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ANDRADE, N. C. BASES BIOLOGICAS DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) E NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS  SOBRE  Rachiplusia  nu  (GUENEE,  1852)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NA CULTURA DA SOJA. 2024. Dissertacdo de
Mestrado em Agronomia - Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, 2024.

RESUMO

O Brasil ¢ considerado o maior produtor mundial de soja (Glycine max) e conta com altos
niveis de utilizacdo de soja Bt, que fornece controle sobre diversas lagartas que atacam esta
cultura, como a espécie Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae). Contudo, a
ocorréncia desta espécie tem sido relatada em alguns estados brasileiros em soja Bt (CrylAc)
o que pode indicar resisténcia, aumentando sua importancia como inseto praga. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar as bases bioldgicas de Trichogramma pretiosum Riley,
1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e de nematoides entomopatogénicos (NEP) dos
géneros Heterorhabditis e Steinernema visando o controle de R. nu, separadamente. Para isso,
foram realizados testes com o parasitoide 7. pretiosum avaliando suas caracteristicas biologi-
cas e capacidade de parasitismo em ovos de R. nu nas temperaturas 20, 25 e 30°C. Os parame-
tros avaliados nos testes de biologia foram: duracdo do desenvolvimento (ovo-adulto); por-
centagem de emergéncia (viabilidade); niimero de individuos por ovo e razdo sexual. Foi
também avaliada a capacidade de parasitismo nas mesmas temperaturas, ¢ foram observados
os parametros biologicos: nimero de ovos parasitados diariamente; porcentagem acumulada
de parasitismo; nimero total de ovos parasitados por fémea e longevidade das fémeas. Para os
NEP, foram realizados experimentos de selecao dos isolados (patogenicidade e viruléncia),
eficiéncia de diferentes concentracdes (0, 25, 50, 75 e 100 JI/cm?) e ensaios sobre producio
(producao total, producao por lagarta, produgdo por grama de lagarta de R. nu). Quanto aos
dados referentes a agdo do parasitoide, nos experimentos sobre a biologia, os pardmetros por-
centagem de emergéncia e nimero de parasitoide por ovo ndo foram afetados pelas condigdes
estudadas. J& na razdo sexual, os resultados obtidos a 25 e 30°C e a duragdo do desenvolvi-
mento (ovo-adulto) apresentou diferenca entre as trés temperaturas. Nos bioensaios sobre ca-
pacidade, o ritmo de parasitismo de 7. pretiosum foi diretamente influenciado pelas tempera-
turas, e a longevidade foi maior a medida que a temperatura decresceu enquanto a porcenta-
gem acumulada de parasitismo variou de 6 a 10 dias, da maior temperatura para a menor, res-
pectivamente. O maior nimero de ovos parasitados foi 46 ovos por fémea. J4 como resultado
da selecdo de NEP foram selecionados os isolados UEL07 e UENP0O6, ambos Heterorhabditis
amazonenses, que apresentaram mortalidade de 100% em R. nu. Em todas as concentragdes
os nematoides foram patogénicos sobre R. nu, com resultados de 98 a 100% de mortalidade
na maior concentracao utilizada para os isolados UENP 06 ¢ UEL07, respectivamente. Por
fim, a producdo média total de NEP foi de 2,9 x 10* para UENP 06 e 3,9 x 10* para UEL 07.

Palavras-chave: Heterorhabditidae; falsa-medideira; manejo integrado de pragas; parasitoide;
Steinernematidae.



ANDRADE, N. C. BIOLOGICAL BASIS OF Trichogramma pretiosum RILEY, 1879
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) AND ENTOMOPATHOGENIC
NEMATOIDES ON Rachiplusia nu (GUENKE, 1852) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
IN SOYBEAN CROPS. 2024. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia - Universidade
Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2024.

