the selection test, eleven NEP isolates belonging to the
genera Heterorhabditis and Steinernema were evaluated, applied to adults of
the corn leafhopper in Petri dishes, under controlled conditions of temperature
and photoperiod. From the selection of the most promising isolates, assays
were conducted to determine the lethal concentration, testing the
concentrations of 0, 25, 50, 75, 100 and 125 infecting juveniles (IJs) per cm>.
Additionally, the lethal time (LTs, and LTo) was determined, in order to
evaluate the speed of action of the selected isolates over a seven-day
experimental period. The results obtained indicated that the isolates UENPO06
and UENPO2, both of the species Heterorhabditis amazonensis, presented the
highest levels of efficiency in the control of D. maidis, promoting mortality rates
of 80.0% and 76.0%, respectively. Regarding concentration, the highest
mortality percentages were observed at doses of 125, 100 and 75 IJs/cm?, with
mortalities of 80.0%, 72.0% and 74.0%, respectively. In the lethal time assay,
the estimated values of LTs, for the isolates UENP02 and UENPO6 were
approximately 72 hours and between 72 and 80 hours, respectively, showing a
relatively rapid action on adults of D. maidis. For the LTy, it was not possible to
estimate the value within the experimental period of 168 hours, since none of
the isolates reached 90% of accumulated mortality in the evaluated interval.
These results indicate differences in the dynamics of infection among the
isolates, with higher initial velocity for UENPO2 and higher cumulative final
mortality for UENPOG.
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Steinernema.
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3.2 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) esta entre as culturas agricolas mais importantes
do mundo, desempenhando papel essencial na alimentagdo humana e animal,
aléem de ampla aplicagao industrial. No Brasil, a relevancia econémica da
cultura é expressiva, porém sua produtividade é frequentemente comprometida
por doengas e pragas, destacando-se o complexo de enfezamentos do milho
(CEM), responsavel por perdas severas em diferentes regides produtoras
(OLIVEIRA; FRIZZAS, 2021; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

O complexo de enfezamentos esta associado a infecgao por molicutes e
virus transmitidos pela cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott,
1923) (Hemiptera: Cicadellidae), reconhecida como o principal vetor desses
patdogenos no Brasil. Além dos danos diretos decorrentes da sucgao de seiva, a
elevada eficiéncia desse inseto na transmissdo dos agentes causais do
complexo de enfezamentos do milho favorece a rapida disseminagdo da
doencga, sendo que populagdes relativamente baixas ja sdo suficientes para
desencadear surtos epidémicos na cultura (OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013;
OLIVEIRA; FRIZZAS, 2021).

O manejo de D. maidis baseia-se predominantemente no uso de
inseticidas quimicos. Contudo, essa estratégia apresenta limitagbes
importantes, incluindo a necessidade de aplicagdes frequentes, impactos sobre
organismos nao alvos, riscos ambientais e a saude humana, além da
possibilidade de selecdao de populagdes resistentes. Nesse contexto, o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis de controle torna-se fundamental
para fortalecer programas de manejo integrado de pragas (MIP) na cultura do
milho (WAQUIL, 2004; SABATO; OLIVEIRA, 2017).

Os nematdides entomopatogénicos (NEPs) destacam-se como agentes
promissores de controle biolégico, caracterizados por sua associagao
mutualistica com bactérias simbiontes dos géneros Xenorhabdus e
Photorhabdus, que conferem elevada viruléncia e rapida mortalidade aos
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insetos hospedeiros. A utilizagdo desses organismos tem sido amplamente
investigada como alternativa ambientalmente segura para o controle de
insetos-praga de diferentes ordens, contribuindo para a redugdo da
dependéncia de inseticidas quimicos (GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005;
PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017).

Apesar do uso consolidado de NEPs no controle biolégico de pragas
agricolas de solo, especialmente em culturas como citros, hortalicas, cana-de-
agucar e gramados, sua aplicacdo contra Dalbulus maidis ainda é pouco
explorada. Estudos recentes indicam o potencial patogénico desses
organismos sobre a cigarrinha-do-milho.  Avaliagbes laboratoriais
demonstraram que diferentes isolados de NEPs podem causar niveis
expressivos de mortalidade em D. maidis, evidenciando seu potencial para o
controle biolégico dessa espécie (OLIVEIRA, 2024). Entretanto, embora a
identificacdo de isolados virulentos constitua etapa fundamental para o
desenvolvimento de estratégias consistentes de controle biologico, ainda
existem lacunas quanto a eficiéncia comparativa entre diferentes isolados de
NEPs no controle de D. maidis, bem como sobre os parametros biolégicos que
influenciam sua eficacia (GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005; SHAPIRO-ILAN;
LEWIS, 2024).

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade de adultos de D. maidis a diferentes isolados de NEPs, bem
como determinar a concentracado eficaz de aplicacdo e o tempo necessario
para causar mortalidade na populagdo-alvo, com a finalidade de identificar
isolados promissores para aplicagdo no manejo integrado da cigarrinha-do-

milho.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Criacao de Insetos

Para a realizacdo dos bioensaios, foi necessaria a criacdo e
manutengdo, sob condigdes controladas, dos insetos utilizados nos
experimentos. Foram produzidas colonias da cigarrinha-do-milho Dalbulus
maidis, utilizada nos ensaios de avaliagao da patogenicidade dos NEPs, bem
como de Galleria mellonella L. 1758 (Lepidoptera: Pyralidae), empregada para
a multiplicagéo in vivo e manutengao dos isolados de nematoides. A criagéo de

ambas as espécies seguiu metodologias consolidadas, descritas a seguir.

3.3.1.1 Criagao de Dalbulus maidis

Os espécimes de D. maidis que foram utilizados neste estudo sido de
colénias formadas a partir de individuos criados pelo laboratério de
Entomologia do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR/Emater
(IDR-Parana) em Londrina, PR, e mantidas em plantas de milho sob condicdes

de casa-de-vegetacéo (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Criacdo de Dalbulus maidis em caixas adaptadas e mantidas sob
condigbes de casa-de-vegetacdo pelo laboratorio de Entomologia do IDR-
Parana, em Londrina, PR.

3.3.1.2 Criagao e Manutencao de Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella utilizadas neste estudo foram
provenientes de colbnias mantidas em laboratério no IDR-Parana, em Londrina,
PR, sob temperatura ambiente, sendo alimentadas com dieta artificial adaptada
de Parra (1998). Os adultos foram mantidos em recipientes de vidro com tampa
plastica perfurada, contendo papel cartdo disposto em forma de sanfona como
substrato para oviposicao. As posturas foram coletadas periodicamente e
transferidas para recipientes contendo dieta artificial e fragmentos de favo de
abelha para alimentag¢ao das larvas recém-eclodidas, as quais foram mantidas

até atingirem o estadio adequado para utilizagdo nos bioensaios.
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3.3.2 Nematoides entomopatogénicos (NEPs)

Os isolados de NEPs utilizados neste estudo foram obtidos junto ao
laboratorio de Ensaios com Inimigos Naturais de Pragas (LabINP), da
Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), localizado em Cornélio

Procépio, PR.

Para a manutencdo e multiplicacdo dos NEPs, os isolados foram
reproduzidos pelo método in vivo, conforme descrito por Molina e Lopez (2001),
utilizando larvas de ultimo instar de Galleria mellonella. Apds a confirmacgao da
infeccao, as larvas foram transferidas para camara seca e mantidas em camara
de germinagdo a 25 £ 1 °C, por um periodo de cinco dias. Em seguida, as
larvas foram acondicionadas em armadilhas de White (WHITE, 1927) para a
coleta dos juvenis infectantes (JIs), os quais permaneceram sob as mesmas

condi¢cbes até o uso nos ensaios.

3.3.3 Selecao de Isolados de NEPs para controle de Dalbulus maidis

Isolados de NEPs dos géneros Heterorhabditis e Steinernema foram
multiplicados pelo método in vivo, conforme descrito anteriormente, e
armazenados em suspensao aquosa com aeragao por um periodo maximo de
uma semana antes de serem utilizados nos ensaios. Foram avaliados 11
isolados, originalmente coletados em diferentes municipios do estado do
Parana e de outros estados brasileiros, e também em outros paises (Tabela
3.1).



95

Tabela 3.1.1 Relacdo de isolados e local de origem dos NEPs utilizados na
selecao para controle de Dalbulus maidis sob condi¢cdes de laboratdrio.

Género/Espécie Isolado Local de Origem
Heterorhabditis sp. NEPET 11 gfa"g‘if"a das Missoes, RS,
Heterorhabditis amazonensis UENP 02 Ribeirdo Claro, PR, Brasil
Heterorhabditis amazonensis UENP 06 Ribeirao Claro, PR, Brasil
Heterorhabditis amazonensis MC 01 Monte Carmelo, MG, Brasil
Z’aeé?erfig;i%ﬁis HB Nova Jersey, EUA
Steinernema carpocapsae IBCB 02 Florida, EUA
Heterorhabditis sp. UENP 03 Ribeirdo Claro, PR, Brasil
Heterorhabditis amazonensis UEL 07 Londrina, PR, Brasil
Heterorhabditis amazonensis UEL 08 Londrina, PR, Brasil
Steinernema feltiae IBCB-n47 Alemanha, DE
Steinernema carpocapsae All Florida, EUA

Cada isolado de NEP foi considerado um tratamento e os experimentos

foram conduzidos com cinco repeticoes, utilizando placas de Petri de 9 cm de

didmetro. Cada placa continha uma camada de algoddo autoclavado e

umedecido com agua destilada, sobre a qual foi colocada uma folha de milho

cortada. Isso foi feito para manter a folha de milho tdrgida e permitir a

alimentacdo da cigarrinha. Em cada placa, foram adicionados dez insetos

adultos (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Montagem de ensaio para avaliacdo de NEPs no controle da
cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis. A, Placas de Petri com algodao
autoclavado e umedecido com agua destilada; e B, folha de milho cortada em
circulo e depositada sobre algodao umido.

A inoculacdo dos NEPs foi realizada, com auxilio de micropipeta, na
concentragdo de 100 Juvenis Infectantes (JIs)/cm?, em suspensdo em agua
destilada. O ensaio também incluiu um tratamento controle, no qual foi aplicada
somente agua destilada. As parcelas foram vedadas com filme plastico e
armazenadas em camara de germinacao a 24 + 2 °C, com fotoperiodo de 12
horas. Apos cinco dias, os tratamentos foram avaliados, e a mortalidade dos

insetos foi confirmada por dissecacao.

Ao final do ensaio, os dados obtidos foram submetidos aos testes de
normalidade e homocedasticidade. Sendo os pressupostos atendidos, as
médias foram comparadas pelo teste de Skott-Knott, utilizando o programa
estatistico SISVAR (P < 5%) (FERREIRA, 2011).
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3.3.4 Avaliacdo da atividade de diferentes concentragcdes de Jls de NEPs

sobre Dalbulus maidis

A metodologia utilizada para avaliar a atividade de diferentes
concentragbes de JIs foi a mesma empregada no experimento de selegcao de
isolados de NEPs. Foram utilizados adultos de D. maidis e os dois isolados de
NEPs que apresentaram maiores eficiéncias no teste de selecdo, UENPO2 e
UENPOG6. Esses dois NEPs foram avaliados nas concentragdes de 0, 25, 50,
75, 100 e 125 (JIs)/cm2.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de regresséao utilizando o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011). Esta analise teve por objetivo
estimar a concentragdo letal maxima a partir da equagdo de regresséo

derivada, determinando o valor desejado no intervalo avaliado.

