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RESUMO

SILVA, Marco Aurélio Tramontin da. Avaliacio de nematdides
entomopatogénicos visando o controle da cigarra-do-cafeeiro. 2007. 49 p.
Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

A cafeicultura no Brasil é bastante expressiva, sendo responsave pela
maior producdo, consumo e exportacdo de café do mundo. As espécies Coffea
arabica e C. canephora séo predominantes e sdo hospedeiras de alguns insetos-
praga de importancia econémica como as cigarras. A espécie Quesada gigas
(Olivier, 1790) é considerada a principal por apresentar maior tamanho e causar
danos mais sérios as plantas. Assim, este trabalho teve como objetivos,
desenvolver uma metodologia que permitisse a manutencdo das ninfas de
cigarras em condicBes de laboratério, avaliar a eficiéncia de diferentes isolados
de nematdides entomopatogénicos contra hinfas de cigarras, bem como avaliar a
viruléncia destes entomopatdgenos e 0 dedocamento dos mesmos em coluna de
solo. Foi realizado um teste para a escolha da concentracdo utilizada na selecao,
gue foi de 300 juvenis infectantes (JI) /inseto. Para os bioensaios, as ninfas
foram coletadas e inseridas em mudas de cafeeiro e, no dia seguinte, instalado o
experimento. Foi avaliada a patogenicidade de diferentes isolados de
Heterorhabditis e Steinernema sobre ninfas de cigarras. Cada tratamento
constou de quatro repeticbes e em cada repeticdo cinco mudas, ou sgja, 20
insetos/tratamento, aplicados em 1 mL de suspensdo. As avaliacbes foram
realizadas apos trés e seis dias de inoculagdo e a confirmacdo feita cinco dias
depois. Os isolados mais virulentos foram selecionados e avaliados nas
concentracBes que variaram entre 0 e 500 Jl/inseto. Foi avaliada também a
eficiéncia de Heterorhabditis sp. JPM 4 e S. riobrave, aplicados em coluna de
solo, para observacdo do comportamento de busca destes nematoides. Este
bicensaio foi realizado em cilindros de cano PVC (5 x 15, dtura e didmetro,
respectivamente), contendo trés ninfas de cigarra cada um, sendo aplicados 4,4
Ji/cm?. A avaliacgo foi realizada apds cinco dias, sendo realizada a confirmag&o
apos este mesmo periodo. Verificou-se que todos os isolados testados foram
patogénicos ao inseto, exceto S. feltiae. Os isolados Heterorhabditis sp. (JPM 4)
e S riobrave foram os mais virulentos, causando mortalidade 50 e 30%,
respectivamente, apds seis dias de inoculacdo. Na avaliacdo de deslocamento
vertical, o isolado Heterorhabditis sp. (JPM 4) causou mortalidade total e
confirmada até a Ultima profundidade testada (30 cm).

" Orientador: Alcides Moino Jinior — UFLA.



ABSTRACT

SILVA, Marco Aurélio Tramontin da. Evaluation of entomopathogenic
nematodes aiming the control of coffee plant cicadas. 2007. 49 p. Dissertation
(Master Degree in Entomology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

Coffee plantation in Brazil is very important, once it is responsible for
the greatest production, consumption and exportation of coffee in the world. The
species Coffea arabica and C. canephora are predominant and also host some
insect-pests of economical importance such as the cicadas. The species Quesada
gigas is considered the principal because it presents bigger size and cause more
serious damages to the plants. Therefore, this work aimed developing a
methodology which alowed maintaining the nymphs of cicada in laboratory
conditions, evaluating the efficiency of different strains of entomopathogenic
nematodes against nymphs of cicadas, as well as to assessing the virulence of
those entomopathogens and the didocation of them in ground column. A test
was carried out to choose the concentration used in the selection, which was of
300 juvenile infectives (1J) /insect. For the bioassays, the nymphs were collected
and inserted into the seedlings of coffee plant (one nymph/plant) and on the
following day the experiment was installed. It was evaluated the pathogenicity
of different strains of Heterorhabditis and Steinernema on the cicada nymphs.
Each treatment consisted in four replications and in each replication five
seedlings; it means 20 insects/treatments, being applied in 1 mL of nematode
suspension. The evaluations were carried out after three and six days of
inoculation and the confirmation of mortality due five days later. The isolated
most virulent were selected and evaluated at the concentrations which varied
between 0 and 500 IJinsect. It was also assessed the efficiency of
Heterorhabditis sp. (JPM 4) and S. riobrave, applied in the ground column, for
the behavior of searching observation of these nematodes. This bioassay was
carried out in cylinders of pipe PVC (5 x 15, height and diameter, respectively),
containing three nymphs of cicada each one, being applied 4,4 1Jcm® The
evaluation was carried out five days later, with the confirmation being done after
this same period. It was concluded that all the strain tested were pathogenic to
the insect, except S. feltiae. The strain Heterorhabditis sp. (JPM 4) and S.
riobrave were the most virulent, causing mortality rate around 50% and 30 %,
respectively, after six days inoculation. In the evaluation of vertical dislocation,
the isolate Heterorhabditis sp. (JPM 4) caused total confirmed mortality up to
the last depth tested (30 cm).

" Advisor: Alcides Moino Janior - UFLA



1INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira apresentou a maior producéo mundial na safra
2005/2006, trés vezes mais que o Vietnd, segundo maior produtor. O Brasil é
também, o maior exportador mundial, sendo a Alemanha sua maior importadora.
A cafeicultura detém 5% do produto interno bruto (PIB) do pais, gerando em
torno de 27 milhdes de ddlares. Atualmente o café € 0 segundo maior gerador de
riquezas do planeta, ficando atrds somente do petrdleo. Considera-se um
mercado que move cerca de 91 milhdes de ddlares anualmente (Embrapa Café,
2007).

Os Estados que mais se destacam na producdo brasileira sGo Minas
Gerais (praticamente metade da producado), Sao Paulo e Espirito Santo, além de
outros como Parana, Bahia e Ronddnia (Agrianua, 2007). Esta producéo
poderia acancar indices mais elevados, se ndo houvesse a intervencdo de
insetos-praga que necessitam um controle adequado.

A cultura do cafeeiro é alvo de inUmeras pragas, algumas destas de
importancia econdmica, por causarem danos significativos, ocasionando perdas
naproducdo (Reiset a., 2002).

Entre os principais insetos-praga destacam-se as cigarras que atacam as
raizes do cafeeiro. Os géneros mais encontrados sdo (em ordem de importancia e
danos): Quesada, Fidicinoides, Carineta e Dorisiana (Reis & al., 2002). A
espécie de maior importancia € Quesada gigas (Olivier, 1790), que na maioria
das vezes representa 87% da populacdo. SA0 caracterizadas pelo tamanho
avantgjado em relacdo a outras espécies de cigarras, constituindo-se como amais
prejudicial e de maior disseminacdo (Maccagnan & Martinelli, 2004).

Os danos séo causados péas ninfas que, apds a eclosdo do ovo na parte

aérea da planta, migram para as raizes, onde permanecem sugando a seiva.



Conseguentemente 0 ataque as raizes, causa reflexos na parte aérea das plantas,
como clorose e queda precoce das folhas e nas raizes, ocasionando assim,
definhamento da planta e reducéo da produtividade, podendo em alguns casos,
levar a perdatotal dalavoura (Reis & Souza, 1991).

O controle da cigarra € realizado quando h4 um aumento excessivo
destes insetos, considerando que 0 método mais utilizado, por ser eficiente, é 0
controle quimico. Porém, este método de controle causa sérios problemas
ambientais e sociais, gerando fontes contaminantes no solo, resisténcia de
insetos, efeitos adversos de inimigos naturais e efeitos toxicos para aplicadores e
consumidores (Gallo et a., 2002). Assim, torna-se claro a necessidade do estudo
de outras técnicas de controle para estes insetos-praga que visem a minimizacéo
do uso de produtos fitossanitarios e que colaborem para uma agricultura
sustentave, entre elas. o controle biolégico de pragas.

O controle hioldégico vem sendo utilizado em muitos paises com a
finalidade de minimizar populacbes de insetos-praga de uma forma mais
sustentavel a0 meio ambiente (Cruz, 2002). Atualmente ha uma procura pelo
controle microbiano, devido ao grande sucesso no combate as pragas,
principalmente com o0 uso de nematdides entomopatogénicos, por serem
especificos agentes de controle de insetos-praga (Alves, 1998).

Os nematdides entomopatogénicos tém demonstrado eficacia no
controle de pragas de solo, uma vez que ocupam esse mesmo hicho no meio
ambiente. Além disso, esses agentes apresentam diversas vantagens quando
comparados a outros métodos de controle, apresentando acdo sinergistica com
outros entomopatdgenos e inclusive com produtos fitossanitarios, o que favorece
seu uso em programas de manejo integrado (Grewal et al., 2001; Koppenhdfer et
al., 2002; Koppenhofer et al., 2003).