ABSTRACT

Brazil is considered the world's largest producer of soybeans (Glycine max) and has high
levels of use of Bt soybeans, which provide control over various caterpillars that attack this
crop, such as the species Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae). However,
the occurrence of this species has been reported in some Brazilian states on Bt soybeans
(CrylAc), which may indicate resistance, increasing its importance as a pest insect.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the biological bases of Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) and entomopathogenic nematodes
(NEP) of the genera Heterorhabditis and Steinernema with a view to controlling R. nu,
separately. To this end, tests were carried out with the parasitoid 7. pretiosum to assess its
biological characteristics and parasitism capacity on R. nu eggs at temperatures of 20, 25 and
30°C. The parameters evaluated in the biology tests were: duration of development (egg-
adult); percentage of emergence (viability); number of individuals per egg and sex ratio. The
parasitism capacity was also assessed at the same temperatures, and the following biological
parameters were observed: number of eggs parasitized daily; cumulative percentage of
parasitism; total number of eggs parasitized per female and female longevity. For the NEP,
experiments were carried out on the selection of isolates (pathogenicity and virulence), the
efficiency of different concentrations (0, 25, 50, 75 and 100 JI/cm?) and tests on production
(total production, production per caterpillar, production per gram of R. nu caterpillar). As for
the data on parasitoid action, in the experiments on biology, the parameters percentage
emergence and number of parasitoids per egg were not affected by the conditions studied. As
for the sex ratio, the results obtained at 25 and 30°C and the duration of development (egg-
adult) showed differences between the three temperatures. In the capacity bioassays, the
parasitism rate of 7. pretiosum was directly influenced by temperature, and longevity was
greater as the temperature decreased, while the accumulated percentage of parasitism varied
from 6 to 10 days, from the highest temperature to the lowest, respectively. The highest
number of parasitized eggs was 46 eggs per female. As a result of the NEP selection, isolates
UELO7 and UENPO6 were selected, both Heterorhabditis amazonenses, which showed 100%
mortality in R. nu. At all concentrations, the nematodes were pathogenic on R. nu, with results
of 98 to 100% mortality at the highest concentration used for isolates UENP 06 and UEL07,
respectively. Finally, the average total production of NEP was 2.9 x 10* for UENP 06 and 3.9
x 10* for UEL 07.

Key-words: parasitoid; integrated pest management; false-midworm; Heterorhabditidae;
Steinernematidae.
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1. INTRODUCAO

A produgdo de soja (Glycine max) no Brasil ultrapassou 154 milhdes de toneladas na
safra 2022/23, com a regido Sul sendo responsavel por cerca de 24% deste valor (CONAB,
2023). A ascendéncia deste cultivo na agricultura brasileira estd relacionada principalmente
com o retorno econdmico e versatilidade que este grao apresenta (ORLANDI et al., 2012)
além da constante busca por inovacdes no manejo da cultura. J& no ambito mundial, a
producao de soja no ano de 2023 totalizou mais de 373 milhdes de toneladas (USDA, 2023) e
a estimativa para a safra de 2023/2024 ¢ que esse numero aumente, podendo chegar a 403
milhdes de toneladas produzidas (AMIS, 2023).

Devido a importancia da soja no Brasil e no mundo, estudos visando melhorias na sua
produtividade sdo constantes, envolvendo desde a busca por novas tecnologias para plantio,
manejo do solo, melhoramento genético da planta, assim como controle de pragas e doengas.
Entre as inovagdes mais recentes desta cultura, o desenvolvimento da soja com tecnologia Bt
(Bacillus thuringiensis) merece destaque, pois a planta teve seu codigo genético modificado
para expressar a proteina Cryl Ac (na soja Bt de primeira geracdo), atuando como método de
controle para algumas das principais lagartas que atacam esta leguminosa como, por exemplo,
a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) e a lagarta-
falsa-medideira Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) (Walker, 1858) (BLANCO
et al., 2016; BROOKES & BARFOOT et al., 2020).

Essa tecnologia demandou muitas pesquisas € investimentos, € trouxe vantagens que
proporcionaram redugdo do uso de inseticidas e, consequentemente, a reducdo de custos com
a utilizacdo dos mesmos, contribuindo com o ambiente e economia (ROGGIA et al., 2013;
HORIKOSHI et al., 2022).

No entanto, outra espécie de lagarta também conhecida como falsa-medideira,
Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae), vem chamando a atengdo por estar
ocorrendo em soja Bt que expressa exclusivamente a proteina inseticida CrylAc, que até
entdo controlava esta espécie de lagarta, sendo considerado o primeiro caso relatado na
literatura de resisténcia de lagartas a esta tecnologia (NARDON et al., 2021).