3.3.5 Determinagdo do tempo letal (LTso e LTgo) de nematdides

entomopatogénicos (NEPs) sobre Dalbulus maidis

A determinacdo do tempo letal (LTsq € LToo) dos NEPs foi realizada
utilizando a mesma metodologia empregada no experimento de selecédo de
isolados, com adaptagdes no periodo e na frequéncia das avaliagbes. Foram
utilizados adultos de D. maidis e os dois isolados de NEPs que apresentaram

maior eficiéncia no ensaio de sele¢cdo, UENP02 e UENPOG6.

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri com 9 cm de
diametro, contendo algodado autoclavado e umedecido com agua destilada,
sobre o qual foi disposta uma folha de milho recortada, a fim de manter o
material vegetal turgido para permitir a alimentagao dos insetos. Em cada placa
foram colocados dez adultos de D. maidis, sendo cada isolado considerado um

tratamento, com cinco repeticoes.
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A inoculacdo dos nematodides foi realizada com auxilio de micropipeta,
utilizando a concentragcado de 100 Jis/cm?, previamente definida como eficiente.
O tratamento controle consistiu na aplicagdo exclusiva de agua destilada. As
placas foram vedadas com filme plastico e mantidas em camara de germinagao

a 24 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacdes de mortalidade foram realizadas diariamente, durante sete
dias, correspondendo aos intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
apds a inoculacdo. Em cada periodo de avaliagdo, os insetos mortos foram
contabilizados, sendo a mortalidade confirmada por dissecacdo sob
microscopio estereoscopico, para verificacdo da presenca de nematodides no

interior do corpo dos insetos.

Os dados de mortalidade acumulada ao longo do tempo foram
submetidos a analise de regressao para estimativa dos tempos letais LTs, €
LTeo, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011). As
estimativas foram obtidas a partir das equagdes de regressao ajustadas,

considerando o intervalo de tempo avaliado.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Selecao de Isolados de NEPs

Os onze isolados de NEPs avaliados apresentaram patogenicidade
contra D. maidis, porém com diferengcas marcantes no desempenho entre os
tratamentos. Os isolados UENP 06 e UENP 02 se destacaram
significativamente, promovendo mortalidades de 80,0% e 76,0%,
respectivamente (Tabela 3.2). A acdo dos NEPs sobre adultos da cigarrinha-
do-milho pode ser observada na Figura 3.3. Esses valores foram
substancialmente superiores aos observados para os demais isolados de NEPs
(Tabela 3.2). Em contraste, os isolados IBCB-n 47 e ALL pertencentes ao
género Steinernema apresentaram os menores niveis de mortalidade de
adultos da cigarrinha-do-milho D. maidis, com valores iguais ou inferiores a
10,0% (Tabela 3.2). Esses resultados evidenciam variagdes expressivas na

suscetibilidade da cigarrinha aos diferentes isolados e géneros de NEPs.

Tabela 3.2. Porcentagem de mortalidade de individuos adultos de Dalbulus
maidis causada por diferentes isolados de nematdides entomopatogénicos.

Isolado Género/Espécie Mortalidade (%)
UENP 06 Heterorhabditis amazonensis 80.0+£ 12,2 a*
UENP 02 Heterorhabditis amazonensis 76.0+114 a
MC 01 Heterorhabditis amazonensis 540+114b
UENP 03 Heterorhabditis sp. 54.0+114b
UEL 08 Heterorhabditis amazonensis 32.0+83¢c
HB Heterorhabditis bacteriophora 24.0+ 16,7 c
IBCB 02 Steinernema carpocapsae 18.0+£13,0d
UEL 07 Heterorhabditis amazonensis 16.0+£8,9d
IBCB- n 47 Steinernema feltiae 10.0+ 10,0 e

All Steinernema carpocapsae 10.0£7,0e
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NEPET 11 Heterorhabditis sp. 8.0+8,3¢e
Controle 0.0+x0,0e
CV 28,78%

*Médias (+ EPM) seguidas pela mesma letra mindscula nao diferiram entre si pelo teste de
Scott-Knott com p=<0,05.

Figura 3.3. Adultos de Dalbulus maidis mortos por nematoides

entomopatogénicos (NEPs). A, H. amazonensis UENP 02; e B, H. amazonensis
UENP 06.

A maior eficiéncia dos isolados UENP 02 e UENP 06 em causar
mortalidade de adultos de Dalbulus maidis, ambos pertencentes a espécie
Heterorhabditis amazonensis, esta em concordancia com estudos que
demonstram elevada viruléncia dessa espécie contra insetos hemipteros.
Resultados semelhantes foram observados por Oliveira (2024), que avaliou
diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos em D. maidis e verificou
elevadas taxas de mortalidade associadas aos isolados UENP2 e UENPG, com
valores de 78,68% e 65,53%, respectivamente. Apesar de nao terem sido

observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos no referido estudo,
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esses isolados figuraram entre os mais promissores, corroborando os

resultados do presente trabalho.

Cecconello et al. (2022) observaram que isolados de Heterorhabditis
amazonensis causaram elevada mortalidade em adultos de Euschistus heros,
reforcando o potencial dessa espécie de nematoide entomopatogénico para o
controle de insetos sugadores. Esse padrdao também foi observado no presente
estudo, no qual os isolados pertencentes ao género Heterorhabditis,
especialmente UENP 02 e UENP 06, apresentaram maior eficiéncia no controle
de Dalbulus maidis. O desempenho superior desses isolados pode estar
relacionado a caracteristicas biologicas intrinsecas a espécie H. amazonensis,
uma vez que juvenis infectantes (JIs) desse género séo, em geral, menores e
mais ativos no deslocamento quando comparados a algumas espécies de
Steinernema, o que pode favorecer a penetragdo em hospedeiros de pequeno
porte, como a cigarrinha-do-milho. Estudos morfolégicos e ecoldgicos indicam
que o tamanho corporal e o comportamento de busca do hospedeiro
influenciam diretamente a eficiéncia de infeccdo pelos NEPs (KAYA;
GAUGLER, 1993; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005).

Outro fator relevante é a origem geografica dos isolados. Os isolados
UENP 02 e UENP 06 sao nativos do estado do Parang, tendo sido coletados
em condi¢cbes edafoclimaticas semelhantes as do ambiente de aplicagdo. A
utilizagdo de nematodides nativos tem sido amplamente recomendada em
programas de controle biologico, pois esses organismos tendem a apresentar
maior adaptacdo as condigdes ambientais locais e melhor compatibilidade com
as populagdes de insetos hospedeiros presentes na regido (DOLINSKI; MOINO
JR., 2005; EHLERS, 2001). Essa adaptacédo ecoldgica pode contribuir para
maior sobrevivéncia, persisténcia e eficiéncia de infeccdo sob condicbes de

campo.

Além disso, a elevada mortalidade observada reforca a capacidade de
H. amazonensis em infectar insetos de diferentes ordens. Trabalhos anteriores
demonstraram a suscetibilidade de diversos artropodes a essa espécie,

incluindo Galleria mellonella, Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) e Dichelops
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melacanthus (Dallas, 1851), indicando amplo espectro de agdo (GUIDE et al.,
2019). A confirmagdo da patogenicidade sobre D. maidis amplia o
conhecimento sobre o potencial de aplicagdo desses nematdides no manejo de

pragas associadas a cultura do milho.

3.4.2 Eficiencia de diferentes concentragcdes de juvenis infectantes (Jis) de

NEPs na mortalidade de D. maidis

A mortalidade de D. maidis aumentou progressivamente com o
incremento da concentragao de JIs para ambos os isolados de NEPs avaliados,
evidenciando resposta dependente da dose. As maiores mortalidades foram
observadas nas concentragdes de 125, 100 e 75 Jls cm™2, variando entre 72%
e 80%, sem diferencas significativas entre os isolados UENP02 e UENPO06
nessas faixas de concentragdes. Em contraste, a redugdo da concentragao
para 50 e 25 JIs cm™2 resultou em queda significativa da mortalidade de adultos

de D. maidis, que atingiu valores entre 40% e 60% (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Mortalidade de adultos de Dalbulus maidis causada pelos
nematodides entomopatogénicos (NEPs) UENP 02 e UENP 06 sob diferentes
concentracdes juvenis infectantes (JIs).

Concentragao Isolado
(JIs cm?)
UENPO02 UENPO06
125 80,0 £ 7,02 Aa® 80,0+ 7,0 Aa
100 74,0+ 11,4 Aa 72,0 £ 10,9 Aa
75 72,0+ 5,4 Aa 74,0 £ 8,3 Aa
50 58,0 + 8,3 Ba 60,0 £ 10,0 Aa
25 40,0+ 7,0 Ba 44,0 + 11,4 Ba
0 0.0+ 0,0 Ba 0.0+ 0,0 Ba
CVv 13,02

*Médias (+ EPM) seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minuscula nas linhas néo
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott com p<0,05.
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Esses resultados sugerem a existéncia de um limiar de concentragao a
partir do qual a eficiéncia de infeccdo pelos NEPs se estabiliza. A auséncia de
diferengas significativas entre as concentragbes de 75 a 125 JIs cm™ indica
que niveis intermediarios podem ser suficientes para alcancar resultados
elevados de controle. Esta informacdo tem implicacbes praticas para a
otimizagdo do uso desses agentes de controle bioldégico em programas de

manejo de pragas agricolas.

Resultados semelhantes de resposta dose-dependente tém sido
reportados em estudos com diferentes espécies de NEPs e hospedeiros.
Estudos conduzidos com Heterorhabditis spp. e Steinernema spp.
demonstraram que o aumento da concentracdo de JIs geralmente eleva a
probabilidade de contato e penetracdo no hospedeiro, resultando em maior
mortalidade de insetos-alvo (GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005). Em
experimentos laboratoriais com diferentes insetos-alvo, concentragdes variando
de dezenas a centenas de JIs por unidade experimental tém sido utilizadas
para estimar curvas dose-resposta e parametros de viruléncia, evidenciando
ampla variagédo na suscetibilidade entre hospedeiros e isolados (BUTUNER et
al., 2024).

E importante ressaltar que a concentracdo ideal de aplicacdo é
especifica para cada isolado de NEP e sistema patogeno-hospedeiro.
Diferengas genéticas entre isolados de NEPs influenciam a viruléncia, o
comportamento de busca e a capacidade de penetragdo, resultando em
variagbes nos parametros de concentracdo associados a mortalidade
(DOLINSKI; MOINO JR., 2005; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005). Dessa
forma, a determinacdo experimental da concentragao eficaz constitui etapa
essencial para o desenvolvimento de protocolos de aplicagao adequados para
cada NEP.
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3.4.3 Determinagdo do tempo letal (LTso e LTgy) de nematdides

entomopatogénicos sobre Dalbulus maidis

A mortalidade acumulada de adultos de D. maidis aumentou
progressivamente ao longo do periodo experimental para ambos os isolados de
NEPs avaliados (Figura 3.4).

Figura 3.2. Mortalidade acumulada (%) de adultos de Dalbulus maidis
submetidos aos isolados UENPO2 e UENPO6 de nematoides
entomopatogénicos ao longo de 168 horas apos a inoculagao
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Nas primeiras 72 horas apds a inoculagao, observou-se incremento
gradual na mortalidade, sendo que o isolado UENPO2 atingiu 50% de
mortalidade, enquanto o isolado UENPO6 apresentou 44% no mesmo periodo,

sem diferenga significativa entre os tratamentos.

Em 96 horas apds a inoculagao, o isolado UENPO2 apresentou 72% de
mortalidade, enquanto o isolado UENPO6 apresentou 64%, nao sendo
observada diferenga significativa entre os isolados. Esses resultados indicam
comportamento semelhante quanto a velocidade inicial de infeccao.
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Entretanto, a partir de 144 horas, o comportamento dos isolados
apresentou inversdo. O UENPO6 apresentou 84% de mortalidade, superando o
UENPO2 que causou mortalidade de 82% de adultos de D. maidis. Ao final do
periodo experimental (168 horas), o UENPO6 atingiu 88% de mortalidade
acumulada, enquanto o UENPO02 apresentou 84%, evidenciando maior
persisténcia e capacidade de infecgado tardia do UENPO6. Cabe salientar que
nenhum dos isolados atingiu 90% de mortalidade dentro do periodo avaliado,

nao sendo possivel estimar o LToo no intervalo experimental considerado.