A busca por nemat6ides entomopatogénicos tem aumentado cada vez

mais, pelos sucessos demonstrados em varios trabalhos distribuidos pelo mundo,



congtituindo forte ferramenta a ser utilizada no controle biolégico (Kaya et al.,
2006; Georgiset al., 2006).

Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram:

1. Desenvolver uma metodologia de manutencdo de ninfas de
cigarras em condic¢des de laboratério.

2. Sdecionar isolados de nematdides entomopatogénicos dos géneros
Heterorhabditis e Steinernema visando o controle de ninfas de cigarras-do-
cafeeiro em condicBes de laboratorio.

3. Determinar a viruléncia de nematdides entomopatogénicos, por
meio de testes de concentracdo em condicdes de laboratorio.

4, Avadiar o deslocamento de nematdides entomopatogénicos para
observar a locomo¢do e o comportamento de busca destes nematdides, em

condicdes de laboratorio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A culturado cafeeiro no Brasil

O cafeeiro (Coffea spp.) pertence a familia Rubiaceae, havendo maior
destague para as espécies Coffea arabica L., conhecida como café arébica e C.
canephora Pierre & Froehmer, conhecida como café Conilon ou Robusta (Prado
& Nascimento, 2003).

Atualmente, diversas cultivares estdo no mercado para o cafeicultor,
inclusive geneticamente melhoradas para fins mais lucrativos. As novas
variedades sdo resistentes a vérias pragas, permitindo um menor custo com
insumos para o0 controle. Dentre as inimeras cultivares podem-se destacar
algumas como: Mundo Novo, Catuai Amarelo e Vermelho, Catucai Amarelo e
Vermelho, Rubi, Icatu, Topézio, entre outras (Embrapa Café, 2007).

O Brasil é 0 maior produtor e também o maior exportador de café do
mundo, exportando principalmente para os Estados Unidos e paises europeus
(Agrianual, 2007). Entretanto, a cultura do cafeeiro tem enfrentado indmeros

problemas relacionados a diversas pragas.

2.2 Principaisinsetos-praga da cultur a do cafeeiro

Entre os principais insetos-praga encontram-se a broca-do-café
Hypothenemus hampei Ferrari, 1867 (Coleoptera: Scolytidag), o bicho-mineiro
Leucoptera coffeella Guérin-Menéville, 1842 (Lepidoptera: Lyonetiidae), as
cochonilhas da parte aérea: Coccus viridis (Green, 1889) (Hemiptera: Coccidae),
Saissetia coffeae (Walker, 1852) (Hemiptera: Coccidage) e Planococcus citri
(Risso, 1813) (Hemiptera: Pseudococcidae) e da raiz: Dysmicoccus texensis
(Hempd, 1918) (Hemiptera: Pseudococcidag); e as cigarras (Hemiptera
Cicadidae) (Gallo et al., 2002).



Nos dltimos anos as cigarras do cafeeiro tém aumentado em
importancia, sendo consideradas como uma das pragas-chave para esta cultura.
Ocorrem em todos os Estados em que a cultura do cafeeiro esta presente, com
maior intensidade nos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Parana (Maccagnan
& Martindli, 2004).

2.3 A familia Cicadidae
2.3.1 Aspectos gerais

As cigarras associadas ao cafeeiro pertencem a familia Cicadidae
(Hemiptera: Auchenorrhyncha), havendo quatro espécies principais: Q.gigas, F.
pronoe (Walker, 1850), Carineta fasciculata (Germar, 1830) e Dorisiana
drewseni (Stal, 1854). Dentre estas espécies, Q. gigas destaca-se por ser maior e
mais prejudicial ao cafeeiro (Gallo et a., 2002; Reis et al., 2002). De maneira
geral, todas as espécies tém ciclos de vida longos e com geracdes superpostas,
sendo que na maior parte do ciclo, elas permanecem na forma jovem (ninfas),
abaixo da superficie do solo. O adulto, por sua vez, dura gpenas algumas
semanas. O género Magicicada, comum nos Estados Unidos, € conhecido por
ser uma cigarra periodica, cujos insetos possuem ciclos de vida sincronizados de
13 ou até 17 anos, sem superposicdo de geracbes (Cooley, 2006). Os outros
géneros englobam as cigarras “anuais’, que apesar de possuirem ciclos de vida
longos (dois ou mais anos), hdo sdo sincronizados, de maneira que todos 0s anos

ocorrem emergéncia de adultos.

2.3.2 Ocorréncia

As cigarras podem ser encontradas em varias partes do mundo, havendo
uma predomindncia nas Américas, Europa e Oceania. Sanborn (2001a)
encontrou em El Salvador, a espécie Q. gigas, além de Diceroprocta belizenss
(Distant, 1910), D. bicosta (Walker, 1850); Fidicinoides determinata (Walker,



1858) e F. pronoe (Walker, 1850) (este género posteriormente foi modificado
para Fidicinoides) e outras menos expressivas. Neste mesmo periodo, 0 mesmo
autor (Sanborn, 2001b) encontrou, nas Bahamas, duas outras espécies:
Diceroprocta bonhotei (Distant, 1901) e Ollanta caicosensis Davis, esta
ocorrendo também em Cuba.

A identificacdo taxonbmica € baseada em caracteres como coloracao,
espinhos nas pernas e, principalmente por meio da genitdlia masculina. As
ninfas de Quesada gigas podem ser identificadas por meio da férmula femural,
determinada pela quantidade de dentes nos fémures (Maccagnan & Martinglli,
2004).

Atualmente, registros demonstram que o inseto estd presente em todos
os Estados em que o cafeeiro € cultivado, como Minas Gerais, S&o Paulo e
Parana (Martindli & Zucchi, 1987).

Segundo Gallo et al. (2002), as principais espécies de cigarras que
atacam as raizes do cafeeiro sdo: Q. gigas, Fidicina pronoe, Carineta
fasciculata, Carineta spoliata (Walker, 1858), Carineta matura (Distant, 1892),
Dorisiana drewseni e Dorisiana viridis (Olivier, 1790). A época de emergéncia
de adultos ocorre em: setembro-novembro (Q. gigas, F. pronoe e D. viridis),
dezembro (D. drewseni) efevereiro (C. matura, C. spoliata e C. fasciculata).

A espécie Q. gigas é a mais comum no sul do Estado de Minas Gerais,
com cerca de 90% das espécies encontradas e é considerada uma das principais

pragas da cultura do cafeeiro.

2.4 Quesada gigas (Olivier, 1790)

Heinrich & Pupin Neto (1964) mencionam a espécie como uma praga
séria em varias regides do Estado de Sdo Paulo para a cultura do cafeeiro.
Segundo os autores, isto se deve & melhor adaptacéo do inseto a esta cultura, ou

ainda as condi¢des climéticas favoraveis da regido.



Além do cafeeiro, Martindli & Zucchi (1997) relatam que esta epécie é
encontrada em plantas de esponjeira (Acacia farnesiana), angico (Piptadeni sp.)

e cacaueiro (Theobroma cacao).

2.4.1 Aspectos bioecol6gicos

As cigarras possuem coloracdo geralmente escura e asas transparentes,
com manchas escuras. As fémeas s8o atraidas pelos machos por meio do som
emanado de 6rgdos emissores, conhecidos como timbalos. Uma caracteristica
marcante da ninfa é o primeiro par de pernas fossoriais, favorecendo a escavacdo
(Galoetd., 2002).

O tamanho das ninfas de Q. gigas varia conforme o instar, sendo que
em média, ninfas méveis medem em torno de 20 mm a 30 mm de comprimento
(Reis et a., 2002). Maccagnan & Martineli (2004) descrevem detalhadamente
0S cinco estdgios ninfais desta cigarra, com 0s respectivos tamanhos em mm
paracadainstar: 1° instar (2,2); 2° instar (4,2); 3° instar (8,2); 4° instar (14,6) e 5°
instar (27,3).

As cigarras sdo insetos hemimetabdlicos, ou sega, possuem
desenvolvimento incompleto passando por ovo — ninfa — adulto, sendo que os
adultos s&o alados. Apds o acasalamento, as fémeas pdem seus ovos na casca
dos galhos e ramos das plantas hospedeiras. Quando as ninfas eclodem, pendem
por um filamento que excretam, descendo até o solo, indo alojar-se junto das
raizes da planta (Souza et al., 1983).

Segundo Heinrich (1967), os ovos de Q. gigas sdo colocados em ramos
finos que ja estdo secos, motivo pelo qual, somente cafeeiros com mais de cinco
anos sao atacados. Apds a eclosdo, as ninfas mdveis descem para o solo onde
vapo atingir as raizes, sendo que essa fase pode durar anos e é a mais prejudicial
ao cafegiro.