Esta observacao tem preocupado, produtores e pesquisadores, pois o desenvolvimento
de resisténcia de R. nu a CrylAc, que até entdo ¢ considerada como uma praga secundaria na
cultura, pode facilmente, elevi-la a condigdo de praga de maior importdncia. Como
consequéncia, pode haver um aumento no uso de inseticidas no manejo da cultura, perdendo-

se muito dos beneficios da ado¢do da soja Bt que incluem, justamente, a menor utilizacao de
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quimicos sintéticos no controle de pragas para a producdo desta leguminosa. Dessa forma,
torna-se necessario reavaliar os métodos e estratégias utilizadas para o manejo de R. nu, na
busca por alternativas de manejo mais sustentaveis.

Uma opgdo para mitigar este problema ¢ a ado¢do do controle bioldgico aumentativo
que lanca mao do uso aplicado de inimigos naturais da praga como uma alternativa para o
controle da populagdo da mesma, e apresenta inimeras vantagens, como por exemplo a
auséncia de efeitos colaterais negativos para o solo, dgua e na saude da populagado, reducao na
utilizacao de produtos quimicos, e consequentemente, menor polui¢do ambiental (PARRA et
al., 2002).

Entre os inimigos naturais com potencial de uso aplicado para o manejo de R. nu, os
parasitoides de ovos do género Trichogramma merecem atencdo devido sua eficiéncia,
disponibilidade de produtos comerciais e seguran¢a ao homem e ao ambiente (OLIVEIRA &
AVILA, 2010). Devido a esses pontos, entre os parasitoides de ovos, Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) destaca-se como o de maior
potencial, com eficiéncia comprovada sobre outras espécies de lagartas pragas da soja, como
C. includens, uma espécie muito semelhante a R. nu, contra a qual 7. pretisoum ja foi
estudado determinando-se a devida recomendagdo de sua utilizagdo em programas de controle
em campo (BUENO et al., 2012; PARRA et al., 2014).

Assim como Trichogramma spp. € outros bioinsumos, o0s nematoides
entomopatogénicos (NEP) vem sendo cada vez mais estudados no Brasil apesar de ainda ndo
haver produtos comerciais disponiveis ao produtor para a cultura da soja. A eficiéncia desses
entomopatogenos ¢ comprovada em outras espécies de lagartas como A. gemmatalis e
Helicoverpa armigera (Hubner, 1809) (Lepidoptera: Noctuidae) (ANDALO et al., 2009)
indicando que estes agentes também podem ser utilizados com sucesso no manejo de R. nu.
Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar as bases biologicas de 7. pretiosum e

nematoides entomopatogénicos sobre R. nu, de forma isolada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja

A soja € uma das culturas de maior consumo ¢ producdo mundial, classificada como
dicotiledonea, pertencente a familia Fabaceae, que concentra plantas oleaginosas como o
feijao, lentilha e ervilha. A soja possui um ciclo com duragdo média entre 90 e 150 dias, com
altura variando de 60 a 110 centimetros (SEIXAS et al., 2020).

Os primeiros registros do cultivo e utilizagdo desse grao aconteceram no periodo de
2883 a.C, na Asia. No Brasil, a soja foi introduzida no ano de 1882, na Bahia através de
embarcagdes oriundas do exterior (BONATO, 1987) mas o primeiro relato oficial de
producao aconteceu no estado do Rio Grande do Sul, em 1941, onde também se instalou a
primeira fabrica de processamento deste grao (ROESSING et al., 2005).

Desde entdo, o cultivo vem sendo modificado e introduzido em diversos paises ao
redor do mundo, alvo de diversos estudos e hoje se tornou um produto amplamente utilizado,
em diversos aspectos. A producdo de soja no mundo ¢ de 369.029 milhdes de toneladas,
totalizando 136.029 milhdes de hectares de area plantada (USDA/PSD, 2023). O Brasil ¢
responsavel por 154.566,3 milhdes de toneladas desse total, apresentando uma area de cultivo
de 44.062,6 milhdes de hectares, com produtividade média de 3.508 Kg/ha (CONAB, 2023).