Com base na progressdo da mortalidade acumulada, estima-se que o
LTso do isolado UENPO2 ocorreu aproximadamente em 72 horas, enquanto

para o UENPOG foi estimado entre 72 e 80 horas apés a inoculagao.
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3.5 CONCLUSOES

Os nematoides entomopatogénicos apresentam potencial para o
controle de D. maidis, com destaque para os isolados UENP02 e UENPOG,
ambos da espécie H. amazonensis, que promoveram as maiores taxas de
mortalidade entre os tratamentos avaliados, atingindo 80,0% + 12,2 (UENP 06)
e 76,0% = 11,4 (UENP 02) de mortalidade de adultos, diferindo

estatisticamente dos demais isolados testados.

A mortalidade aumentou com o incremento da concentragao de juvenis
infectantes, sendo que as maiores eficiéncias de controle foram observadas
nas concentragdes de 75, 100 e 125 JIs cm™, nas quais a mortalidade variou
entre 72% e 80% para ambos os isolados. Nessas concentragbées ndao houve
diferengas estatisticas entre o UENP 02 e o UENP 06, indicando que doses a

partir de 75 JIs cm™2 sao suficientes para alcancar elevados niveis de controle.

Quanto ao tempo letal, ambos os isolados apresentaram agdo em curto
periodo, com LTs, estimado em aproximadamente 72 horas para o UENPO2 e
entre 72 e 80 horas para o UENPO6, evidenciando eficiéncia na infeccéo e

mortalidade de adultos de D. maidis.

De forma geral, os isolados UENP02 e UENPO6 mostram-se
promissores para o controle biolégico de D. maidis, representando alternativa

sustentavel para o manejo dessa praga na cultura do milho.
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4 Artigo B - PRODUGCAO IN VIVO E ALTERNATIVAS DE MEIO DE
CULTURA PARA PRODUCAO DOS ISOLADOS DE Heterorhabditis
amazonensis UENP02 e UENP06

4.1 RESUMO

A cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis) € o principal vetor dos agentes
etiologicos do complexo de enfezamentos do milho, causando perdas
expressivas na produtividade da cultura. A viabilizagdo do uso de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) depende do desenvolvimento de sistemas
eficientes de producgao. Assim, o presente estudo teve como objetivo comparar
a produgao in vivo dos isolados UENP02 e UENPO6 de Heterorhabditis
amazonensis e avaliar alternativas nutricionais para produgao in vitro em meio
semissolido. Na produgao in vivo, larvas de ultimo instar de Galleria mellonella
e Tenebrio molitor foram inoculadas com 100 JIs cm™ e mantidas a 25 + 1 °C,
no escuro. Apos trés dias, os cadaveres foram transferidos para armadilhas de
White, e a emergéncia de juvenis infectivos (JIs) foi monitorada por 15 dias. Na
producgao in vitro, os isolados foram cultivados em meio semissodlido contendo
diferentes fontes lipidicas e proteicas. Foram inoculados 1.000 Jls por frasco,
com incubacao a 25 °C sob agitacdo de 180 rpm por 15 dias. A producéao foi
determinada por contagem direta e os dados submetidos a analise de variancia
e teste de Scott-Knott. Na producéo in vivo, ambos os isolados apresentaram
maior multiplicacdo em G. mellonella, com destaque para o isolado UENPOG,
que atingiu 5,51 x 10° JIs g™"'. Na produc¢ao in vitro, gema de ovo em po, farinha
de soja e farinha de tenébrio proporcionaram os maiores rendimentos. A
infectividade dos juvenis produzidos in vitro manteve-se elevada (>84% de

mortalidade em G. mellonella).

Palavras-chave: Nematdides entomopatogénicos; producéo in vivo; producao

in vitro; fontes nutricionais; Heterorhabditis amazonensis.
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4.2 ABSTRACT

The corn leafhopper (Dalbulus maidis) is the main vector of the etiological
agents of the corn stunt complex, causing significant losses in crop yield. The
feasibility of the use of entomopathogenic nematodes (NEPs) depends on the
development of efficient production systems. Thus, the present study aimed to
compare the in vivo production of UENP02 and UENPO6 isolates of
Heterorhabditis amazonensis and to evaluate nutritional alternatives for in vitro
production in semi-solid medium. In vivo production, larvae of last instar of
Galleria mellonella and Tenebrio molitor were inoculated with 100 IJs cm™ and
kept at 25 + 1 °C in the dark. After three days, the cadavers were transferred to
White's traps, and the emergence of juvenile infective animals (lJs) was
monitored for 15 days. In vitro production, the isolates were cultured in semi-
solid medium containing different lipid and protein sources. 1,000 IJs were
inoculated per vial, incubated at 25 °C under 180 rpm shaking for 15 days. The
production was determined by direct counting and the data submitted to
analysis of variance and Scott-Knott test. In vivo production, both isolates
showed higher multiplication in G. mellonella, especially the isolate UENPOG,
which reached 5.51 x 10° IJs g™". In vitro production, egg yolk powder, soybean
flour and mealworm flour provided the highest yields. The infectivity of juveniles

produced in vitro remained high (>84% mortality in G. mellonella).

Keywords: Entomopathogenic nematodes; in vivo production; in vitro

production; nutritional sources; Heterorhabditis amazonensis.
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INTRODUCAO

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923) é
atualmente considerada um dos principais insetos-praga associados a cultura
do milho na América Latina, por ser vetor de patdgenos responsaveis pelo
complexo de enfezamentos. A transmissdo de Spiroplasma kunkelii,
‘Candidatus Phytoplasma asteris’ e do virus da risca do milho Maize rayado
fino virus (MRFV) compromete severamente o desenvolvimento das plantas de
milho, reduzindo a produtividade e causando perdas econdmicas expressivas
para a cultura em diversas areas produtoras (FANTIN et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2004). Diante das limitagées do controle quimico e dos riscos associados
ao seu uso intensivo, o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo

tem se tornado prioridade em sistemas agricolas modernos.

Nesse contexto, o0s nematdides entomopatogénicos (NEPSs),
pertencentes principalmente aos géneros Heterorhabditis e Steinernema,
destacam-se como agentes promissores de controle biolégico. Esses
organismos atuam em associagao simbiotica com bactérias entomopatogénicas
e apresentam elevada viruléncia contra diversos insetos-praga. Estudos
recentes demonstraram que isolados de Heterorhabditis amazonensis,
incluindo UENPO2 e UENPOQG6, apresentam alta patogenicidade contra adultos
de D. maidis, alcangando mortalidades superiores a 75% em condigdes
laboratoriais (Artigo A). Esses resultados evidenciam o potencial da espécie

para integrar programas de manejo bioldgico da cigarrinha-do-milho.

Apesar do potencial dos NEPs, sua adogdo em larga escala depende
diretamente do desenvolvimento de sistemas eficientes de produgdo. A
producdo de nematdides pode ser realizada por métodos in vivo ou in vitro,
cada um com vantagens e limitagbes especificas. A produgéao in vivo, baseada
na multiplicacdo dos nematoides em larvas de insetos hospedeiros suscetiveis,
€ amplamente utilizada em pesquisas laboratoriais devido a sua simplicidade e
alta qualidade biologica dos juvenis infectantes produzidos. Espécies como
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Galleria mellonella e Tenebrio molitor sdo frequentemente empregadas por
apresentarem elevada suscetibilidade a infeccéo, facilidade de criagdo e boa
produtividade de nematdides. Entretanto, a producdo in vivo apresenta
limitagdes quanto a escalabilidade, custos de mao de obra e padronizagdes do
processo (SHAPIRO-ILAN et al., 2016; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005).

Para viabilizar a produgdo em larga escala, métodos in vitro tém sido
desenvolvidos com base em meios artificiais sélidos, semissolidos ou liquidos.
A produgdo em meio semissoélido representa uma alternativa intermediaria
entre os sistemas artesanais e a fermentagado liquida industrial, permitindo
maior controle das condi¢cdes nutricionais e microbiolégicas. Estudos indicam
que a composicdo do meio de cultura, especialmente as fontes de proteina e
lipidios, influencia diretamente o crescimento bacteriano e a multiplicacdo dos
nematoides (DONEZE, 2022; PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017). Ja a
fermentacao liquida em biorreatores constitui o método mais avancado para
producao comercial de NEPs, possibilitando alta produtividade e padronizagao,
embora exija maior complexidade tecnolégica (EHLERS, 2001; PETERS;
FERRAZ; RIBEIRO, 2017).

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
producgao in vivo de H. amazonensis UENP02 e UENPO6 em diferentes insetos
hospedeiros e investigar alternativas de meios de cultura para produgao in
vitro, visando estabelecer protocolos eficientes para multiplicagdo desses
isolados de NEPs com potencial aplicagdo no controle biolégico da cigarrinha-

do-milho.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Criacao de Insetos Visando a Produgao /n Vivo de NEPs

4.3.1.1 Criacdo e Manutencao de Galleria mellonella

As lagartas de G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) utilizadas neste
estudo foram obtidas a partir de colénia mantida em laboratério, sob
temperatura ambiente, e alimentadas com dieta artificial adaptada de Parra
(1998) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Ingredientes e quantidades utilizadas na dieta artificial para criagéo
de Galleria mellonella.

Ingrediente Quantidade
Farinha de trigo 200 g
Farelo de trigo 200 g
Leite em po 400 g
Levedo de cerveja 120 g
Gérmen de trigo 200 g
Mel 240¢
Glicerina 130 g

Fonte: Parra (1998, p. 1022).

Os adultos de G. mellonella foram mantidos em potes de vidro com
capacidade para trés litros, fechados com tampa plastica perfurada para
permitir ventilacdo. No interior dos recipientes foi inserido papel cartdo dobrado

em forma de sanfona, utilizado como substrato para oviposicao pelas fémeas.

As posturas foram coletadas em dias alternados e transferidas para
potes de vidro contendo dieta artificial e fragmentos de favo de abelha,

utilizados como fonte alimentar para as larvas recém-eclodidas. As larvas
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permaneceram nessas condigdes até atingirem o estagio adequado para

utilizacdo nos bioensaios.

4.3.1.2 Criagcado e Manutencéo de Tenebrio molitor

As lagartas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) utilizadas
neste estudo foram provenientes de colénia mantida em laboratério, sob
temperatura ambiente, e criadas em recipientes plasticos adequadamente
ventilados. As larvas foram alimentadas com substrato a base de farinha de
rosca e pao seco triturado, utilizados como fonte de carboidratos. Como
complemento nutricional e fonte de umidade, foram adicionados
periodicamente pedacos de batata ou cenoura in natura, previamente
higienizados, os quais foram substituidos a cada dois a trés dias para evitar

fermentacao e crescimento microbiano.

A manutengao da colbnia foi realizada semanalmente, com a reposicao
do alimento seco e a remocgao de residuos. Pupas e adultos foram separados
das larvas por peneiramento e transferéncia manual, com o objetivo de reduzir
0 canibalismo e garantir a manutengdo adequada das diferentes fases de
desenvolvimento. Os insetos foram mantidos nessas condi¢cbes até atingirem o

estadio desejado para utilizagdo nos experimentos.

4.3.2 Avaliagao da Produgao /n Vivo dos NEPs UENP02 e UENPO6

Na avaliagao da produgao in vivo foram utilizados os isolados UENPO2 e
UENPO6 de H. amazonensis obtidos junto ao laboratério de Ensaios com
Inimigos Naturais de Pragas (LabINP), da Universidade Estadual do Norte do
Parana (UENP), localizado em Cornélio Procopio, PR. Como hospedeiros dos
NEPs, foram utilizadas lagartas de ultimo instar de G. mellonella e T. molitor.