Pouco se sabe sobre a hiologia deste inseto. Os insetos adultos



costumam emergir nos meses de setembro a novembro, influenciados pela
precipitacdo pluvial embora haja relatos de que isto ocorra entre 0s meses de
agosto e outubro (Gallo et a., 2002). Em relacéo a duracéo do ciclo, os mesmos
autores supdem um tempo entre trés e quatro anos, sendo que, na maior parte do
ciclo o inseto permanece na forma de ninfamével, abaixo da superficie do solo.

A espécie Q. gigas é a mais amplamente distribuida no Brasil
(Martindli & Zucchi, 1997).

No ultimo instar de vida imatura, com as tecas alares ja presentes, as
ninfas escavam até a superficie, formando uma galeria cilindrica e individual.
Uma vez fora do solo, sobem no tronco do cafeeiro, onde se fixam (ninfa
imovel). Apdés um periodo de aproximadamente duas horas, ocorre o
rompimento do tegumento ao longo da linha da ecdise, por onde emerge o inseto
adulto (Martinelli & Zucchi, 1997).

24.2 Danos

Nas raizes, as ninfas méveis iniciam a sucgdo da seiva com o aparelho
bucal picador sugador tetraqueta. O excesso de liquido sugado pelos insetos é
eliminado através da ca@marafiltro, resultando numa substancia agucarada
denominada “honeydew”, que serve para umedecer a terra, facilitando a
formacdo de uma cavidade onde o inseto se abriga. Como ndo podem diminar a
terra da cavidade onde se encontram, as ninfas v umedecendo-a
abundantemente e comprimindo-a, formando, assim, uma cavidade, cujo
tamanho vai sendo aumentado para acomodar seu corpo a medida que estas véao
crescendo (Souzaet al., 1983).

Em geral, as ninfas alojam-se junto a raiz principal, mas podem também
ser encontradas sugando as raizes secundarias. Concentram-se principalmente
até 35 cm abaixo da superficie, mas h4 relatos de ninfas encontradas a 1 m de
profundidade (Souza et a., 1983).



25 Controle da cigarr a-do-cafeeiro
25.1 Controle cultural

Consiste na eliminagdo de cafezais infestados e na realizacdo de rotacéo
de culturas, de maneira que novos cafezais S voltem a ser plantados na &rea
apos um periodo de dois a trés anos. Quando sdo implantados quebra-ventos
deve-se tomar cuidado com espécies que sgam hospedeiras do inseto como a
grevilea(Reiset a., 2002).

2.5.2 Controle mecanico

Consiste na catacdo manual das ninfas imdveis e insetos adultos das
cigarras. Entretanto, esse método € inviavel devido a curta duragdo da fase de
ninfaimével, dificuldade de captura de adultos, extensdo das lavouras atacadas e

mao-de-obra dispendiosa (Reis et al., 2002).

2.5.3 Controle quimico

Tem sido 0 método mais usado e também o que tem apresentado
melhores resultados. E feito com o intuito de controlar as ninfas moveis no solo.
Os inseticidas mais eficazes tém sido os sistémicos aplicados via solo, que
devem ser aplicados durante o periodo chuvoso do ano, por meio da
incorporacéo do produto em sulcos no solo, se granulados, proximos ao caule,
paramaior eficacia (Reis & Souza, 1998). Segundo estudos realizados por esses
autores, a aplicacéo de inseticidas por dois anos seguidos pode reduzir o nimero
de ninfas abaixo do nive de controle (35 ninfas de Q. gigas/cova).

Souza et a. (1983) citam que para maior eficacia do controle quimico,
deve-se redlizar a aplicacdo no solo entre 25 de outubro e 15 de dezembro em
areatotal. Os produtos indicados est&o listados na Tabda 1.

Martineli et al. (1998) avaliaram modos de aplicacdo de inseticidas

granulados sistémicos e sua eficiéncia para o controle de Q. gigas e D. drewseni.



Conforme os autores, a forma de aplicag@o que obteve melhor desempenho na
reducdo do nimero de ninfas foi a aplicagdo costal manual. Entre os produtos
avaliados, terbufés foi o que apresentou melhor resultado.

Segundo Martinelli et al. (2000), o método de aplicacdo pode influenciar
na eficacia do produto. Quando aplicadas de maneira adequada, dosagens
menores que a recomendada pelo fabricante também foram eficientes no
controle das cigarras do cafeeiro. Os autores avaliaram doses até 30% abaixo da

recomendada, alcancando os mesmos indices de controle da dose total .

TABELA 1 — Principais produtos, dosagens, classes toxicoldgicas e periodos de
caréncia de inseticidas para o controle de cigarras-do-cafeeiro.

Nome comer cial I ngre_dlente Dose Cla_sse Caréncia
ativo toxic.
Actaral0 GR Thiamethoxam 40000 g/ha I 90 dias
Actara250 WG Thiamethoxam 1400 g/ha I 90 dias
Counter 150 G Terbuphds 12 g/cova I 90 dias
Counter 50 G Terbuphds 35 g/cova I 90 dias
Diafuran 50 Carbofuran 100 g/cova I 90 dias
Furadan 50 GR Carbofuran 60 g/cova I 90 dias
Granutox Phorate 90 g/planta I 90 dias
Rhocap Ethoprophos 100 g/cova I 28 dias
Temik Aldicarbe 11 g/cova I 90 dias
Verdadero20GR 1 amethoxam — ognpg sy 90 dias
cyproconazole
Verdadero 600 Thiamethoxam 850 g/ha i 90 dias
WG cyproconazole

Fonte: Compéndio de Defensivos Agricolas (2005); Receita Agrowin (2006).
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2.5.4 Controle biolégico

Heinrich (1967) verificou que os inimigos naturais mais comuns sao
tatus, que predam as ninfas, e o gavido Miluago chimchima, que preda adultos,
na época considerado o inimigo natural mais importante.

Entretanto, € com fungos entomopatogénicos que ha mais trabalhos a
respeito do controle bioldgico da cigarra. Soper et al. (1976) referem-se ao fungo
entomopatogénico Massospora cicadina como um dos mais importantes agentes
de controle bioldgico de cigarras do cafeeiro. Esses autores verificaram que o
ciclo desse fungo em cigarras desenvolve-se da seguinte forma: ninfas maduras
se tornam infectadas por esporos de repouso encontrados no solo, emergem e
transformam-se em adultos e os fungos desenvolvem uma massa conidial em
poucos dias e contaminam outros adultos. As cigarras infestadas acima do solo
por conidios desenvolvem esporos de repouso, que sdo levados para o solo
guando o inseto morre. O tempo hecessario para 0 desenvolvimento do fungo é
de6alb dias.

Segundo White & Lloyd (1983), o fungo M. cicadina ndo invade o térax
ou a cabega, mas somente 0 abdome, nos escleritos terminais que caem e
expdem uma massa de conidios infectivos. O inseto, porém, continua vivo e ao
voar entre outros individuos, durante o voo nupcial, transmite a doenca. De
acordo com White et al. (1983), uma cigarra contaminada por Massospora sp.
tem a mesma capacidade de vdo de uma cigarra sadia.

De acordo com Alves (1998) o fungo Massospora spp. € um dos
principais agentes de controle microbiano de cigarras. Esse fungo possui
conidios alongados e multinucleados (um a seis nlcleos) e esporos de resisténcia
caracteristicos (zigosporos), com superficie reticulada, formados a partir de
corpos hifais no abdome do hospedeiro. Nas cigarras, causa a chamada gangrena
seca. Os clamidésporos podem sobreviver por até 17 anos. No Brasil, as

principais espécies ja relatadas sdo: Massospora spinosa atacando Q. gigas,
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Massospora dorisiana sobre Dorisiana semilata, Massospora carineta em
Carineta $p. e Massospora diminuta em Cicada sp.

Souza et al. (1983) relatam a patogenicidade do fungo Metarhizum
anisopliae sobre ninfas grandes de Q. gigas, criadas em mudas de cafeeiros.

Apbds 30 dias, as ninfas estavam mortas e cobertas pelo micélio do fungo.

25.4.1 Controle microbiano

O controle microbiano vem alcancando espaco no controle de insetos-
praga, o que pode ser constatado por meio dos varios trabalhos publicados com
fungos, bactérias, virus e nematéides. As razdes desse fato sdo as vantagens
destes agentes bioldgicos, os quais sdo especificos e seletivos; possuem facil
multiplicacdo e producdo; podem ser associado a outros métodos de controle; as
aplicacBes podem ser realizadas com méquinas convencionais utilizadas para
produtos fitossanitérios; ndo poluem e nem causam toxicidade no ambiente e em
animais superiores. Enfim, uma série de vantagens que os tornam mais evidentes
paraimplantacdo em programas de manejo integrado de pragas (Alves, 1998).

Trabalhos com nematdides entomopatogénicos estdo sendo alvo de
muitos pesquisadores por estes serem mais eficientes do que outros

entomopatdgenos.