O estado brasileiro responsavel pela maior produ¢do de soja atualmente ¢ o Mato
Grosso com uma producao de 45.600,5 milhdes de toneladas, cultivados em mais de 12.000
milhdes de hectares, com produtividade média de 3.773 kg/ha seguido pelo estado do Parana
com producao de 22.384,9 milhdes de toneladas, em area plantada de 5.799,2 milhdes de
hectares e produtividade de 3.860 kg/ha na safra 2022/23 (CONAB, 2023).

Esses ntimeros, s6 sdo possiveis gracas aos avancos tecnoldgicos e investimentos em
pesquisas, no ambito mundial e nacional, desenvolvidas por instituicdes como a Embrapa —
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, cujos estudos, servicos, produtos e
consequentemente, conhecimento, promoveram e promovem inovacgdes principalmente em
melhoramento genético. Como resultado, o complexo soja, constituido pelos graos, 6leo e
farelo, passou a ser um produto de grande importancia comercial, indispensavel para a
alimentacdo humana e o principal cultivo alvo de exportacdo (Tabela 2.1), tornando-se a

maior commodity cultivada no Brasil (CAMARA, 2011; SANTOS, 2012; CONAB, 2022).
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Tabela 2.1 Consumo interno e exporta¢do de subprodutos a partir da soja brasileira em 2023.

Discriminacdo Exportacio Consumo Exportacio Consumo Exportacao
Mil Ton Mil Ton % % Milhées US$
Soja em grao 78.730 50.932 60,7% 39,3% 46.664
Farelo de soja 20.353 18.661 52,2% 47,8% 10.336
Oleo de soja 2.597 7.342 26,1% 73,9% 3.927
Total 101.680 76.935 60.927

Fonte: Abiove e Ministério da Economia/Secex (2023).

Tamanha produgdo se deve ao fato da soja ser matéria prima de diversos setores
industrias, como: alimenticio, nutrigdo animal, cosméticos, farmacéutico, quimica, plasticas,

tintas e biodiesel (COSTA NETO & ROSSI, 2000; GAZZONI, 2012).

2.2 Soja Bt

Devido a enorme relevancia da soja no Brasil e no mundo, altos investimentos em
pesquisas foram realizados e proporcionaram melhorias tanto nas sementes como na planta,
tornando-as mais resistentes a temperaturas e intempéries, com maior produgdo gracas ao uso
de tecnologias de plantio e de corregdo de solo, e resisténcia a doengas e insetos, devido ao
melhoramento genético.

Uma das inovagdes presentes nessa cultura sdo as plantas transgénicas, cujo material
foi modificado geneticamente, e recebeu genes especificos isolados através de técnicas
bioquimicas e que, apos serem adicionados a planta, passam a apresentar caracteristicas que
ndo sdo originais, tornando-as modificadas (VALICENTE et al., 2015).

A primeira soja transgénica desenvolvida na década de 1990 continha um gene capaz
de tornd-la tolerante ao efeito de um herbicida, o glifosato, e posteriormente outras
tecnologias foram sendo desenvolvidas e, atualmente, existem gendtipos resistentes a
herbicidas, resistente a insetos, plantas tolerantes a seca e modificadas para produzir maior
quantidade de 6leo com melhor qualidade (CROPLIFE, 2020).

Entre os cultivos transgénicos, a implementagdo da soja Bt, merece destaque, pois, foi
desenvolvida para expressar proteinas Cry da bactéria Bacillus thuringiensis, sintetizada
durante a esporulacdo das bactérias (ALLENDE et al., 2016). Essas proteinas sdo capazes de

proteger as plantas do ataque de pragas, causando a morte das mesmas e como consequéncia
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disso, reduzindo o uso de inseticidas, melhorando a rentabilidade para os produtores
(BERNARDI et al., 2016; DIVELY, 2018). No Brasil, a implementa¢cdo dessa tecnologia
aconteceu em 2010 (CNTBio, 2010) e na safra de 2020/21 contou com mais de 30 milhdes de
hectares cultivados de soja com tecnologia Bt (RR2 PRO®) expressando a proteina inseticida
CrylAc (HORIKOSHTI et. al., 2021).