Para cada tratamento, dez larvas foram acondicionadas em placas de Petri de
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9 cm de didmetro contendo duas folhas de papel filtro previamente

umedecidas, sendo as larvas pesadas em conjunto antes da inoculagao.

Os nematoides foram inoculados na concentragao de 100 JIs cm™, e as
placas foram mantidas em camara de germinacgéo a 25 £ 1 °C, no escuro, por
trés dias para avaliacdo da mortalidade e da sintomatologia de infeccéo. As
larvas mortas que apresentaram coloragdo avermelhada caracteristica da
infeccdo por nematdides entomopatogénicos, auséncia de odor putrefativo e
exoesqueleto integro foram transferidas para placas limpas contendo papel
filtro seco, onde permaneceram por cinco dias em camara seca para completa

colonizagao do hospedeiro.

Ap0Os esse periodo, os cadaveres foram transferidos para armadilhas de
White adaptadas, contendo agua destilada, para a coleta dos juvenis
infectantes emergentes (Figura 4.1). As coletas foram realizadas diariamente,
desde o inicio da emergéncia até o esgotamento da produgéo. A quantidade de
juvenis infectantes produzidos foi quantificada e os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressao para determinagéo da curva de producgao e
da equacdo correspondente, utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011).

Figura 4.1. A, Placa com larvas de ultimo instar de Galleria mellonella; B,
cadaveres de Galleria mellonella; com sintomas de morte por NEP em’ cAmara

seca; e C, cadaveres de Galleria mellonella; em armadilha de White adaptada.
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4.3.3 Avaliacao de Fontes de Gordura na Producgao /n Vitro de NEPs

Para a produgao in vitro foram utilizados os isolado UENP06 e UENP02
multiplicados em meio semi-solido (Tabela 4.1). Foram avaliadas duas fontes
de gordura (6leo de soja e 6leo de milho) e o ensaio foi conduzido em frascos
Erlenmeyer de 120 mL, contendo 30 mL de meio previamente esterilizado. Em
seguida, foi adicionado 2% (v/v) da suspensdo da bactéria simbionte
previamente cultivada em meio TBS suplementado com extrato de levedura
(triptona 30 g L™" e extrato de levedura 3,72 g L™), incubados por 48 horas até
atingirem a concentracdo de 10 na escala de McFarlande. Os frascos
Erlenmeyer contendo o meio+indculo da bactéria foram entdo acondicionados
em incubadora refrigerada com agitagéo (Shaker) a 180rpm e a 25°C+1, pelo
periodo de 48 horas para o crescimento das bactérias. Apds esse periodo,

foram adicionados 1000 Jls/frasco desinfestados.

Tabela 4.2. Meio de cultura base para avalicdo de fonte de gordura. Adaptado
de Neira-Monsalve et al. (2019).

Componente Quantidade
Agua destilada 1.000 mL
Glicose 39
Extrato de levedura 109
Peptona 109
Farinha de soja 349
Fonte de gordura 3049
Gema de ovo 649
NaCl 49
KCI 0,359
CaClz 0,3g
MgSO4 0,29
FeSO4 0,059
Agar 249

Fonte: Modificado de Neira-Monsalve et al. (2019).

Apo6s a adicao dos JIs dos NEPs, os frascos foram mantidos novamente

em incubadora refrigerada com agitagédo a 180 rpm e a 25+1 °C, pelo periodo
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de 15 dias, quando foi realizada a avaliagao da produgao. Para a contagem dos
JIs, foi acrescentado aproximadamente 120 mL de agua destilada em cada
Erlenmayer, e os frascos foram vigorosamente agitados para diluicdo do meio e
suspensao dos JIs. Em seguida, aliquota de 1 mL foi retirada para realizar a
contagem. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado contendo quatro repetigdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de média Scott-Knott utilizando o programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.3.4 Avaliagao de Fontes Proteicas na Produgao /n Vitro de NEPs

Para a avaliagado de fontes proteicas foi utilizada a mesma metodologia
descrita no teste anterior para fontes de gordura, porém sendo empregada
somente a fonte de gordura que apresentou o melhor desempenho (6leo de
soja ou 6leo de milho). Neste experimento, foram testadas seis diferentes
fontes de proteina, sendo leite em po6, farinha de tenébrio, farinha de ostra,
farinha de soja, farinha de bicho-da-seda e gema de ovo em pd. A produgao in
vitro foi realizada em meio semi-sélido (Tabela 4.3), alterando-se apenas as

fontes de proteina.

Tabela 4.1. Meio de cultura base para avaliacdo de fonte de proteina.
Adaptado de Neira-Monsalve et al. (2019).

Componente Quantidade
Agua destilada 1.000 mL
Glicose 39
Extrato de levedura 109
Peptona 1049
Fonte de gordura 3049
Fonte de proteina 109
NaCl 49
KCI 0,35¢g
CaClz 0,3g
MgSO4 0,29

FeSO4 0,059



76

Agar 29

Fonte: Modificado de Neira-Monsalve et al. (2019).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes para cada tratamento. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott, utilizando o software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.3.5 Avaliacao da Infectividade de JIs Produzidos In Vitro

A viabilidade dos JIs produzidos pelo método in vitro foi realizada com
base no teste de infectividade, com cinco repeticbes. Cada repeticdo contou
com cinco larvas de G. mellonella dispostas em placa de Petri de 9 cm de
diametro, contendo dois papeis filtros. Os NEPs UENP02 e UENPO06 foram
inoculados na concentragdo de 100 Jls/cm? As placas foram mantidas em
camara de germinagao a 251 °C, no escuro por um periodo de trés dias para
a confirmacdo da mortalidade e sintomas apresentados pelas larvas de G.

mellonella.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Producao In Vivo dos NEPs UENP02 e UENPO6

A avaliagdo da producédo in vivo dos isolados UENP02 e UENPO6
comprovou que ambos apresentaram capacidade de multiplicagdo nos dois
hospedeiros testados. No entanto, diferengas significativas foram verificadas

entre os tratamentos avaliados.

A maior producgao de Jls foi registrada para o isolado UENPO06 sobre
larvas de G. mellonella, alcangando 9,01 x 10* Jls/larva. Esse tratamento
diferiu estatisticamente dos demais, enquanto os outros tratamentos néo

apresentaram diferengas significativas entre si (Figura 4.2).

Figura 4.2. Comparacdo da producédo in vivo de juvenis infectivos (JIs)/larva
dos isolados UENP0O2 e UENPO6 (Heterorhabditis amazonensis) usando como
hospedeiros larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor.
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Quando observada a produgdo do isolado UENPO6 nos dois
hospedeiros avaliados, evidencia-se maior multiplicacdo em lagartas de
Galleria mellonella em comparagao as de Tenebrio molitor, alcangando valores
de 5,51 x 10° JIs g7' e de 1,91 x 10° JIs g™ de lagarta, respectivamente. De
forma semelhante, o isolado UENPO2 também apresentou maior produ¢cdo em
lagartas de G. mellonella, com 2,27 x 10° JIs g™ de lagarta, enquanto em T.

molitor a produgéo foi de 1,61 x 10° JIs g™ de lagarta.

Embora o UENPOG6 tenha apresentado valores absolutos superiores aos
do UENPO2, ambos os isolados exibiram o mesmo padrao de desempenho
entre os hospedeiros, indicando que a diferenga produtiva esta fortemente
relacionada as caracteristicas intrinsecas do inseto hospedeiro. larvas de G.
mellonella apresentam tegumento menos esclerosado e maior proporgédo de
tecido adiposo, além de hemolinfa relativamente abundante quando
comparadas as de T. molitor, cujo tegumento € mais espesso e mais
quitinizado. Essas caracteristicas podem favorecer tanto a penetracdo dos
juvenis infectivos quanto o desenvolvimento e a multiplicagdo do complexo
nematoide-bactéria no interior do hospedeiro. Além disso, a producao de Jls
esta diretamente associada a disponibilidade de recursos nutricionais e a
eficiéncia da interagdo nematoide x hospedeiro (MOLINA; MOINO JUNIOR;
CAVALCANTI, 2004).

Estudos classicos demonstram esse padrdo. Molina et al. (2004)
observaram maior producdo acumulada de NEPs em G. mellonella quando
comparada a T. molitor, destacando que a interacdo hospedeiro x sistema de
infeccdo influencia diretamente a produtividade. De forma semelhante, Dutky,
Thompson e Cantwell (1964) e Woodring e Kaya (1988) relatam que G.
mellonella € um dos hospedeiros mais eficientes para producéo in vivo de
NEPs, podendo atingir valores superiores a 1 x 10° Jls/lagarta. Embora T.
molitor seja considerado hospedeiro alternativo viavel, sua produgéo tende a
ser inferior ou mais distribuida ao longo do tempo, possivelmente devido a

maior resisténcia estrutural e diferengas na resposta imune.
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Quanto ao padrdo temporal de emergéncia, foram realizadas trés
avaliacbes ao longo dos 15 dias experimentais. Observou-se que, para o
isolado UENPOG6, o pico de produgdo em G. mellonella ocorreu na segunda
avaliagdo (dias 6-10), enquanto em T. molitor o pico foi registrado na primeira
avaliagao (dias 1-5) (Figura 4.3). Esse comportamento indica que, embora
lagartas de G. mellonella proporcionem maior producdo total, o
desenvolvimento do nematoide pode apresentar dinamica temporal distinta

entre hospedeiros.

Figura 4.3. Padrao temporal de produgéo de juvenis infectivos (JIs) do isolado
UENPO6 em lagartas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor ao longo de trés
avaliagdes, compreendendo 15 dias apds a inoculacio.
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Esse mesmo padréo foi observado para o isolado UENPO2 (Figura 4.4).
Assim, a diferenca no momento de pico de produgao esta mais relacionada as
caracteristicas do hospedeiro do que ao isolado de NEP em si. Semelhante ao
verificado para o UENPOG, o maior pico produtivo em G. mellonella ocorreu na
segunda avaliagao, aos 6—10 dias, enquanto em lagartas de Tenebrio molitor a
maior produgao concentrou-se na primeira avaliagao, entre os dias 1 e 5 apds a

inoculacéo.
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Figura 4.4 Dindmica temporal da produgcdo de juvenis infectivos (JIs) do
isolado UENPO2 em lagartas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor ao longo
de trés avaliagdes, compreendendo 15 dias apds a inoculagéo.
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Entretanto, na terceira avaliagdo, entre os 11 e 15 dias apds a

inoculacdo, observou-se inversdao desse comportamento, sendo possivel

verificar que em lagartas de T. molitor a produgcao foi superior a obtida em

lagartas de G. mellonella. Esse resultado sugere que, embora lagartas de G.

mellonella proporcionem maior producdo inicial e maior pico produtivo, o

esgotamento do hospedeiro ocorre de forma mais precoce. Por outro lado, em

lagartas de T. molitor a produgdo tende a ser mais distribuida ao longo do

tempo.
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4.4.2 Avaliagao de Fontes de Gordura para Produgéo In Vitro de NEPs

A produgéo in vitro de Jls foi viavel para ambos os isolados avaliados,
independentemente da fonte lipidica utilizada, demonstrando que tanto o éleo
de soja quanto o 6leo de milho forneceram condigbdes nutricionais adequadas
para o desenvolvimento dos nematdides. As produgbes médias variaram de
1,72 x 10* a 2,66 x 10* JIs mL™", com auséncia de diferenca significativa entre
as fontes de gordura dentro de cada isolado. Entretanto, foi observada
diferenca significativa entre os isolados, com o UENPO6 apresentando
desempenho produtivo superior ao do UENP0O2 em todos os tratamentos
(Tabela 4.4).