2.5.4.1.1 Nematdbides entomopatogénicos

Alguns dos motivos destes entomopatdgenos terem um futuro promissor
no controle biolégico sdo as diversas vantagens que apresentam: (1) resistem a
varios defensivos agricolas;, (2) possuem acdo sinergistica perante alguns
produtos fitossanitérios; (3) ndo causam danos a plantas cultivadas, e (4) podem
ser aplicados em pastagens, pois ndo sS40 NOCIVOS a animais superiores, etc.
(Ferraz, 1998; Koppenhafer et al., 2000; Koppenhofer et al., 2002).

Atualmente, poucos sd0 os trabalhos com  nematdides
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entomopatogénicos no Brasil, mas o interesse por essa linha de pesquisa tem
crescido, principalmente devido a agumas iniciativas de grupos de
pesquisadores na promocao de “workshops’, encontros e cursos e ao potencial
de utilizacgo de espécies e/ou ragas autdctones ainda desconhecidas no Brasil
(Grewal et al., 2001).

Apesar da evidéncia da eficacia dos nematdides entomopatogénicos no
controle de insetos-praga de solo, alguns outros fatores devem ser levados em
consideracdo, como a formulagcdo, 0 armazenamento e o comportamento de

busca destes entomopat6genos.

25.4.1.1.1 Aspectos biologicos

Nematoides entomopatogénicos possuem simbiose com bactérias,
sendo que os géneros Heterorhabditis e Seinernema vivem associados com
bactérias do género Photorhabdus e Xenorhabdus, respectivamente. Estas
bactérias ndo formam esporos e, portanto, ndo apresentam estagios resistentes
em condicBes ambientais, sendo encontradas somente em nematéides infectantes
ou em insetos parasitados pelos mesmos (Ferraz, 1998).

Nesta simbiose os nematdides fornecem protecdo as bactérias
enquanto ainda ndo introduzidas no corpo do inseto e atuam como
transportadores ou vetores da bactéria de um cadaver para a hemocele de um
inseto vivo.

Os nematdides penetram em seus hospedeiros através de aberturas
naturais como espiraculos, boca e anus. Assim, 0s nematéides passam para a
hemocele do inseto, na qual liberam as bactérias pelo anus, multiplicando-se
rapidamente, causando septicemia e posterior morte de seu hospedeiro (Ferraz,
1998).

O ciclo para as espécies de Seinernema ocorre da seguinte forma:

juvenis infectantes (juvenis de terceiro instar — J;) penetram no inseto através de
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aberturas naturais e passam rapidamente para a hemocele, onde liberam a
bactéria pelo énus. Apés um periodo muito curto, as bactérias causam
septicemia no hospedeiro, levando-o a morte. O cadaver fica totalmente banhado
de nematdides e origina-se um local rico em nutrientes, constituido de tecidos do
inseto. Assim, os nematéides se alimentam e originam a primeira geragdo dentro
no cadéver passando para juvenis de Ultimo instar (J;) e formando os adultos da
primeira geracédo. Os descendentes destes ainda usufruem do rico alimento e séo
capazes de originar outras geracOes. Depois da segunda geragdo comeca O
surgimento de juvenis (J;), que se alimentam dos residuos do cadaver,
praticamente decomposto. Ao cessar a aimentacdo, estes migram para o
ambiente externo (provavelmente solo), passando para juvenis (J) contendo a
bactéria em sua forma primaria e acumulada no intestino. Nesta fase, as
cavidades da boca e anus fecham-se e 0 nematdide péra de se aimentar,
passando para juvenis de terceiro instar (J), entre 0s quais procuram um novo
hospedeiro para recomecar o ciclo (Figura 1) (Ferraz, 1998; Boemare, 2002;
Adams et al., 2006).

Para espécies de Heterorhabditis, o ciclo é bastante semelhante, porém
a diferenca est4 na primeira geragdo, em que as fémeas sdo hermafroditas,
surgindo machos e fémeas anfimiticas na segunda geracdo, podendo também
ocorrer nas proximas geractes do nematéide (Figura 1) (Ferraz, 1998; Boemare,
2002).
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FIGURA 1 — Ciclo de vida de nematbides entomopatogénicos (adaptado de
Ferraz, 1998).

15



25.4.1.1.2 Comportamento de busca

Outro fator que deve ser levado em consideracdo na utilizacdo de
nematoides entomopatogénicos no controle de insetos-praga € o seu hébito de
busca de hospedeiros, que pode ser “ambusher” ou “cruiser”. No primeiro, 0
nematoide permanece fixo em uma particula de solo ou de um substrato
qualquer, esperando que o hospedeiro passe pelo local; no segundo, 0 nematdide
se locomove através do filme d'agua no solo, em busca do hospedeiro.
Nematdides com comportamento “ cruiser” que tém a capacidade de se dedocar,
aumentam as chances de entrar em contato com o0 hospedeiro e
conseqientemente, a eficiéncia de controle (Lewis, 2002; Lewis et a., 2006).
Entre estes dois comportamentos h& o intermedidrio, em que o nematéide pode
atuar tanto como “ambusher” quanto “cruiser” (Lewis, 2002).

Wennemann et al. (2004) observaram a capacidade de deslocamento do
nematoide Steinernema carpocapsae. Segundo e es, os resultados demonstraram

gue o deslocamento foi maior no sentido vertical que horizontal.

25.4.1.1.3 Importancia

Ndo foram encontrados relatos da ocorréncia de nematdides
entomopatogénicos em cigarras na literatura, entretanto, para outras pragas a
literatura é bagtante abundante. Poucos sdo os trabal hos relacionados a insetos da
Ordem Hemiptera, porém, Leite et a. (2005) avaliaram a patogenicidade de
alguns nematdides contra cigarrinhas da raiz da cana-de-aclcar, Mahanarva
fimbriolata (Fabr.), em laboratério e experimentos de campo.

Geden e al. (1987) avaliaram a eficiéncia de Steinernema feltiae no
controle do cascudinho de aviédrio (Alphitobius diaperinus (Panzer, 1979))
(Coleoptera: Tenebrionidage).

Cappaert & Koppenhtfer (2003) avaliaram uma nova espécie de

nematoide (Steinernema scarabaei) contra o besouro Rhizotrogus majalis
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(Razoumowsky) e o besouro oriental Popillia japonica Newman, em bioensaios
e ensaios em casa-de-vegetacdo e campo. S. scarabaei causou grande
mortalidade e viruléncia aos besouros, superando a mortalidade de H.
bacteriophora (também testado). Mortalidades atas também foram observadas
em casa-de-vegetacdo, superiores as obtidas por H. bacteriophora e S. glaseri.

Campbdl et a. (1995) redizaram um estudo sobre dindmica
populacional de dois nematéides (S. carpocapsae e H. bacteriophora) em
gramado e o efeito sobre populacdes do besouro oriental (P. japonica), larvas e
outros artropodes associados com a superficie do solo. Ambos os nematoides
foram recapturados, porém S. carpocapsae foi mais prevalente do que H.
bacteriophora.

Stuart et a. (1997) avaliaram a suscetibilidade de Dysmicoccus vacinii
Miller & Polavarapu (Hemiptera: Pseudococcidae) a diferentes isolados de
nematodides entomopatogénicos. Segundo eles, os isolados do género
Heterorhabditis foram mais eficientes do que os do género Steinernema no
controle da cochonilha.

Fémeas adultas da cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro  (Dysmicoccus
texensis) também s8o suscetiveis a nematéides entomopatogénicos. Testes de
seecdo de isolados indicaram que S. carpocapsae causou mortalidade em
concentracBes baixas (25 JI's inseto) (Andalo et al., 2004). De acordo com os
mesmos autores, nematdides entomopatogénicos foram mais virulentos a
cochonilha do que fungos entomopatogénicos. Tal fato pode ser explicado pelo
comportamento destes dois entomopatdgenos, pois enquanto os esporos do
fungo sdo imoveis, os nematdides possuem a capacidade de se desocar em
busca do hospedeiro. Além disso, os nematdides possuem acdo simbionte com
bactérias, que causam a morte rdpida do hospedeiro, ao contrario dos fungos.

Larvas de Lepidoptera também s8o suscetiveis a nematdides

entomopatogénicos. Larvas de Amyelois transitella (Walker) (Lepidoptera:
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Pyralidae) atacam as folhas e frutos de pistacheiras. Os frutos atacados acabam
caindo, levando a <frias perdas na producdo. Entretanto, é nesta fase que é
possivel o controle do inseto, pois as larvas abrigam-se no interior dos frutos
caidos no final do seu desenvolvimento, favorecendo a agdo dos nematéides. Os
autores realizaram testes em laboratorio, com frutos infestados, obtendo
mortalidade do inseto, com concentracéo de 100.000 JI’s/m? (S. carpocapsae)
(Siegel et al., 2004).