O modo de acdo dessas proteinas acontece no trato digestorio do inseto que ingeriu
tecido foliar da soja Bt, de maneira semelhante ao processo que acontece quando os insetos
ingerem bactérias da espécie B. thuringiensis. O pH alcalino do intestino do inseto, solubiliza
as proteinas Cry, que se ligam a receptores presentes no epitélio intestinal, resultando no
rompimento da parede do intestino e, consequentemente, no extravasamento do material
presente na luz intestinal para o resto da cavidade corporal, levando a uma infecgao
generalizada, causando a morte do inseto por septicemia (Figura 2.1) (POGETTO et al.,
2017).

A alta taxa de adocdo da soja Bt foi impulsionada pelos altos niveis de prote¢ao contra
as pragas-chaves da cultura no Brasil, pois o CrylAc fornece protegao eficaz contra lagartas
das espécies A. gemmatalis, C. includens, Chloridea virescens (Fabricius, 1781) e
Helicoverpa armigera (Hiibner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) (BERNARDI et al., 2014;
DOURADO et al., 2016; BACALHAU et al., 2020). Contudo, a baixa ado¢do das areas de
refugio estruturado e as aplicagdes de inseticidas sem levar em considerag@o os niveis de agao
em areas que ndo adotam o Manejo Integrado de Pragas (MIP) vem resultando em selecdo de
populagdes de pragas resistentes nesses cultivos as principais estratégias de manejo adotadas

(SOSA-GOMEZ et al., 2012; BUENO & SILVA, 2021).
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Ligacéo aos Morte da lagarta

receptores (zepticemia)
Intestino Formacio de poros Disfuncao
do inseto na membrana das intestinal

células intestinais

Figura 2.1 A¢do da proteina Cry presente em soja Bf nos insetos.

Fonte: Pogetto et al., 2017.

2.3 Lepiddpteros praga da cultura da soja

A soja € a oleaginosa mais produzida no mundo (CONAB, 2023). Durante todo
processo de desenvolvimento, do plantio a colheita, as plantas ficam sujeitas a ataques de
insetos, que se instauram nas areas de cultivo, se alimentando das plantas e causando
prejuizos na producgdo. Entre os insetos pragas, o grupo das lagartas merecem destaquem por
englobarem as principais espécies de importancia economica (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2012).

Anticarsia gemmatalis, conhecida popularmente como lagarta-da-soja, ¢ uma das
principais desfolhadoras dessa cultura (MOSCARDI et al., 2002), contudo, atualmente, sabe-
se que esta espécie possui um facil controle com as ferramentas disponiveis, se comparada as
demais espécies. Com seu aparelho bucal mastigador, é capaz de perfurar e se alimentar de
toda a folha, causando perda de area foliar, responsavel pela fotossintese, e consequentemente
afetando a producdo de grio (SOSA-GOMEZ et al., 2014). Esta espécie, pode ocorrer
também no feijoeiro, arroz, alfafa, trigo e outros (PRATISSOLI, 2002).

As lagartas de H. armigera podem atacar a cultura da soja nos estagios vegetativos

(hastes, cotilédones, brotos) e nos estagios reprodutivos (vagem, graos ¢ folhas) (GUAZINA
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et al., 2019), pode também ocorrer em outras culturas de importancia agrondémica como
algodoeiro, milho e feijoeiro, por exemplo.

Chrysodeixis includens, conhecida por lagarta-falsa-medideira, consome o parénquima
foliar, deixando as folhas com aspecto rendilhado, restando apenas as nervuras. Comparada as
demais espécies, pode ser considerada de dificil controle e estd presente em mais de 70
espécies de plantas (BERNARDI et al., 2012).

Na safra 2021/2022 da soja (88% Bts e 12% ndo Bfts), o percentual de ocorréncia da
subfamilia Heliothinae no estado do Parana foi de 6% durante o ciclo total da cultura. J4 para
A. gemmatalis a porcentagem foi ainda maior, totalizando 26% de ocorréncia, ficando atrés
apenas das lagartas da subfamilia Plusiinae, que corresponde as espécies de C. includens e R.
nu que apresentaram uma porcentagem de 42% de ocorréncia, demonstrando a importancia

dessas lagartas para a soja (CARNEVALLI et al., 2022).