Tabela 4.2. Produgcdao média de juvenis infectantes (JIs mL™) dos isolados
UENPO2 e UENPO6 de Heterorhabditis amazonensis em fungcado da fonte de
gordura no cultivo in vitro.

Fonte de gordura Isolado
UENPO02 UENPO06
(JIs mL™) (JIs mL™)
Oleo de soja 20.000 £ 1.581 Aa 26.600 £4.219 Ab
Oleo de milho 17.200 + 837 Aa 24.400 + 2.881 Ab
C.V. 21.61

*Médias (+ EPM) seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha nao
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott com p=<0,05.

A auséncia de diferenca entre as fontes lipidicas sugere que ambos os
Oleos forneceram substratos energéticos suficientes para o crescimento
bacteriano e subsequente multiplicagdo dos nematdides. Lipidios
desempenham importancia fundamental no metabolismo de NEPs, atuando
como reservas energéticas essenciais para o desenvolvimento dos juvenis
infectantes. Estudos sobre producgdo in vitro indicam que a composicao
nutricional do meio influencia diretamente a eficiéncia produtiva, mas que

diferentes fontes lipidicas podem apresentar desempenho semelhante quando
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atendem as exigéncias metabdlicas do complexo nematdide-bactéria
(EHLERS, 2001; PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017).

Resultados comparaveis foram observados por Doneze (2022), ao
avaliar a producéo in vitro do isolado UELO8 de H. amazonensis em meio semi-
soélido. A autora relatou que variagbes na composigdo do meio influenciaram a
produtividade, porém diferentes fontes nutricionais foram capazes de sustentar
a multiplicacdo dos nematdides, reforcando que a adequagdo do balanco
nutricional € mais determinante do que a natureza especifica do componente
lipidico. De forma semelhante, Leite et al. (2016) destacam que a concentragao
e a qualidade dos nutrientes presentes no meio sao fatores criticos para a
producgao in vitro, sendo possivel obter producdes consistentes com diferentes
formulacdes, desde que as exigéncias fisioldgicas da bactéria simbionte sejam

atendidas.

A superioridade produtiva do isolado UENPQO6 em relagdo ao UENPO02
evidencia a influéncia de fatores intrinsecos ao isolado na eficiéncia de
multiplicagdo. Diferengas genéticas podem afetar a interagdo simbidtica com
Photorhabdus sp., a taxa de reprodugcdo e a capacidade de conversao de
nutrientes em biomassa nematoide. A variabilidade entre isolados de NEPs é
um dos principais determinantes do sucesso da produgao in vitro, mesmo sob
condigdes ambientais idénticas (EHLERS, 2001; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS,
2005).

O elevado fator de multiplicagao observado dos NEPs de até 26,6 vezes
o indculo inicial, confirma a eficiéncia do sistema de cultivo utilizado (Tabela
4.5). Estudos sobre fermentagdo de NEPs relatam que fatores de multiplicagédo
dessa magnitude sdo compativeis com sistemas laboratoriais eficientes e
representam etapas essenciais para viabilizar escalonamento produtivo
(PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017). Embora sistemas industriais possam
alcancar densidades superiores, os valores obtidos neste estudo demonstram
que o meio avaliado é adequado para a multiplicacdo experimental de isolados

de H. amazonensis.



83

Tabela 4.3. Fator de multiplicacdo (x vezes) de juvenis infectantes (JIs mL™)
dos isolados UENPO2 e UENPO6 de Heterorhabditis amazonensis em fungao
da fonte de gordura em cultivo in vitro, considerando inéculo inicial de 1.000 Jls
mL™".

Fonte de gordura Isolado
UENPO02 UENPO06
] (x vezes o inéculo) (x vezes o inéculo)
Oleo de soja 20,0 x 26,6 x
Oleo de milho 17,2 x 24 4 x

Em conjunto, os resultados indicam que a fonte de gordura nao foi o
principal fator limitante na produgao in vitro, enquanto a identidade do isolado
exerceu influéncia decisiva sobre o rendimento final. Esses resultados reforgam
a importancia da selecao de isolados de NEPs com elevado potencial produtivo
e da otimizacdo nutricional do meio como etapas complementares no

desenvolvimento de protocolos de produgao desses organismos.

4.4.3 Avaliacao de Fontes Proteicas para Producao In Vitro de NEPs

Neste estudo foi utilizado o 6leo de soja como fonte lipidica do meio de
cultivo. Embora no experimento anterior ndo tenham sido observadas
diferengas significativas entre as fontes de gordura avaliadas, o éleo de soja
apresentou tendéncia a maior produgao de Jls. Além do desempenho produtivo
ligeiramente superior, essa fonte lipidica apresenta menor custo e maior
disponibilidade comercial. Considerando a perspectiva de produgdo em larga
escala, fatores econdmicos e logisticos constituem critérios relevantes na
definicdo da formulagdo do meio de cultura, tornando o 6leo de soja uma opgéao

tecnicamente e economicamente mais viavel.

Todas as fontes proteicas avaliadas possibilitaram a produg¢ao de JIs dos
isolados UENPO2 e UENPO6 de H. amazonensis em cultivo in vitro (Tabela

4.6). Para o isolado UENPO06 foram observadas diferengas significativas entre
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as fontes de proteina utilizadas. As maiores produgdes médias de Jls foram
obtidas nos meios contendo gema de ovo em po, farinha de soja e farinha de
tenébrio, acima de 5,0 x 10* JIs/mL™", as quais nao diferiram significativamente
entre si. Os meios de cultivo com farinha de bicho-da-seda e leite em pd
apresentaram produc¢ao intermediarias, enquanto o meio com farinha de ostra
resultou na menor producédo, apenas 1,3 x 10* JIs mL™" (Tabela 4.6), diferindo

significativamente das fontes com melhores desempenhos.

Para o isolado UENPO2, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas entre as diferentes fontes proteicas testadas. A produgao de Jls
variou de 3,28 x 10* JIs mL™" no meio contendo farinha de soja a 8,60 x 102 JIs
mL™ no meio suplementado com farinha de ostra. Apesar da variagao
numeérica entre os tratamentos, todas as fontes proteicas avaliadas foram
capazes de sustentar o desenvolvimento e a multiplicacdo do isolado UENP02

em sistema in vitro, ndo havendo separagao estatistica entre elas.

Tabela 4.4. Produgcdo média de juvenis infectantes (JIs mL™) dos isolados
UENPO2 e UENPO6 de Heterorhabditis amazonensis em funcao de diferentes
fontes de proteina no cultivo in vitro.

Fonte de proteina Isolado

UENPO02
(JIs mL™)

UENPO06
(JIs mL™)

Gema de ovo em po

Farinha de soja
Farinha de tenébrio

Farinha de bicho-da-seda

Leite em po
Farinha de ostra

30.000 + 1.581 Aa
32.800 £ 1.924 Aa
28.000 = 1.581 Aa
23.000 = 1.581 Aa

16.000 + 1.581 Aa
8.600 *+ 1.140 Aa

56.200 + 3.033 Ab
53.800 + 2.588 Ab
50.800 £ 2.775 Ab
40.000 = 1.581 Aa

27.000 + 1.581 Ba
13.000 + 1.581 Ba

CV 50.30

*Médias (+ EPM) seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha néo
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott com p=<0,05.

Na comparagao entre os isolados, verificou-se diferencas significativas,
com o isolado UENPOQG6 apresentando produg¢des superiores as do UENPO02 nos



85

meios com a maioria das fontes proteicas avaliadas. As maiores diferengas
entre os isolados foram observadas nos meios contendo gema de ovo em pé,
farinha de soja e farinha de tenébrio, nos quais o isolado UENPO6 produziu
aproximadamente 1,6 a 1,9 vezes mais JlIs do que o isolado UENPO2. Para os
tratamentos com leite em pé e farinha de ostra, as diferengas também foram
significativas, embora com valores absolutos menores. Esses resultados
evidenciam a maior capacidade produtiva para o isolado UENPQO6 em cultivo in
vitro, especialmente quando associada as fontes proteicas de maior valor

nutricional.

Quando a produgdo in vivo € comparada com a produgao in vitro, 0s
maiores rendimentos para os isolados UENP06 e UENPO2 foram obtidos na
producao in vivo em lagartas de G. mellonella, atingindo 5,51 x 10° JIs g™ de
lagarta e 2,27 x 10° JIs g~ de lagarta, respectivamente. Em contrapartida, na
producao in vitro, utilizando gema de ovo como fonte proteica, os rendimentos
maximos foram de 5,62 x 10* JIs mL™" para o UENPO06 e 3,00 x 10* Jls mL™
para o UENPO2.

Ao comparar a producgao in vivo com a produgao in vitro € importante
considerar ndo apenas o0s rendimentos obtidos, mas também aspectos
operacionais e econdmicos envolvidos em cada metodologia. A produgao in
vivo exige a manutencdo continua da criagdo de insetos hospedeiros, o que
demanda tempo, maior mao de obra especializada e custos adicionais com
dietas e infraestrutura. Por outro lado, a producgao in vitro em meio semissolido
apresenta menor demanda de mé&o de obra, maior padronizagdo do processo e
melhor controle das condigdes de cultivo. Além disso, a possibilidade de
escalonamento e expansao da producdo em larga escala torna-se mais viavel

nesse sistema, especialmente quando se considera aplicagdo comercial.

Outro fator relevante nessa comparacdo € a concentracdo do inéculo
utilizada em cada sistema. No ensaio in vivo foi empregado in6culo de 100 JIs
cm™2 (aproximadamente 790 Jls por lagarta), enquanto no ensaio in vitro em

meio semissolido foi utilizado in6culo de 33 Jls mL™" de meio (1000 Jls/frasco).
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Essas diferengcas metodologicas devem ser consideradas na interpretacéo dos

rendimentos obtidos entre os sistemas.

4.4.4 Avaliagao da Infectividade de JIs Produzidos In Vitro

Para os Jls produzidos no experimento de avaliacdo de fontes lipidicas
para producao in vitro de NEPs. Observou-se que, independentemente da fonte
lipidica utilizada no meio de cultivo, os JIs obtidos apresentaram elevada
infectividade para as larvas de G. mellonella causando mortalidade acima de
85% (Tabela 4.7).

Tabela 4.5. Mortalidade de lagartas de Galleria mellonella causada por juvenis
infectivos (JIs) dos isolados UENP02 e UENPO6 de Heterorhabditis
amazonensis produzidos in vitro em meios contendo diferentes fontes lipidicas.

Fonte lipidica

Oleo de milho Oleo de soja

UENPO2 92 + 10,9 Aa* 88 + 10,9 Aa

UENPO6 88 +10,9 Aa 92 +10,9 Aa
CV 11,56

*Porcentagem de mortalidade (+ EPM). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna
e minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p=<0,05.

Na segunda avaliagdo foi examinada a infectividade dos JIs produzidos
no experimento de fontes proteicas para a produgao in vitro de NEPs. Verificou-
se que, independentemente da fonte proteica utilizada no meio de cultivo, os
JIs obtidos apresentaram elevada infectividade as larvas de G. mellonella com
mortalidade acima de 80%, porém ndo sendo observadas diferencas

significativas entre os tratamentos (Tabela 4.8).
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Tabela 4.6. Mortalidade de lagartas de Galleria mellonella causada por juvenis
infectivos (JIs) dos isolados UENPO2 e UENPO6 de Heterorhabditis
amazonensis produzidos in vitro em meios contendo diferentes fontes
proteicas.