Jagdale et a. (2004) avaliaram o efeito da aplicacdo de S. feltiae sobre
larvas do diptero Bradysia coprophila (Lintner) (Sciaridag), conhecido
popularmente como “fungus gnat”, em condicbes de casa-de-vegetacéo.
Segundo os autores, a populagcdo do inseto foi reduzida significativamente
quando S. feltiae foi aplicado na concentracdo de 2,5x10° JI' gha.

A fase jovem de Frankliniela occidentalis (Pergande 1895)
(Thysanoptera: Thripidae) permanece no solo durante as fases de pré-pupa e
pupa. Ebssa et a. (2004) avaliaram a suscetibilidade deste inseto nestas fases a
diversos isolados de nematdides entomopatogénicos. De maneira geral, 0s
heterorhabditideos foram mais virulentos que os esteinernematideos, H. indica
causou mortalidade significativa quando aplicado na concentracdo de 100
JIslen?.

Trabalhos mencionam aplicacbes via foliar para nematéides, como o
realizado por Willian & Walters (2000), que utilizaram esta metodologia para
controle de insetos sobre as folhas de vegetais com o nematéide S. feltiae, assim
como Schroer & Ehlers (2005) também utilizaram a técnica de aplicacéo foliar
paraatraca-das-cruciferas Plutella xylostella (Linnaeus, 1758).

Nematdides entomopatogénicos do género Neogeinernema
(especificamente N. longicurvicauda) ja foram isolados de cupins
[Reticulitermes flavipes (Kollar)], sendo este nematdide isolado deste termitidio

e somente encontrado no mesmo (Nguyen, 2002).
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Além de contribuir para o0 controle de alguns insetos-praga, h&
registros de que os nematdides controlam outras pragas, como moluscos do

género Deroceras sp. (Lacey et al., 2001).
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao de isolados de nematoides entomopatogénicos

Os isolados utilizados foram obtidos do Banco de Entomopatdgenos do
Laboratdrio de Patologia de Insetos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Apés a producao, os isolados foram mantidos em frascos Erlenmeyer em B.O.D.
atemperatura de 16°C, em suspensao aquosa.

Quando necessério, a multiplicacdo foi feita pelo método in vivo, em
larvas do dltimo instar de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:

Pyralidae) provenientes do mesmo laboratério.

3.1.1 Manutencéo de Galleria mellonella

Para o preparo da dieta (Tabda 2) foram misturados todos os
ingredientes. A dieta foi colocada sobre folha de papel, dentro de potes plasticos
(14 cm x 14 cm x 05 cm) (Figura 2A) e sobre esse substrato foram colocadas
posturas redlizadas pelos adultos, permitindo que as larvas, ao eclodirem,
encontrassem facilmente o alimento. Apos a passagem das larvas para 0 estégio
pupal, estas foram transferidas para os frascos de vidro (11 cm x 17 cm) (Figura
2B), contendo, em seu interior papel liso sanfonado para postura.

Completando o ciclo da criagdo, as posturas foram retiradas e
transferidas para os potes plasticos (22 cm x 22 cm x 10 cm) (Figura 2C) com
dieta, iniciando nova geracdo de larvas. A criacdo foi mantida em sala
climatizada a 25+2°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas, e a
manutencdo foi realizada em dias dternados, fazendo-se a limpeza dos

recipientes, a coleta de posturas e a adicdo de dieta.
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TABELA 2 - Ingredientes para dieta artificial de Galleria mellonélla.

Ingredientes Quantidade (g)
Fardo detrigo 200
Farinhadetrigo 200
Gérmen detrigo 200
L eite em p6 desnatado 400
Levedura de cerveja 120
Glicerina 130
Mel 240
Agua destilada 20mL (caso necessario)

Fonte: "Dolinski, 2005.

FIGURA 2 — A — Criagdo delagartas, B — Adultos; e C — Ovos de Galleria
mellonella.

" Clatidia Dolinski. Comunicagéo pessoal, Campos dos Goytacazes, Universidade
Estadual do Norte Fluminense, RJ, 08/09/2005.
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3.1.2 Manutencéo dos nematodides

Para a producdo in vivo, 10 larvas de 5° instar de G. mellonella foram
colocadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo papd filtro duplo,
inoculadas com aproximadamente 20 Juvenis Infectantes (JI's) /larva (Figura
3A) e mantidas em B.O.D. 25+2°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de
12 horas. Apds um periodo de dois dias, as larvas mortas foram retiradas e
colocadas em cémara seca (placa de Petri com papel filtro) (Figura 3B), ha qual
permaneceram por cinco dias, também em B.O.D., para desenvolvimento dos
nematoides e observacdo da sintomatologia caracteristica da infeccdo. As larvas
ficaram ligeiramente encurvadas e de coloracdo vermelha acentuada para os
nematoides do género Heterorhabditis e de coloragdo marrom para hematdides
do género Steinernema.

Em seguida, as larvas foram colocadas em armadilhas de White (Figura
3C). Estas consistem de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro com um pedaco
de material acrilico fixado no centro, sobre o qual foi colocada uma folha de
papel filtro, na qual foram depositadas as larvas mortas e ja incubadas por cinco
dias em camara seca. A armadilha recebeu ainda cerca de 2mL de agua
destilada. A umidade estimulou a saida dos nematéides, que ficaram suspensos
na &gua, de onde foram recolhidos diariamente durante cinco dias (Dutky, 1964).

FIGURA 3 — D — Lagartas inoculadas; E — em camara seca; e F — em armadilha
de White.
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3.2 Coleta de ninfas de cigar ra-do-cafeeiro

A coleta das ninfas foi realizada minuciosamente, para que houvesse o
minimo de dano as ninfas ao sairem da cAmara. Optou-se por limpar ao redor da
planta e quando se observaram os orificios, deixou-se que a propria ninfa saisse
da cAmara. Desta forma, conseguiu-se que as hinfas ndo fossem capturadas a
forca, evitando que quando retiradas, fossem machucadas em alguma parte do
corpo.

Apbs a escavacdo, cada ninfa coletada foi colocada dentro do recipiente
(saco pléastico para mudas) com a muda (mudas de um ano de idade) de cafeeiro
cultivar Catucai. Foi retirado um pouco da terra contido no recipiente,
colocando-se a ninfa proxima das raizes e com a cabeca voltada para o topo. Em
seguida adicionou-se 0 restante da terra até o preenchimento do recipiente para
gue e a ninfa ficasse soterrada.

Para todos os experimentos foi realizada uma programacéo de coleta de
insetos, sendo realizadas as montagens dos experimentos um dia depois da

coleta

3.2.1 Metodologia de manutencéo de ninfasde cigarras

Foi redlizada coleta de ninfas de cigarras em cafezal infestado da
Fazenda Experimental de S&o Sebastido do Paraiso, da EPAMIG no municipio
de mesmo nome, no sul do Estado de Minas Gerais, as quais foram distribuidas
em mudas de cafeeiro contendo solo e mantidas em casa-de-vegetacdo,
permitindo que os insetos permanecessem no escuro. Foram utilizadas 30 mudas
de cafeeiro, com uma ninfa/lmuda. Depois de sete dias avaliaram-se as mudas,
observando-se a sobrevivéncia das ninfas. Assm, foi contado o nimero de
ninfas mortas para uma estimativa da sobrevivéncia. Anterior a este sucesso,
foram realizados varios experimentos com o intuito de manter as ninfas de

cigarras vivas por um tempo minimo de cinco dias em placas de Petri e
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recipientes semelhantes, porém todas as tentativas foram frustradas.
Metodologias futuras deverdo ser testadas com o intuito de manter as ninfas por

um maior tempo, sempre tendo o cuidado indispensave na coleta destes insetos.

3.2.2 Efeito de concentracdes de H. bacteriophora e S. carpocapsae

Para redlizacdo dos testes de patogenicidade em condicbes de
laboratério, as ninfas méveis foram coletadas no campo, num cafezal infestado,
de uma propriedade sugerida pelo técnico da Emater do municipio de Coqueiral
(através de escavagdes proximas ao colo de plantas infestadas) e transportadas
até o laboratério em sacos plasticos com mudas de cafeeiro, contendo 0 mesmo
solo de que foram coletadas. No laboratério os insetos foram triados e
individualizados, colocando-se uma ninfa por muda de cafeeiro.

Para determinacdo da concentracdo a ser utilizada na sdegcdo de
isolados, foi realizado um teste com uma espécie de cada género
(Heterorhabditis e Steinernema), ambas aplicadas em quatro concentragdes:
300, 600, 900 e 1200 JI’ syfmuda, suspensos em 1 mL de agua destilada.