2.3.1 Rachiplusia nu
Lepidoptero considerado praga secundédria na cultura da soja, esta espécie era

controlada pela soja Bt, ¢ conhecido como falsa-medideira, R. nu. Essa espécie ocupa o grupo
de lagartas desfolhadoras, causando um aspecto de rendilhado no foliolo da soja, afetando
grande parte do parénquima e deixando exposta as nervuras da folha, podendo causar sérios
danos a lavoura da soja (SOSA-GOMEZ et al., 2014).

As lagartas e mariposas desta espécie se assemelham muito as de C. includens,
tornando a identificagdo dificil (Figura 2.2) (SOSA-GOMEZ et al., 2014), sendo que a
principal diferenca entre elas € observada na regido interna da mandibula, onde C. includens
apresenta dois dentes internos, enquanto R. nu possui carenas que atingem a margem da
mandibula, ou seja, sem a presenga de dentes (SOSA-GOMEZ et al., 2014).

Essa espécie possui cinco instares larvais, podendo medir até¢ 27 mm no ultimo instar.
Em todos os instares apresentam cor verde com linhas brancas no sentido longitudinal e
pontuagdes em branco e preto, com trés pares de pernas toracicas, dois pares de pernas
abdominais e um par de pernas anais (MOREIRA et al., 2009).

E no estagio larval, que dura em torno de 25 dias, que o inseto é responsavel por
prejuizos nas culturas, € uma unica lagarta pode consumir, em média, 1074 mg de folhas. J4 a
pupa dura em média 12 dias dando origem ao inseto adulto alado de cor castanho-escuro com
manchas brancas. As fémeas, dias apds a copula realizam a oviposi¢do depositando os ovos

de forma isolada no substrato (Figura 2.3) (MOSCARDI et al., 2013).
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Figura 2.2 Semelhancas entre as espécies Chrysodeixis includens e Rachiplusia nu.
(A) Lagarta de Chrysodeixis includens; (B) Adulto de Chrysodeixis includens; (C) Lagarta de
Rachiplusia nu; (D) Adulto de Rachiplusia nu.

Fotos: (A) Sosa-Gomez; (B) Silva; (C e D) Flores.
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Figura 2.3 Ciclo de vida da espécie Rachiplusia nu.
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Considerada uma espécie polifaga, R. nu pode estar presente em cultivos de girassol,
tabaco, algodoeiro, feijoeiro e outros (PASTRANA, 2004; BETANCOURT & SCATONI,
2006), porém, sua ocorréncia causa maiores prejuizos principalmente em soja,
especificamente com tecnologia Bt (RR2 PRO®) que expressa a proteina inseticida CrylAc
(HORIKOSHI et al., 2021), devido aos altos indices populacionais observados, indicando
resisténcia, o que aumenta sua importdncia como inseto-praga (BUENO et al., 2021;
RICIETTO et al., 2022).

A resisténcia se confirma através de trabalhos realizados por NARDON et al. (2021),
que apontaram R. nu sobrevivendo na cultura da soja Bt no Brasil (proteina CrylAc). Nesse
estudo foram coletadas falsa-medideiras e plantas de soja Bt e soja convencional (ndo Bf) de
12 locais diferentes do Pais, entre os estados do Mato Grosso, Minas Gerais, Parana e Sao
Paulo, assim como os municipios escolhidos. As lagartas passaram por testes laboratoriais e
as plantas foram submetidas a teste de verificagdo comprovando a transgenia. Apds a
realizacdo dos experimentos detectou-se de fato que a lagarta R. nu esta se adaptando a soja Bt
sendo selecionada para resisténcia a proteina CrylAc, alertando que € necessario buscar

alternativas de métodos e estratégias de controle da espécie na cultura.

2.4 Controle biolégico
O uso massivo de inseticidas na soja Bt para controle de R. nu ¢ um retrocesso a todo

avanco obtido com o desenvolvimento e adogdo da tecnologia Bt para a redugdo do uso de
inseticidas (BUENO et al., 2021), sinalizando que ¢ necessario o estudo de métodos mais
sustentaveis e eficientes no controle da praga em relacdo ao controle quimico (NARDON et
al., 2021; CROSARIOL NETTO et al., 2019).