Tratamento Isolados
UENPO06 UENPO02
Gema de ovo em pod 92 + 10,9 Aa* 92 +10,9 Aa
Farinha de soja 88 £ 10,9 Aa 88 £ 10,9 Aa
Farinha de tenébrio 84 + 8,9 Aa 88 + 10,9 Aa
Farinha de bicho-da-seda 88 +£10,9 Aa 84 £ 8,9 Aa
Leite em po 92 +10,9 Aa 88 + 10,9 Aa
Farinha de ostra 92 +10,9 Aa 84 £ 8,9 Aa
CV 11,96

*Porcentagem de mortalidade (+x EPM). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna
e minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p=<0,05.

Embora Cottrell et al. (2011) alertem para o risco de redugcdo da
infectividade de nematoides produzidos em meio liquido, os resultados do
presente estudo demonstraram que os Jls produzidos in vitro em meio
semissolido, suplementado com 2 g de agar L™, mantiveram elevada
infectividade as lagartas de G. mellonella, independentemente das fontes
nutricionais avaliadas. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos, tanto em relacdo as fontes lipidicas quanto as fontes proteicas.
Esses resultados corroboram os estudos de Shapiro et al. (2000), que também
nao verificaram diferengas na mortalidade de insetos inoculados com Jls
produzidos em diferentes sistemas de cultivo, reforcando que a produgao in
vitro, quando adequadamente conduzida, ndo compromete a infectividade dos

JIs de nematdides entomopatogénicos.
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4.5 CONCLUSOES

Os isolados UENPO2 e UENPO6 de H. amazonensis apresentam
capacidade de multiplicagao e infectividade tanto em sistema de produgéo in
vivo quanto em producéo in vitro. A produgao in vivo é superior em lagartas de
G. mellonella quando comparada as de T. molitor, sendo o isolado UENPO6 o

mais produtivo.

Na producdo in vitro, as fontes lipidicas nao influenciam
significativamente o rendimento, sendo observadas produgdes médias variando
de 1,72 x 10*a 2,00 x 10* JIs mL™" e de 2,44 x 10% a 2,66 x 10* JIs mL™" para
os isolados UENP0O2 e UENPO6 de H. amazonensis, respectivamente,

independentemente da fonte lipidica utilizada.

Entre as fontes proteicas, gema de ovo em pé, farinha de soja e farinha
de tenébrio apresentam os melhores resultados produtivos, especialmente para
o isolado UENPO6 de H. amazonensis, com producdes de 5,62 x 104 5,38 x

10* e 5,08 x 10* JIs mL™", respectivamente.

Embora a produgao in vivo apresente maiores rendimentos absolutos, o
sistema in vitro em meio semissolido mostra-se viavel, com potencial para
escalonamento e sem comprometimento da infectividade dos JIs de isolados

de H. amazonensis.
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5 ARTIGO C: EFICACIA DE ISOLADOS DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS ENCAPSULADOS DA ESPECIE
Heterorhabditis amazonensis NO CONTROLE DE Dalbulus maidis EM
PLANTAS DE MILHO

5.1 RESUMO

A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis € uma das principais pragas da cultura
do milho, sendo responsavel pela transmissao de molicutes e virus associados
ao complexo de enfezamentos. Os nematoides entomopatogénicos (NEPSs)
representam uma alternativa promissora para o controle bioldgico de insetos-
praga; entretanto, sua aplicacdo depende do desenvolvimento de formulagdes
que garantam viabilidade e eficiéncia em condi¢gdes semi-controladas e de
campo. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade, a
infectividade e a eficiéncia dos isolados de Heterorhabditis amazonensis
UENPO2 e UENPO6 encapsulados em alginato de sddio no controle de D.
maidis. Foram produzidas capsulas contendo diferentes concentragdes de
juvenis infectivos (JIs) (20, 50, 100, 150 e 200 JIs por capsula), armazenadas a
25 °C até as avaliagbes. Apos 15 dias, foram avaliadas a viabilidade dos
nematoides e a infectividade sobre larvas de Galleria mellonella. Também
foram conduzidos ensaios em casa-de-vegetacao utilizando NEPs aplicados
em suspensao aquosa, capsulas dissolvidas e capsulas intactas. Os resultados
demonstraram que ambos os isolados permaneceram viaveis em todas as
concentragbes avaliadas, com sobrevivéncia de 100% nas concentragdes de
20 e 50 JIs por capsula. A infectividade manteve-se elevada, com mortalidade
igual ou superior a 95% em G. mellonella. Em casa-de-vegetagédo, 0s
tratamentos em suspensdo aquosa apresentaram maior eficiéncia, destacando-
se o isolado UENPO6, com 60% de mortalidade de D. maidis. Os resultados

indicam que a encapsulagdo em alginato de sédio mantém a viabilidade e
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infectividade dos NEPs, representando uma estratégia promissora para o

controle biologico da cigarrinha-do-milho.

Palavras-chave: Esfera de alginato de sodio; Controle biologico;

Heterorhabditis amazonensis; Enfezamento do milho.



91

5.2 ABSTRACT

The corn leafhopper Dalbulus maidis is one of the main pests of the corn crop,
being responsible for the transmission of mollicutes and viruses associated with
the stunt complex. Entomopathogenic nematodes (EPNs) represent a promising
alternative for the biological control of insect pests; however, its application
depends on the development of formulations that ensure viability and efficiency
under semi-controlled and field conditions. Thus, this study aimed to evaluate
the viability, infectivity and efficiency of Heterorhabditis amazonensis isolates
UENPO2 and UENPO6 encapsulated in sodium alginate in the control of D.
maidis. Capsules containing different concentrations of infective juveniles (IJs)
(20, 50, 100, 150 and 200 IJs per capsule) were produced, stored at 25 °C until
evaluations. After 15 days, the viability of the nematodes and the infectivity on
larvae of Galleria mellonella were evaluated. Greenhouse assays were also
conducted using EPNs applied in aqueous suspension, dissolved capsules and
intact capsules. The results showed that both isolates remained viable at all
concentrations evaluated, with 100% survival at concentrations of 20 and 50 |Js
per capsule. Infectivity remained high, with mortality equal to or greater than
95% in G. mellonella. In greenhouse, treatments in aqueous suspension
showed higher efficiency, especially the isolate UENPO6, with 60% mortality of
D. maidis. The results indicate that encapsulation in sodium alginate maintains
the viability and infectivity of EPNs, representing a promising strategy for the

biological control of the corn leafhopper.

Keywords: Sodium alginate sphere; Biological control; Heterorhabdlitis

amazonensis; Corn stunting.
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5.3 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) possui elevada importédncia econémica
e social, sendo amplamente cultivada em diferentes regides do mundo. O milho
€ utilizado nas alimentagdes humana e animal, na industria e na producao de
biocombustiveis. No Brasil, o milho ocupa posicdo de destaque entre as
principais commodities agricolas, com expressiva area cultivada e elevada
contribuigdo para o agronegdécio nacional. Entretanto, a produgéo da cultura é
fortemente influenciada por diversos fatores abidticos e bidticos, especialmente
pela ocorréncia de insetos-praga e doengas (SABATO; OLIVEIRA; LANDAU,
2020; OLIVEIRA; FRIZZAS, 2021).

Entre as principais pragas do milho, a cigarrinha-do-milho, Dalbulus
maidis (DeLong & Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae), destaca-se como
vetor dos agentes etiologicos do complexo de enfezamentos, incluindo
fitoplasmas, espiroplasmas e virus. A transmissdo desses patogenos
compromete o crescimento das plantas de milho, reduz a produtividade e pode
causar perdas econdmicas expressivas em sistemas de produgao intensivos. O
manejo da cigarrinha D. maidis constitui, portanto, um dos principais desafios
fitossanitarios da cultura do milho (SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020;
OLIVEIRA et al., 2003).

O controle dessa praga baseia-se predominantemente no uso de
inseticidas quimicos. Contudo, essa estratégia apresenta limitacbes
importantes, como a necessidade de aplicacdes frequentes, o risco de selecao
de populagdes resistentes e impactos negativos sobre organismos nao alvo e
ao ambiente. Nesse contexto, programas de manejo integrado de pragas (MIP)
tém enfatizado a incorporagdo de métodos de controle bioldgico como
alternativa sustentavel (WAQUIL, 2004; SABATO; OLIVEIRA; LANDAU, 2020).

Os nematdides entomopatogénicos (NEPs), pertencentes principalmente
aos géneros Steinernema e Heterorhabditis, destacam-se como agentes

promissores de controle biolégico. Esses organismos atuam em associagao
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simbidtica com bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus, sendo
capazes de causar rapida mortalidade em insetos hospedeiros. Além disso,
apresentam seguranga ambiental, facilidade de produgdo e compatibilidade
com programas de manejo integrado (GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005;
PETERS; FERRAZ; RIBEIRO, 2017).

Apesar do elevado potencial dos NEPs, sua eficacia em condi¢gées semi-
controladas e de campo pode ser limitada pela sensibilidade a fatores
ambientais, como radiacdo ultravioleta, dessecacdo e variacbes de
temperatura. Quando aplicados em suspensao aquosa, os juvenis infectantes
(JIs) frequentemente apresentam baixa persisténcia no ambiente, reduzindo a
eficiéncia do controle. Dessa forma, o desenvolvimento de formulagdes
capazes de proteger os nematdides e promover sua liberagdo gradual tem sido
considerado um passo essencial para ampliar a viabilidade do uso desses
agentes (EHLERS, 2001; SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024).

A encapsulacdo em matrizes poliméricas naturais, especialmente em
alginato de sodio, tem sido amplamente investigada como estratégia de
formulacdo de NEPs. O alginato € um polimero biodegradavel e atéxico capaz
de formar capsulas gelificadas que protegem os organismos encapsulados
contra estresses ambientais e permitem maior estabilidade durante o
armazenamento. Estudos pioneiros demonstraram que capsulas de alginato
podem preservar a viabilidade e a infectividade de espécies de Heterorhabditis,
promovendo a liberacado controlada dos juvenis infectantes (PATEL; VORLOP,
1994). Estudos mais recentes reforgam que a encapsulagdo pode aumentar a
sobrevivéncia dos NEPs e melhorar sua persisténcia apds a aplicagcao, embora
desafios relacionados a estabilidade das capsulas e a taxa de liberagao ainda
demandem investigagdes (NXITYWA; MALAN, 2021; SHAPIRO-ILAN; LEWIS,
2024).

Entre as espécies de NEPs, Heterorhabditis amazonensis tem se
destacado pelo potencial de controle de diferentes insetos-praga em condicdes
tropicais, apresentando elevada viruléncia e boa adaptacdo ambiental. No

entanto, ainda sao limitados os estudos que avaliam o desempenho de
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isolados dessa espécie formulados em capsulas de alginato, particularmente

no controle de D. maidis em plantas de milho.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
viabilidade, a infectividade e a eficiéncia dos isolados UENP02 e UENPO6 de
Heterorhabditis amazonensis formulados em capsulas de alginato de sddio no
controle da cigarrinha-do-milho D. maidis. Adicionalmente, buscou-se comparar
o desempenho dos isolados aplicados em suspensdo aquosa, capsulas
dissolvidas e capsulas intactas, visando contribuir para o desenvolvimento de
formulacbes mais eficientes e sustentaveis de NEPs para o manejo dessa

importante praga do milho.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Encapsulamento dos NEPs

Neste estudo foram utilizados os isolados UENP02 e UENPO6 de H.
amazonensis obtidos junto ao laboratério de Ensaios com Inimigos Naturais de
Pragas (LabINP), da Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP),
localizado em Cornélio Procopio, PR. Os JlIs utilizados foram multiplicados
utilizando o método in vitro. Na producao das esferas de alginato de sédio para
encapsulamento dos NEPs foi seguida metodologia adaptada de Chen e
Glazer (2005) e Kim, Jaffuel e Turlings (2015). Assim, foram utilizados 10 mL
de glicerol (v/v), 2 g de alginato de sddio (p/v), 75 yL de formol para a
conservagao do alginato de sodio e 100 mL de agua destilada morna na

temperatura de aproximadamente 50 °C.