As mudas foram mantidas em salas climatizadas a 25+2 °C, UR de
70+£10% e no escuro. Os insetos mortos foram imersos em solugdo de acool a
70%, hipoclorito a 3% e &gua destilada e transferidos para cdmara seca para
observacdo da sintomatologia apos dois dias. Apds esse periodo, 0s insetos
foram dissecados com auxilio de bisturi e agulha histoldgica para confirmagéo
damortalidade.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com nove tratamentos (quatro concentragdes de cada género e a testemunha),
gue foram repetidos quatro vezes, totalizando 36 parcelas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias
comparadas entre s pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).
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3.3 Selecdo deisolados
3.3.1 Testesdeviruléncia

Foram utilizados 13 isolados para os testes de selecdo, os quais
pertencem aos géneros Heterorhabditis e Seinernema (oito e cinco,
respectivamente) e foram obtidos junto ao banco de entomopatdégenos do
laboratério de Patologia de Insetos do Departamento de Entomologia — UFLA
(Tabela3).

Os isolados foram aplicados na concentracéo de 300 juvenis infectantes,
em suspensdo em 1 mL de 4gua detilada. A unidade experimental (parcela) foi
uma muda de cafeeiro contendo um inseto e cada tratamento foi repetido quatro
Vezes.

TABELA 3 — Isolados e origem dos nematdides entomopatogénicos utilizados
nos experimentos.

| solados Local deorigem
Steinernema (=anomali) arenarium Voronezh/ Russia
Steinernema carpocapsae All Carolina do Norte/ USA
Steinernema feltiae Sn Fléridal USA
Steinernema riobrave 355 Texas/ USA
Steinernema glaseri NA Fléridal USA
Heterorhabditis bacteriophora New Jersey/ USA
Heterorhabditis bacteriophora HP88 New Jersey/ USA
Heterorhabditis sp. (JPM 4) Lavras-MG/ Brasil
Heterorhabditis sp. (JPM 3.1) Lavras-MG/ Brasil
Heterorhabditis sp. (JPM 3) Lavras-MG/ Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 01) Benjamin Constant-AM/ Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 02) Benjamin Constant-AM/ Brasil
Heterorhabditis sp. (RSC 05) Benjamin Constant-AM/ Brasil

A avaiacdo da viruléncia foi feita através da contagem de insetos

mortos, apos trés e seis dias da aplicacdo. As mudas foram mantidas em sala
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climatizada a 25+2 °C, UR de 70+£10% e no escuro. Os insetos mortos foram
imersos em solucdo de acool a 70%, hipoclorito a 3% e agua destilada e
transferidos para cAmara seca para observacdo da sintomatologia apos dois dias.
Apbs esse periodo, os insetos foram dissecados com auxilio de bisturi e agulha
histol 6gica para confirmacdo da mortalidade.

O ddineamento utilizado foi inteiramente casuadizado com 14
tratamentos (13 isolados + testemunha). Os dados foram submetidos a analise de
variancia (teste F) e as médias foram comparadas entre s pelo teste de Tukey
(P<0,05), por meio do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

3.4 Avaliacao de concentracdes

Foram utilizados dois dos 13 isolados para determinar a concentracdo a
ser utilizada nos préximos experimentos. Foi utilizado um isolado de
Heterorhabditis sp. € um isolado de Steinernema ., ambos obtidos junto ao
banco de entomopatégenos do Laboratério de Patologia de Insetos do
Departamento de Entomologia- UFLA.

Os isolados foram aplicados na concentracéo de 0, 50, 100, 150, 200,
300, 400 e 500 JI's'mL, em suspensdo em 1 mL de agua destilada. A unidade
experimental (parcela) foi de uma muda de cafeeiro contendo um inseto e cada
tratamento foi repetido quatro vezes.

O expeimento foi redizado em duas eapas, montadas em dias
diferentes, sendo que cada etapa constituiu de um isolado, oito tratamentos (sete
concentragBes + testemunha) e quatro repeticoes.

A avaliagdo foi feita através da contagem de insetos mortos, apos trés e
seis dias da aplicacéo. As mudas foram mantidas em sala climatizada a 2542 °C,
UR de 70+10% e no escuro. Os insetos mortos foram imersos em solucéo de
alcool a 70%, hipoclorito a 3% e &gua destilada e transferidos para cAmara seca

para observacdo da sintomatologia. Apds cinco dias, os insetos foram dissecados
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com auxilio de bisturi e agulha histoldgica para confirmacéo da mortalidade.

O ddineamento utilizado foi inteiramente casualizado com oito
tratamentos (sete concentragdes + testemunha) para cada nematdide. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e a uma andlise de regresso
pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

3.5 Avaliacéo do deslocamento dos nematdéides

Na avaliacdo do deslocamento foram utilizados sete cilindros de cano de
PVC de 5 cm de altura e 15 cm de didmetro, com tela plagtica colada em uma
das extremidades. As ninfas moveis foram coletadas no campo (por meio de
escavagdo proxima ao colo de plantas infestadas) e transportadas até o
laboratério de Patologia de Insetos do Departamento de Entomologia — UFLA,
em mudas de cafeeiro contendo solo coletado no local. Em cada cilindro foram
colocadas raizes, os quais foram preenchidos com solo, colocando-se trés insetos
(ninfas méveis) acomodados em fendas superficiais em seis dos sete cilindros de
cano. Estes foram, entdo, empilhadas até uma altura de 35 cm (sete cilindros) e
fixados com fita adesiva para evitar que caissem, formando uma coluna, porém,
0 ultimo cilindro colocado continha somente solo. A profundidade foi contada a
partir do cilindro de baixo. A parcela experimental consistiu, portanto, de uma
coluna de 35 cm de altura, subdividida em cilindros [alturas: 5, 10, 15, 20, 25,
30 cm com insetos e uma Ultima fatia somente com solo (35 cm)] (Figura 4).

Os isolados utilizados foram um Heterorhabditis sp. e um Steinernema
sp., aplicados na concentracdo de 4,4 JI' scm?. Os nemat6ides foram aplicados

no topo da coluna, em suspensdo de 100 mL de agua destilada.
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FIGURA 4 — Colunas de solo montadas com cilindros de PV C.

A avaliagdo foi redlizada cinco dias ap6s a aplicacdo, quando cada
cilindro da coluna foi verificado e feito a contagem dos insetos mortos. Estes
foram imersos em solucéo de alcool a 70%, hipoclorito a 3% e agua destilada e
transferidos para camara seca para observacdo da sintomatologia. Apds cinco
dias, os insetos foram dissecados com auxilio de bisturi e agulha histol6gica para
confirmacéo da mortalidade.

O delineamento foi inteiramente casualizado com seis tratamentos
(profundidades), dois nematdides (dois isolados + testemunha) e quatro
repeticoes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) ou submetidas a anadise

de regressao pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

28



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Metodologia de manutencéo de ninfas

Foi avaliada cada muda de cafedro, retirada a ninfa e analisado seu
estado de sobrevivéncia. Ao se retirar a muda do saco plastico visuaizou-se a
mortalidade ou sobrevivéncia da ninfa. Ao final da avaliacéo, depois de sete dias
(periodo necessério para a manutencdo dos experimentos futuros) foi observada
sobrevivéncia de 80%, porcentagem suficiente para que fosse possivel manter as

ninfas vivas durante a execucdo dos experimentos.

4.2 Deter minagao da patogenicidade dos nematéides

Foi realizado um teste para a determinacdo da concentragdo a ser
utilizada nos demais experimentos contra ninfas de cigarra. Nao houve diferenca
entre as concentragdes testadas, ou sga, 0s isolados Heterorhabditis
bacteriophora e Steinernema carpocapsae nao diferiram da testemunha durante
aprimeira avaliacao (trés dias apds) (Tabela 4). Na segunda avaliacdo (seis dias
apos), observou-se que H. bacteriophora causou uma mortalidade maior, porém,
durante a avaliagdo da mortalidade confirmada ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 5). Desta forma, optou-se por utilizar a menor
concentracdo. Assim, o valor de 300 JI's/ inseto foi base para comegar 0s outros

experimentos e instalar o experimento de selecdo de isolados.
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TABELA 4 — Porcentagem de mortalidade total e confirmada (+EP) de ninfas de
cigarra-do-cafeeiro ao terceiro dia, causada por nematéides entomopatogénicos

em diferentes concentracdes.

Mortalidade Mortalidade
I solados total’ confirmada
% %

Heterorhabditis bacteriophora [300]° 12,50+7,22 a 6,25+6,25 a
Heterorhabditis bacteriophora [600] 6,25+6,25 a 0+0,00 a
Heterorhabditis bacteriophora [900] 18,75+11,97 a 1250+7,22 a
Heterorhabditis bacteriophora [1200] 37,50+7,22 a 1250+7,22 a
Steinernema carpocapsae [300] 25+10,21 a 1250+7,22 a
Steinernema carpocapsae [600] 43,75+6,25 a 25t1443 a
Steinernema carpocapsae [900] 25+10,21 a 0+0,00 a
Steinernema carpocapsae [1200] 37,50+12,50 a 1250+7,22 a
Testemunha 12,50+7,22 a 0+0,00 a

1 Médias seguidas por letras distintas diferem entre s pd o teste Tukey (P<0,05)
2 NUmero de juvenisinfectantes por 1mL de suspensdo/ inseto nas colunas.