Entre os métodos mais sustentdveis de manejo de pragas, o controle biologico
aumentativo se destaca pela sua eficiéncia e disponibilidade de produtos para serem utilizados
no campo. O controle biolodgico utiliza inimigos naturais da praga como uma alternativa para
o controle da popula¢do da mesma, e apresenta inimeras vantagens, como por exemplo a
auséncia de efeitos colaterais negativos para o solo, d4gua e na saude da populacdo humana,
redugdo na utilizacdo de produtos quimicos, € consequentemente, menor poluicao ambiental
(BERTI FILHO & MACEDO, 2010; VAN LENTEREN et al., 2018).

Além disso, os inimigos naturais se reproduzem e podem estabelecer-se no ambiente,
0 que pode ou ndo mantem o controle ativo por um periodo maior quando comparado ao
método quimico tradicional. Outro aspecto importante ¢ que os insetos-pragas nao sao

selecionados para resisténcia aos inimigos naturais com tanta rapidez quanto ao que ocorre
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com inseticidas quimicos, pois como esses agentes sdo organismos vivos, eles também sofrem
acdes evolutivas constantes, visando driblar mecanismos de defesa de seus hospedeiros
(GALLO et al., 2002; PARRA et al., 2002).

Com isso, com os diversos estudos citados anteriormente que destacam que a lagarta
R. nu se adaptou a soja Bt e foi selecionada para resisténcia a proteina CrylAc, é necessario
reavaliar os métodos e estratégias utilizadas para o controle da espécie na cultura da soja,

como por meio da utilizagdao de agentes de controle biologico.

2.4.1 Trichogramma pretiosum
Insetos parasitoides, sdo aqueles que requerem um inseto hospedeiro para completar

seu ciclo de vida causando, consequentemente, a morte desse hospedeiro. Dentro do ovo ou
do hospedeiro o desenvolvimento do parasitoide ¢ dividido em ovo, larva e pupa
(endoparasitoide), resultando em um adulto de vida livre (PARRA et al., 2021). Na cultura da
soja, os parasitoides que sdo amplamente utilizados, pertencem principalmente a ordem
Hymenoptera (BUENO et al., 2021).

Para lepidopteros, os parasitoides de ovos possuem resultados mais promissores, pois,
sdo capazes de controlar a praga, antes que qualquer injaria seja causada as plantas (COELHO
JR, 2019). Entre os parasitoides de ovos estdo as microvespas do género Trichogramma, que
incluem 210 espécies descritas, com inimeros hospedeiros descritos (PINTO et al., 2006), dos
quais 26 ocorrem no Brasil (MONTEIRO, 2010).

Classificados como idiobiontes solitarios ou gregarios e holometabolos, a larva do
parasitoide conta com uma fonte de alimento de fécil acesso, se nutrindo do contetido interno
do ovo parasitado (VOLKOFF et al., 1995; DOYON & BOIVIN, 2005). No estagio pupal, a
coloragdo escura ¢ uma caracteristica especifica dessa etapa do desenvolvimento, gracas a
presenca de urato no abdomen, e € por esse atributo de coloragdo que podemos identificar os
ovos parasitados (CONSOLI et al., 1999).

Os adultos emergem apos a ruptura do corio, formando um orificio de passagem no
ovo parasitado (GOULART, 2009). Os adultos possuem dimorfismo sexual (Figura 2.4),
podendo ser reconhecidos através das antenas, pois as fémeas apresentam clava no apice do
flagelo, ja& os machos possuem cerdas no flagelo, se assemelhando a pelos (Figura 2.4)
(QUERINO & ZUCCHI, 2012).

A reproducdo, acontece na maioria das espécies do género Trichogramma por
partenogénese arrenotoca, onde os ovos nao fertilizados resultam em machos haploides,

enquanto os ovos fertilizados produzem fémeas diploides. Contudo, também ¢é possivel
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ocorrer a partenogénese telitoca em outras espécies, onde as fémeas produzem outras fémeas,

sem copula, através da associagdo com a bactérias do género Wolbachia (ALMEIDA, 2004).
A procura de ovos acontece através de feromonios. Quando localizado a fémea utiliza

suas antenas para tocar a superficie do ovo do hospedeiro, avaliando o tamanho do ovo, idade

e saude. Quando aceito, a fémea busca a regido entre o cério € o odcito para entdo ovopositar

(SMITH, 1986).