A solugéo de alginato de sdédio foi autoclavada a 121 °C por 20 min.
Apds autoclavagem, e resfriamento, os NEPs foram adicionados a solugéo de
alginato de sddio para obter concentragdes de 20, 50, 100, 150 e 200
JIs/capsula, sendo que cada concentracdo de NEP foi considerada um
tratamento. A solugcdo contendo os NEPs foi transferida para seringa
descartavel de 10 mL, sem agulha. Cada concentragao foi ajustada para 10 mL
da solugdo, resultando em cerca de 200 capsulas por tratamento. Em
temperatura ambiente, a solugao da seringa foi gotejada em Becker de 250 mL
contendo solugao de CaCl,, sob agitacdo continua. As esferas formadas foram
mantidas na solugcdo de CaCl, em agitacdo por cerca de 10 minutos para
completar o processo de cura. Apés o periodo de cura, as esferas foram
recuperadas com o auxilio de peneira, secas em papel toalha e armazenadas
em placas de Petri autoclavadas, vedadas com plastico filme, sendo mantidas
em camara B.0O.D. a 25 + 1°C por 15 dias (Figura 5.1)
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Figura 5.1. Encapsulamento em capsulas de alginato de sddio dos isolados de
NEPs UENP 02 e UENP 06 de Heterorhabditis amazonensis.

5.4.2 Avaliacéo da Viabilidade e Infectividade de JIs de NEPs Encapsulados

Para avaliar a viabilidade dos NEPs encapsulados, as esferas de
alginato de sodio contendo os nematdides foram dissolvidas utilizando solugao
de cloreto de sodio (Amalia Gabriela Moura, 2023, comunicagéo pessoal). Apos
a completa dissolugéo das capsulas, foi realizada a contagem dos nematdides
vivos e mortos para cada tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e ao teste de médias de Scott-Knott, utilizando o programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

A infectividade dos JIs dos NEPs encapsulados foi avaliada em quatro
repeticdes. Cada repeticado foi constituida por cinco lagartas de G. mellonella
dispostas em placa de Petri de 9 cm, contendo dois papeis filtros. Os NEPs
UENP 02 e UENP 06 foram inoculados na concentracdo de 100 Jls/cm?. As
placas foram mantidas em camara B.O.D. a 25£1 °C, no escuro por um periodo
de trés dias para confirmacéo da mortalidade e sintomas nas lagartas de G.

mellonella.
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5.4.3 Avaliacdo da Infectividade de JIs de NEPs no Controle In Planta de

Dalbulus maidis sob Condi¢des de Casa-de-vegetacao

Foram utilizadas plantas de milho da cultivar IPR 164, no estadio
fenoldgico V1, cultivadas em vasos de polietileno com capacidade de 2,2 L,
contendo mistura de solo, areia e esterco curtido na proporgao de 3:1:1 (v/v/v).
As sementes utilizadas nos experimentos foram fornecidas pelo Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-Emater (IDR-Parana), Londrina,
PR, Brasil.

Foram utilizados no estudo de infectividade in planta os isolados
UENPO2 e UENPO6 de H. amazonensis, produzidos in vitro. Os tratamentos
consistiram em: T1, controle (agua); T2, UENPO2 em solugdo aquosa; T3,
UENPO6 em solugdo aquosa; T4, UENPO02 encapsulado; T5, UENPO06
encapsulado; T6, UENPO2 capsulas dissolvidas; e T7, UENPO6 capsulas
dissolvidas. Em todos os tratamentos contendo NEPs foi utilizada a
concentracéo de 100 juvenis infectantes (JIs) por cm?, aplicados diretamente

no cartucho das plantas de milho.

Apos a aplicagdo dos tratamentos, foram liberadas 15 cigarrinhas
adultas de D. maidis por planta, visando a infestagdo experimental. Para evitar
a fuga dos insetos, cada vaso foi envolvido com folhas de acetato transparente
(A3 — 30 x 42 cm) e fechado na parte superior com tecido voal, fixado com
elastico. Os vasos foram irrigados diariamente de modo a manter condi¢des
adequadas para o desenvolvimento das plantas e a atividade dos nematdides
(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Avaliacdo da infectividade de JIs de NEPs da espécie
Heterorhabditis amazonensis no controle in planta de Dalbulus maidis sob
condigdes de casa-de-vegetacdo. A, Vasos contendo uma plantula de milho
envolvida com folha de acetato transparente; B, cigarrinhas alimentando-se da
plantula de milho; e C, vasos fechados na parte superior com tecido voal,
fixado com elastico, para evitar a fuga das cigarrinhas.

A avaliagdo da eficacia no controle da cigarrinha-do-milho D. maidis
pelos NEPs da espécie H. amazonensis foi realizada sete dias ap6s a
aplicacdo dos tratamentos, pela contagem do numero de cigarrinhas
sobreviventes. As cigarrinhas mortas foram dissecadas para confirmagao da

infeccdo e da mortalidade atribuida aos nematoéides entomopatogénicos.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Viabilidade de JIs de NEPs Encapsulados em Capsulas de Alginato de
Sadio

Embora ndo tenham sido detectadas diferengas significativas entre as
concentracdes dos JIs e nem entre os isolados UENP 02 e UENP 06 de H.
amazonensis encapsulados em capsulas de alginato de sodio, foi observada
tendéncia de reducdo na sobrevivéncia dos JIs a medida que a concentracéo
por capsula aumentou. Nas concentracbes mais baixas, de 20 e 50 Jls por
capsula, ambos os isolados apresentaram 100% de sobrevivéncia,
evidenciando condigdes mais favoraveis a manutencdo da viabilidade dos

NEPs nessas densidades populacionais (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Sobrevivéncia de Jls dos isolados UENP02 e UENPO06 de
Heterorhabditis amazonensis em capsulas de alginato de sédio, 15 dias apds o
encapsulamento em diferentes concentracoes.

Concentragao NEP (% de sobrevivéncia)
(JIslcapsula) UENPO02 UENPO06
20 100 Aa* 100 Aa
50 100 Aa 100 Aa
100 88.31 Aa 81,81 Aa
150 83,87 Aa 70,00 Aa
200 76,59 Aa 72,41 Aa
C.V. 41,54

*Médias (x EPM) seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nao
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott com p=<0,05.

Em contrapartida, nas concentracées de 100, 150 e 200 Jls por capsula,
foram observadas redugbes graduais na sobrevivéncia dos Jls dos NEPs.
Assim, a sobrevivéncia dos JIs do isolado UENPO2 apresentou redugdes para
88,31%, 83,87% e 76,59%, respectivamente. Tendéncia semelhante foi

observada para o isolado UENPO06, com sobrevivéncia dos JIs na ordem de
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81,81%, 70,00% e 72,41%, para as referidas concentragdes. Apesar dessas
redugdes, os niveis de sobrevivéncia permaneceram relativamente elevados
apds 15 dias de armazenamento, indicando boa tolerancia dos Jls dos NEPs
ao processo de encapsulagdo. Resultados comparaveis foram descritos por
Patel e Vorlop (1994), que observaram taxas de sobrevivéncia superiores a
70% para isolados de Heterorhabditis sp. encapsulados em alginato de caélcio
apods periodos de armazenamento de até duas semanas. Este desempenho foi
atribuido a protecdo conferida pela matriz polimérica contra dessecagao. De
forma semelhante, Ehlers (2001) relatou que formulagdes baseadas em
alginato podem manter alta viabilidade de NEPs durante o armazenamento,
especialmente quando a densidade populacional dentro da capsula é
controlada. Essa condigédo reduz o estresse fisiologico e a competicdo entre os
Jis.

Embora ndo tenham sido detectadas diferencas significativas entre as
concentracdes de JIs dos NEPs, a tendéncia de redug¢do na sobrevivéncia em
maiores concentragdes do agente por capsula sugere que a densidade
populacional dentro da matriz polimérica pode influenciar a troca gasosa e a
disponibilidade de recursos nutricionais. Altas densidades de Jls podem
aumentar a demanda metabdlica e favorecer o acumulo de metabdlitos
excretados, fatores ja descritos como limitantes para a sobrevivéncia de NEPs
em formulagdes concentradas (EHLERS, 2001; SHAPIRO-ILAN; LEWIS,
2024). Esse padrao também é coerente com observagdes de Nxitywa e Malan
(2021). Os autores relatam que a longevidade de JIs de NEPs encapsulados
depende diretamente da densidade de estocagem e das propriedades fisico-
quimicas da capsula. A manutencao de sobrevivéncia superior a 70% mesmo
nas maiores concentracdes indica, entretanto, que o protocolo desenvolvido
apresenta boa eficiéncia operacional e potencial para ajustes visando otimizar

o equilibrio entre densidade e viabilidade.

Os resultados obtidos indicam que concentragbes mais elevadas de Jls
dos NEPs por capsula tendem a reduzir gradativamente a sobrevivéncia,

enquanto concentragdes mais baixas favorecem a viabilidade. Assim, a escolha
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da densidade de encapsulamento deve buscar um equilibrio entre estabilidade
biolégica e carga infectiva por unidade de formulagcdo. Esse aspecto é
considerado fundamental no desenvolvimento de produtos comerciais a base
de NEPs (EHLERS, 2001; SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024).

5.5.2 Infectividade para Lagartas de Galleria mellonella de JIs de NEPs

Encapsulados em Capsulas de Alginato de Sodio.

Os JIs encapsulados de NEPs dos isolados UENP02 e UENPO6 de H.
amazonensis mantiveram elevada infectividade e patogenicidade para lagartas
de G. mellonella, mesmo apo6s 15 dias de encapsulamento em capsulas de
alginato de sddio (Tabela 5.2). Nao foram observadas diferengas significativas
na infectividade para as capsulas com diferentes concentragcbes de Jls, nem
entre os dois isolados de NEPs avaliados. Considerando as concentracoes
testadas, os resultados indicam que a quantidade de nematdides encapsulados

nao comprometeu a capacidade infectiva dos NEPs.

Tabela 5.2. Infectividade para lagartas de Galleria mellonella de Jls dos NEPs
UENPO2 e UENPO6 de Heterorhabditis amazonensis encapsulados em
capsulas de alginato de sodio.

Concentragao NEP (% de mortalidade)
(JIslcapsula) UENPO06 UENPO02
20 100+0 Aa* 95+10 Aa
50 95+10 Aa 95+10 Aa
100 95+10 Aa 100+0 Aa
150 1000 Aa 95+10 Aa
200 100+0 Aa 100+0 Aa
C.V. 10,96

*Médias (+ EPM) seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nao
diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott com p<0,05.

De maneira geral, a mortalidade das lagartas de G. mellonella foi igual

ou superior a 95% em todos os tratamentos, independentemente da
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concentracéo de Jls, compreendendo de 20 a 200 JiIs por capsula, e do isolado
de NEP. O isolado UENPO6 promoveu 100% de mortalidade nas
concentracdes de 20, 150 e 200 JiIs por capsula, enquanto o isolado UENP02
alcancou 100% de mortalidade nas concentracbes de 100 e 200 Jls por
capsula. Nas demais concentragdes, ambos os isolados apresentaram

mortalidade de 95%, com baixa variabilidade entre as repeticdes.

Os elevados niveis de mortalidade observados demonstram que o
processo de encapsulamento em alginato de sodio ndo comprometeu a
viruléncia nem a capacidade infectiva dos JIs dos dois NEPs, corroborando os
resultados de viabilidade apresentados anteriormente. Esses dados indicam
que os nematodides ndo apenas permaneceram vivos dentro das capsulas, mas
também mantiveram sua competéncia biolégica para localizar, penetrar e

infectar o hospedeiro apds a liberagdo da matriz polimérica.