TABELA 5 — Porcentagem de mortalidade total e confirmada (+EP) de ninfas de
cigarra-do-cafeeiro ao sexto dia, causada por nematéides entomopatogénicos em

diferentes concentracoes.

Mortalidade Mortalidade
I solados total® confirmada
% %

Heterorhabditis bacteriophora [300] 1250+7,22 a 6,25+6,25 a
Heterorhabditis bacteriophora [600] 50+10,21 ab 25+0,00 a
Heterorhabditis bacteriophora [900] 43,75+6,25 ab 25+10,21 a
Heterorhabditis bacteriophora [1200] 68,75+11,97 b 37,50+7,22 a
Steinernema carpocapsae [300] 31,25+6,25 ab 12,50+7,22 a
Steinernema carpocapsae [600] 43,75+6,25 ab 25+1443 a
Steinernema carpocapsae [900] 43,75+11,97 ab 12,50+7,22 a
Steinernema carpocapsae [1200] 56,25+11,97 ab 25+17,68 a
Testemunha 18,75+11,97 ab 0+0,00 a

! Médias seguidas por letras distintas diferem entre s pelo teste Tukey (P<0,05)
22 Ndmero de juvenisinfectantes por 1mL de suspensdo/ inseto nas colunas
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Na avaliagdo com trés dias, verificou-se que todos os isolados testados
causaram mortalidade confirmada nas ninfas, exceto Steinernema feltiae (Tabda
6). Em trabalhos realizados por Dillon et al. (2007), utilizando trés espécies de
nematoides para controlar o gorgulho do Pinus, Hylobius abietis (Linnaeus)
(Coleoptera: Curculionidae), S. feltiae foi 0 nematdide entomopatogénico que
menos causou mortalidade (51-56%). Entretanto, Andalé et al. (2004), ao
realizarem selecdo de nematdides para a cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro (D.
texensis), puderam observar que S. feltiae foi um dos nematéides que mais se
destacou, atingindo mortalidade confirmada de 78% na menor concentracdo
utilizada. Porém, esta porcentagem diminuiu quando observada em maior
concentracdo. Geden et al. (1987) encontraram, também, alta mortalidade (87%)
com S. feltiae para o controle de A. diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag).

Durante a avaliagdo dos dados no terceiro dia de inoculagdo, houve
destague apenas para 0 nematdide Heterorhabditis sp. (JPM 4), que se
diferenciou datestemunha e dos outros tratamentos (T abela 6).

Observou-se uma grande diferenca na mortalidade para os nematéides
Heterorhabditis sp. (JPM 4), Heterorhabditis p. (HP88) e Steinernema riobrave
guando analisados apds seis dias de inoculacdo (Tabela 7). Com estes resultados,
selecionou-se um nematéide de cada género para 0s experimentos sequientes,
dando continuidade com os isolados Heterorhabditis sp. (JPM 4) e S. riobrave.

H4 diversos trabalhos que também comprovaram eficiéncia e sucesso de
S. riobrave, tanto em bioensaios como em ensaios de campo. Ramos-Rodrigues
et a. (2007) puderam observar a alta viruléncia deste nematéide contra insetos-
praga de produtos armazenados, como Tribolium castaneum (Herbst)
(Coleoptera: Tenebrionidae), sendo que a sobrevivéncia deste inseto nas fases de
larva, pupa e adulto foi reduzida severamente pelo nematdide
entomopatogénico.

Considerando que a mortalidade confirmada do melhor nematoide foi de

31



50%, diferenciando-se da testemunha e dos demais nematdides ao sexto dia de

avaliacdo (Tabela 7), demonstra-se que mais testes de selecdo com nematdides

devem ser redlizados com o intuito de selecionar isolados mais virulentos as

ninfas de cigarra.

TABELA 6 — Porcentagem de mortalidade total e confirmada de ninfas de
cigarra-do-cafeeiro, ao terceiro dia, causada por diferentes isolados de nematdides

entomopatogéni cos.

Mortalidade Mortalidade
I solados total® confirmada
% %

Steinernema (=anomali) arenarium 20+8,16 a 10+5,77 ab
Steinernema carpocapsae All 25+9,57 a 1045,77 ab
Steinernema feltiae Sn 155,00 a 0+0,00 a
Steinernema riobrave 355 40+8,16 a 1549,57 ab
Steinernema glaseri NA 10+5,77 a 545,00 a
Heterorhabditis bacteriophora 25+9,57 a 1549,57 ab
Heterorhabditis bacteriophora HP88 40+8,16 a 1045,77 ab
Heterorhabditis sp. (JPM 4) 40+14,14 a 40+14,14b
Heterorhabditis sp. (JPM 3.1) 25+1258 a 1045,77 ab
Heterorhabditis sp. (JPM 3) 5+5,00 a 545,00 a
Heterorhabditis sp. (RSC 01) 1045,77 a 1045,77 ab
Heterorhabditis sp. (RSC 02) 3010 a 1045,77 ab
Heterorhabditis sp. (RSC 05) 5+5,00 a 545,00 a
Testemunha 5+5,00 a 0+0,00 a

1 Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre s pelo teste Tukey (P<0,05).
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TABELA 7 — Porcentagem de mortalidade total e confirmada de ninfas de
cigarra-do-cafeeiro, a0 sexto dia, causada por diferentes isolados de nematdides
entomopatogéni cos.

M ortalidade Mortalidade

I solados total’ confirmada
% %

Steinernema (=anomali) arenarium 25+9,57 ab 15+9,57 a
Steinernema carpocapsae All 40+8,16 abcd 20+8,16 a
Steinernema feltiae Sn 355,00 abc 0+0,00 a
Steinernema riobrave 355 55+15,00 cd 30+5,77 b
Steinernema glaseri NA 20+8,16 a 10£5,77 a
Heterorhabditis bacteriophora 40+8,16 abcd 20t£1155a
Heterorhabditis bacteriophora HP88 55+15,00 bed 25+15,00 b
Heterorhabditis sp. (JPM 4) 55+15,00d 50+17,32 b
Heterorhabditis sp. (JPM 3.1) 35+9,57 abc 15£5,00 a
Heterorhabditis sp. (JPM 3) 15+9,57 a 10£5,77 a
Heterorhabditis sp. (RSC 01) 10+5,77 a 10£5,77 a
Heterorhabditis sp. (RSC 02) 35+9,57 abc 10£5,77 a
Heterorhabditis sp. (RSC 05) 20t1414 a 20t1414 a
Testemunha 545,00 a 0+0,00 a

1 Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre s pelo teste Tukey (P<0,05).

H4, naliteratura, dados que evidenciam que espécies de insetos so mais
suscetiveis aos heterorhabditideos do que aos steinernematideos (van Tol &
Raupp, 2006), o que pode explicar o fato de S. feltiae ndo ter sido patogénico as
ninfas das cigarras. H4, inclusive, diferenciacdo da suscetibilidade a
determinados insetos dentro do mesmo género, ou seja, um heterorhabditideo
pode ser mais virulento do que outra espécie deste mesmo género (van Tol et al.,
2004; Stuart et al., 2006). Isso pode explicar o motivo do insucesso de S. feltiae
em relacdo as outras espécies do mesmo género.

Hé& alguns fatores que podem influenciar na viruléncia dos nematéides de
mesma espécie, como a localidade de origem do isolado (Stuart et al., 2006).

Quando se comparam espécies nativas e especificas a determinado hospedeiro
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com espécies exdticas, observa-se que espécies autdctones possuem uma
capacidade muito maior de causar mortalidade (Dillon et al., 2006).

Assim, observou-se que os isolados nativos foram mais virulentos as
ninfas quando comparados com isolados exdticos. Isso muito provavelmente
esta intimamente relacionado com a especificidade do nematoide, o qual ja esta
adaptado as condicbes climaticas, podendo-se obter maior sucesso no controle
gue um isolado que precise deste tempo para adaptacdo ao hospedeiro ao qual
esta sendo inoculado.

Quanto a morfologia do nematdide, é importante frisar que o seu
tamanho pode influenciar a penetracdo no hospedeiro. Segundo Adams &
Nguyen (2002), a maioria dos heterorhabditideos possuem tamanho menor do
gue 0 dos steinernematideos, o que pode explicar o sucesso do nematdide
Heterorhabditis sp. (JPM 4) (tamanho menor) em relacdo ao S. riobrave (622
um).

Assim sendo, um menor tamanho permite uma mobilidade mais facil do
nematoide, considerando que um exemplar “ cruiser” favorece para que 0 mesmo
alcance mais facilmente em seu hospedeiro, principamente se considerarmos
uma ninfa de cigarra, a qual possui estruturas maiores, podendo tornar-se mais
suscetivel a estes nematdides (Adams & Nguyen, 2002).