A auséncia de diferengas entre concentragbes sugere que, dentro da
faixa avaliada, o aumento do numero de JIs por capsula nao resulta
necessariamente em incremento na mortalidade do hospedeiro, uma vez que
G. mellonella ¢é altamente suscetivel a infeccdo por NEPs. Esse
comportamento ja foi relatado na literatura, na qual lagartas desse inseto séo
amplamente utilizadas como hospedeiro padrdo justamente devido a sua alta
sensibilidade e rapida resposta a infecgdo. Além disso, a manutengao de
elevada infectividade apos 15 dias de encapsulamento reforca o potencial da
formulacdo encapsulada como estratégia para o armazenamento e transporte
de NEPs. Essa condigcao protege os JIs contra fatores adversos e permite sua
aplicagdo futura sem perda significativa de eficiéncia biolégica. Esses
resultados também sao particularmente relevantes quando forem considerados
em conjunto com os ensaios conduzidos em casa-de-vegetacao para avaliar o

controle da cigarrinha-do-milho D. maidis.

De forma geral, os resultados demonstram que os isolados UENPO2 e
UENPO6 de H. amazonensis mantém elevada infectividade apdés o
encapsulamento em alginato de sédio. Isto também valida o uso de Galleria

mellonella como organismo modelo para confirmar a eficiéncia bioldgica da
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formulacéo, reforgando a viabilidade do encapsulamento como uma alternativa
promissora para a aplicagado de NEPs em programas de controle biologico de

pragas agricolas.

5.5.3 Avaliacao da Infectividade de JIs de NEPs Encapsulados no Controle de

Dalbulus maidis In Planta sob Condi¢des de Casa-de-vegetacgao

Todos os tratamentos contendo JIs dos NEPs dos isolados UENPO2 e
UENPO6 de H. amazonensis promoveram mortalidade significativa de adultos
de D. maidis em plantas de milho sob condicbes de casa-de-vegetacao,
quando comparados ao controle (Figura 5.3). Esses resultados demonstram
que os isolados UENP0O2 e UENPO6 mantiveram sua infectividade tanto
encapsulados como em suspensao aquosa nas avaliagdes in planta que é um
sistema experimental mais complexo do que as condi¢gdes de bioensaios em
laboratério. A mortalidade observada confirma o potencial des NEPs como
agentes de controle biolégico da cigarrinha-do-milho D. maidis, mesmo sob

condi¢cdes que envolvem interagcao planta—inseto—ambiente.

A aplicacado do isolado UENPO6 em suspensao aquosa apresentou a
maior mortalidade (60%) de cigarrinhas-do-milho, diferindo significativamente
dos demais tratamentos (Figura 5.3). A melhor performace da suspensao
aquosa pode estar associada a imediata disponibilidade dos JIs no cartucho da
planta de milho, favorecendo o rapido contato com o hospedeiro, a cigarrinha.
Em aplicagbes liquidas, os NEPs apresentam maior mobilidade inicial e
dispersdo homogénea, fatores que aumentam a probabilidade de encontro com
o inseto-alvo (EHLERS, 2001; GRIFFIN; BOEMARE; LEWIS, 2005). O
desempenho consistentemente superior do isolado UENPO6 em todas as
formas de aplicacao reforca os resultados obtidos em experimentos anteriores
deste estudo in vitro e in vivo sob condicbes de laboratério, indicando maior

agressividade intrinseca desse isolado de NEP.
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Figura 5.3. Mortalidade de Dalbulus maidis causada pelos isolados UENPO2 e
UENPO6 de Heterorhabditis amazonensis aplicados em suspensao aquosa e
encapsulados em alginato em casa-de-vegetagao.
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*Médias (£ EPM) seguidas de mesma letra maiuscula n&o diferiram entre si pelo teste de Scott-
Knott com p<0,05.

Os tratamentos com capsulas de alginato de sodio previamente
dissolvidas apresentaram mortalidades intermediarias (=41-43%), indicando
que a dissolugao parcial da matriz polimérica permitiu a liberagdo dos Jls,
embora com menor eficiéncia do que a suspensao aquosa. Formulacdes
encapsuladas podem modificar a dindmica de liberagéo e dispersao dos juvenis
infectantes, o que influenciaria a probabilidade de contato com o inseto-alvo em
periodos iniciais apds a aplicagdao (SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024).

Nas aplicagbes com capsulas intactas, as mortalidades foram menores
(=36-39%), porém ainda significativamente superiores ao controle,
evidenciando que os NEPs dos dois isolados de H. amazonensis
permaneceram viaveis e infectivos apds o processo de encapsulacdo. A
reducgao relativa da mortalidade do inseto-alvo a cigarrinha-do-milho pode ser
atribuida ao mecanismo de liberagdo gradual dos JIs promovido pela matriz de
alginato. Sistemas encapsulados sao projetados para proteger os organismos e
promover a liberagao controlada do agente ao longo do tempo, o que pode
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limitar a disponibilidade imediata dos JIs em avaliagdes realizadas poucos dias
apos a aplicagdo (PATEL; VORLOP, 1994; NXITYWA; MALAN, 2021).

Estudos sobre encapsulamento de NEPs demonstram que capsulas de
alginato de sodio podem preservar a viabilidade e a infectividade dos NEPs,
além de aumentar sua persisténcia ambiental. Patel e Vorlop (1994)
observaram que capsulas de alginato proporcionaram liberagdo controlada
eficiente de isolados de Heterorhabditis sp., enquanto Nxitywa e Malan (2021)
destacam que a estabilidade das capsulas e a taxa de escape dos nematdides
sao fatores criticos que influenciaram o desempenho em bioensaios. Dessa
forma, a menor mortalidade observada no presente estudo nao indica perda de
patogenicidade, mas possivelmente reflete a dindmica de liberagdo dos Jls

dentro do periodo de avaliagéo.

A superioridade do isolado UENPO6 em relagcdao ao UENP02 em todas
as estratégias de aplicacdo evidencia a importancia da variabilidade
intraespecifica na eficiéncia de controle. Diferengas genéticas e fisioldgicas
entre isolados de uma mesma espécie podem influenciar a viruléncia, o
comportamento de busca do hospedeiro e a adaptacdo as condi¢cdes
ambientais. Em sistemas semi-controlados, como casa-de-vegetacao,
variagbes de temperatura, umidade e microambiente da planta podem interagir
com essas caracteristicas bioldgicas, influenciando a dindmica de infeccéo
pelos NEps (GREWAL; EHLERS; SHAPIRO-ILAN, 2005; PETERS et al., 2017).

Embora a aplicagdo em suspensao aquosa tenha proporcionado maior
eficiéncia imediata no presente estudo, a encapsulagédo apresenta vantagens
estratégicas importantes quando da aplicacdo pratica desses agentes de
biocontrole sob condicbes de campo. Formulagbes encapsuladas podem
aumentar a protecdo contra dessecacao e radiacdo ultravioleta, melhorar a
estabilidade durante o armazenamento e favorecer a persisténcia dos
nematoides apds a aplicagao (EHLERS, 2001; SHAPIRO-ILAN; LEWIS, 2024).
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5.6 CONCLUSOES

O encapsulamento de juvenis infectantes (JIs) dos isolados UENPO2 e
UENPQO6 de Heterorhabditis amazonensis em alginato de sodio mostra
eficiencia na manutencdo da viabilidade e infectividade desses NEPs. A
sobrevivéncia permanece elevada 15 dias apds a encapsulagdo, mesmo nas
maiores concentragdes. Entretanto, € observada tendéncia de reducdo em
densidades mais altas dos Jls.

A infectividade para Galleria mellonella se mantem acima de 95% em
todos os tratamentos, demonstrando que o encapsulamento ndo compromete a
patogenicidade dos Jls.

Sob condi¢cbes de casa-de-vegetacdo, os NEPs promovem mortalidade
significativa de Dalbulus maidis, com melhor desempenho na aplicagdo em
suspensdo aquosa. As formulagdes encapsuladas apresentam mortalidades
intermediarias, possivelmente devido a liberagao gradual dos JIs dos NEPs,

mas mantem eficiéncia significativa.

Conclui-se que o encapsulamento em alginato de sédio representa uma
estratégia promissora para armazenamento e aplicagdo de NEPs no controle
biolégico da cigarrinha-do-milho, especialmente para o isolado UENPO6 de

Heterorhabditis amazonensis.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que nematoides entomopatogénicos
(NEPs), especialmente os isolados UENP0O2 e UENPO6 de Heterorhabditis
amazonensis, apresentam elevado potencial para o controle biolégico da
cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis, principal vetor dos agentes do complexo
de enfezamentos do milho (CEM). Os ensaios laboratoriais evidenciaram que
ambos os isolados de H. amazonensis promovem mortalidade significativa de
adultos da cigarrinha-do-milho, com acéo relativamente rapida (LTso = 72
horas) e resposta dependente da concentragdo de indculo, sendo que doses a
partir de 75 JIs cm™ sao suficientes para alcangar niveis expressivos de

controle do inseto-alvo.

A superioridade do isolado UENPO6 foi consistente ao longo dos
experimentos, tanto na agressivodade quanto na capacidade produtiva,
indicando que diferengas intraespecificas sao determinantes na eficiéncia de
controle. Esses resultados reforcam a importancia da selecao criteriosa de
isolados de NEPs como etapa fundamental no desenvolvimento de estratégias

de controle bioldgico para o manejo de pragas agricolas.

No que se refere a viabilizacdo produtiva, a produgao in vivo apresentou
maiores rendimentos em lagartas de Galleria mellonella, confirmando sua
eficiéncia como hospedeiro padrdo para multiplicacdo de NEPs. Entretanto, a
produgado in vitro em meio semissolido mostrou-se viavel, com rendimentos
consistentes e manutengdo da infectividade dos juvenis infectantes,
especialmente quando utilizadas fontes proteicas como gema de ovo em po,
farinha de soja e farinha de tenébrio. Essas informag¢des indicam potencial para
escalonamento produtivo, reduzindo a dependéncia de sistemas

exclusivamente baseados em insetos hospedeiros.

O desenvolvimento da formulagdo encapsulada de Jls de NEPs em

alginato de sddio demonstrou ser uma estratégia eficiente para preservagao da
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viabilidade e da infectividade desses nematoides. A encapsulagdo manteve
elevadas taxas de sobrevivéncia e agressividade, evidenciando que o processo
nao compromete a qualidade biologica dos juvenis infectantes. Em condigbes
de casa-de-vegetacdo, os NEPs da espécie Heterorhabditis amazonensis
apresentaram mortalidade significativa de D. maidis, com melhor desempenho
na aplicagcdo em suspensao aquosa. Entretanto, as formulagdes encapsuladas
também promoveram controle do inseto-alvo significativamente superior ao
tratamento controle, indicando potencial para aprimoramento da tecnologia

para liberagao de Jls de NEPs.

De forma integrada, os resultados deste estudo demonstram que os
isolados UENPO2 e, especialmente, o UENPO06 de Heterorhabditis
amazonensis reunem caracteristicas desejaveis para aplicagdo no manejo da
cigarrinha-do-milho: alta agresividade, viabilidade produtiva, manutengdo da
infectividade apds cultivo in vitro e estabilidade em formulagdo encapsulada.
Assim, esses isolados de NEPs configuram-se como alternativa sustentavel
para integrar programas de manejo integrado de pragas, contribuindo para a
reducado da dependéncia de inseticidas quimicos no controle de insetos veotres

de agentes do complexo de enfezamentos do milho.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a realizacdo de ensaios em
condicbes de campo, a otimizacdo da formulacdo encapsulada visando
melhorar a dindmica de liberacdo dos juvenis infectantes, e a avaliagdo da
compatibilidade dos isolados de NEPs com outras estratégias de manejo, como
controle quimico seletivo e cultivares tolerantes. Esses avancos poderao

consolidar a aplicacéo pratica dos NEPs no sistema produtivo do milho.
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