Segundo Lewis et a. (2006), os hematdides entomopatogénicos podem
penetrar na hemocele dos seus hospedeiros, de trés formas. (1) pela cuticula do
inseto; (2) pelas paredes do intestino, através de boca e anus ou (3) pela cuticula
traqueal, através dos espirécul os.

Outra observacdo durante as avaliagdes de mortalidade confirmada foi
de que muitos dos isolados nativos, principamente heterorhabditideos
apresentavam uma sintomatologia muito significativa, caracteristica do género
(vermelho intenso), porém, quando foram dissecados, ndo apresentaram

nematoides, ou sgia, o juvenil infectante penetrou no inseto, conseguiu liberar a
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bactéria na hemocele, causando septicemia, mas ndo conseguiu se reproduzir e
muito menos manter-se vivo dentro do hospedeiro. Esta rdacdo pode ser
explicada pela condicdo hospedeiro-patégeno, considerando que ninfas de
cigarras ndo sdo os melhores hospedeiros para multiplicacdo de nematdides, o
gue nos leva a entender que a ninfa de cigarra pode possuir mecanismos de
defesa eficazes, que impossibilitem a sobrevivéncia do nematéide.

Considerando a diversidade de hospedeiros e os inimeros isolados
pesquisados, hd uma particularidade eficaz em relacéo ao processo de infecgdo
dos nematoides entomopatogénicos, sendo que o inseto atacado pode possuir um
sistema imunolégico muito mais resistente e capaz de impedir que o nematoide
se reproduza dentro dele (Dowds & Peters, 2002). Ha casos em que 0 hematoide
€ encapsulado muito rapidamente, sendo morto antes de liberar a bactéria na
hemocel e e causar septicemia no inseto-hospedeiro (Gaugler, 1997).

E importante salientar, também, que muitos destes nematdides
entomopatogénicos ndo sdo espécie-especificos, o que se torna uma vantagem
guando se quer diminuir o nivel populacional de insetos numa érea em que esta
ocorrendo mais de uma praga.

No mundo, ndo foi encontrado nenhum trabalho publicado em periddico
cientifico sobre selecdo de nematoides sobre ninfas de cigarra-do-cafeeiro, o que
impossibilita uma analogia entre os dados. A maioria dos trabalhos sobre
nematodides entomopatogénicos estd relacionada com insetos de ordens
diferentes da qual a cigarra-do-cafeeiro pertence e os insetos dessa mesma
ordem possuem uma morfologia muito distinta, o que inviabiliza a comparacéo

das informacdes.
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4.3 Avaliacdo da concentracdo de nematdides entomopatogénicos
Estimou-se, para o isolado Heterorhabditis sp. JPM 4 (Figura 5) e para

Steinernema riobrave (Figura 6), a concentragéo de 500 JI'§/ inseto.
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FIGURA 5 — Porcentagem de mortalidade confirmada de ninfas de cigarra-do-
cafeeiro em funcéo da aplicacdo de suspensdo aquosa contendo Heterorhabditis
sp. (JPM 4), em diferentes concentracoes.

Para a mortalidade total de ambos nematoides, tanto na primeira quanto
na segunda avaliagdo, ndo foi obtido sucesso com relacdo aos dados analisados,
assim como ndo foi significativa a mortalidade confirmada durante a primeira
avaliacdo para ambos nematdides. Informagdes como estas sdo importantes para
futuros experimentos, nos quais pode ser utilizado um nimero maior deinsetos e

maior concentracdo de nematdides.
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FIGURA 6 — Porcentagem de mortalidade confirmada de ninfas de cigarra-do-
cafeeiro em funcdo da aplicacdo de suspensdo aguosa contendo Steinernema
riobrave, em diferentes concentracdes.

Verificou-se que todas as concentragcbes causaram mortalidade, com
excecdo do tratamento testemunha. Estudos como o realizado por Stuart et al.
(1997), com Dysmicoccus vaccinii, observaram uma concentracdo de 500 JI's/
placa. Ja estudos realizados por Wang et a. (2002), avaliaram concentracdes
para quatro diferentes espécies de nematdides entomopatogénicos. H.
bacteriophora, H. indica, S. carpocapsae e S. riobrave, contra o cupim R.
flavipes. Porém, estes autores testaram concentragdes muito altas, chegando a
até 5000 JI's/ cupim. Concentragbes desse porte podem prejudicar o controle
efetivo do inseto-praga, podendo haver competicéo intra-especifica (Gaugler et
al., 1994). E interessante testar e obter menores concentragdes eficientes no
controle de insetos, para que haja um maior interesse peo incremento destes

entomopatdgenos no manejo integrado de pragas.
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4.4 Avaliacao do deslocamento vertical de nematoides entomopatogénicos

Observou-se significancia entre os isolados avaliados separadamente em
funcéo das profundidades utilizadas. Foi realizada andlise da interacéo entre os
dois nematdides e profundidades, porém ndo houve significancia entre os
Mesmos.

Durante a avaliacdo da mortalidade total observou-se que o nematéide
heterorhabditideo causou maiores mortalidades nas menores profundidades, ou
sga, nos primeiros cinco centimetros (Figura 7), o que ndo alterou muito os
resultados quando foi analisada a mortalidade confirmada ocorrendo em todas as
profundidades (Figura 8).

Para 0 steinernematideo, a mortalidade total foi superior a0 nematéide
Heterorhabditis sp. JPM 4, com uma mortalidade total de aproximadamente
80% nos primeiros cinco centimetros de profundidade (Figura 9). Porém a
mortalidade confirmada foi inferior, sendo que ndo houve confirmagdo nas

maiores profundidades (25 e 30 cm) (Figura 10).
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FIGURA 7 — Porcentagem de mortalidade total de ninfas de cigarras-do-cafeeiro
por Heterorhabditis sp. (JPM 4) em funcdo da profundidade da ninfa no solo.
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FIGURA 8 — Porcentagem de mortalidade confirmada de ninfas de cigarras-do-
cafeeiro por Heterorhabditis sp. (JPM 4) em funcdo da profundidade da ninfa
no solo.
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FIGURA 9 — Porcentagem de mortalidade total de ninfas de cigarras-do-
cafeeiro por Seinernema riobrave em funcéo da profundidade da ninfa no solo.
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FIGURA 10 — Porcentagem de mortalidade confirmada de ninfas de cigarras-
do-cafegiro por Steinernema riobrave em fungdo da profundidade da ninfa no
solo.

Alguns fatores podem influenciar na dispersdo vertical dos nematdides
entomopatogénicos. Assim, Boff & Smits (2001) estudaram os efeitos de
densidade, idade e presenca do hospedeiro perante a dispersdo de
Heterorhabditis megidis. Sendo assim, quanto maior a densidade e quanto mais
jovens forem os nematoides, haver4 uma maior chance para o deslocamento,
considerando a estratégia de deslocamento de H. megidis como sendo do tipo
“cruiser”. Dependendo do tipo de hospedeiro, este pode influenciar no
deslocamento a0 atrair ou repelir determinado nematdide, por meio de
substéncias voléteis emitidos pelo hospedeiro, podendo este ser a propria planta
atacada pelo inseto-praga, favorecendo o reconhecimento para que o nematéide
possa chegar ao inseto mais rapidamente (van Tol et al., 2001).

E importante ressaltar que o0 nematdide entomopatogénico

Heterorhabditis sp (JPM 4) possui uma estratégia de busca do tipo “cruiser”,
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comportamento interessante para tentar o controle de ninfas de cigarras, que
durante sua fase jovem (maior parte do seu ciclo), fixam-se nas raizes, sugando
seiva. Portanto, este nematéide, com este tipo de comportamento torna-se
bastante promissor para estudos futuros com insetos que tenham esses hébitos
ecolégicos (Lewiset al., 2006).

Em contrapartida, o steinernematideo S. riobrave possui uma estratégia
de busca do tipo intermediaria (Cabanillas, 2003), comportamento bastante
interessante este tipo de comportamento, o qual pode ser utilizado em programas
de mangjo em gue ha insetos que atingem profundidade considerével e/ou que

possuam hébitos estacionérios.
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5 CONCLUSOES

1. A metodologia de manutencdo das ninfas de cigarras em laboratério €
eficiente e possibilita a realizac@o de experimentos de forma satisfatoria.

2. As ninfas de cigarra-do-cafeeiro sdo suscetiveis a maioria dos isolados de
nematoides entomopatogénicos avaliados.

3. Os nematbides Heterorhabditis sp. (JPM 4) e Seinernema riobrave so os
mais virulentos para as ninfas de cigarras-do-cafeeiro.

4. O nematbéide entomopatogénico Heterorhabditis sp. (JPM 4) apresenta
maior éxito no desdocamento vertical, comparado a0 Steinernema riobrave,
ocorrendo mortalidade confirmada do inseto em todas as profundidades e

confirmando sua estratégia de busca do tipo “ cruiser”.
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