Dimorfismo sexual Fémea parasitando
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Orificio de emergéncia Orificio de emergéncia
da lagarta do parasitoide
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Ovo ndo parasitado Ovo parasitado

\

Fotos: Adair V. Carneiro
Figura 2.4 Ciclo biolégico de Trichogramma pretiosum

Fonte: Bueno et al. (2022).

Viérios aspectos influenciam na biologia dos parasitoides do género Trichogramma,
podendo ser fatores bioticos e abidticos (PRATISSOLI et al., 2002). O ntimero de ovos do
parasitoide depositado depende proporcionalmente a disponibilidade de nutrientes do ovo

hospedeiro e da idade do mesmo (COLAZZA et al., 2010). Outra caracteristica importante € a



24

temperatura, pois esta determina o tempo de desenvolvimento ovo-adulto, longevidade das
fémeas e machos, razao sexual, fecundidade e outros (PARRA, 2002).

Dentre os parasitoides de ovos desse género, a espécie Trichogramma pretiosum
Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae), esta distribuida amplamente no territério
brasileiro e presente também em outros paises da América do Sul, com tamanho entre 0,2 mm
e 1,5 mm (QUERINO & ZUCCHI, 2012). Além disso, ¢ a espécie mais empregada na cultura
da soja no Brasil e no mundo, gragas a facilidade de estabelecer criagdo em varios
hospedeiros alternativos e sua agressividade em parasitar diversas espécies de lepidopteros,
por ser generalista (PARRA & ZUCCHLI, 2004).

Quando parasitando ovos de C. includens o tempo de desenvolvimento do periodo
ovo-adulto de T. pretiosum a 25°C, foi de 10 dias, ja em ovos de A. gemmatalis este estagio
estendeu-se por 10,3 dias (BUENO et al., 2009). Como citado acima, varias caracteristicas
podem influenciar os aspectos bioldgicos de 7. pretiosum, o que ressalta a importancia de
pesquisas que trabalhem em diferentes frentes e com esses resultados, consequentemente
teremos um melhor uso ¢ desempenho desses parasitoides em campo.

Com produtos em comercializacdo de eficacia comprovada (Tabela 2.2), T. pretiosum
ja ¢é utilizado como agente de controle para lagartas na cultura da soja como a lagarta-da-soja
A. gemmatalis, a lagarta-falsa-medideira C. includens e H. armigera. No entanto, ndo ha
estudos relatando a eficiéncia deste parasitoide sobre R. nu, e tendo em vista que este inimigo
natural j& € comercializado e conhecidamente utilizado para controle de outras lagartas pragas
na cultura da soja, seria interessante do ponto de vista econdmico e pratico, se fosse possivel

sua utilizagdo também no controle de R. nu.
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Tabela 2.2 Produtos comerciais de Trichogramma pretiosum disponiveis no mercado

brasileiro.
Produto comercial Alvos registrados
Bioin-Tricho-P (Bioln) Anticarsia gemmatalis; Helicoverpa zea; Spodoptera
PretiolN frugiperda; Tuta absoluta e Pseudoplusia uncluden
Tricho-Vit Anticarsia gemmatalis; Helicoverpa zea; Spodoptera
frugiperda; Tuta absoluta; Cryptoblabes gnidiella e
Lasiothyris luminosa.
Hunter
Pretiobug
TrichoAgri Anticarsia gemmatalis; Helicoverpa zea; Spodoptera
Trichobiogramma frugiperda e Tuta absoluta.

Trichogramma pretiosum
Trichobio-P
Trichomip-P

Trichosul
Trilag

Bioprecioso Anticarsia gemmatalis; Chrysodeixis includens; Helicoverpa
zea; Spodoptera frugiperda; Tuta absoluta; Pseudoplusia

uncluden; Cryptoblabes gnidiella e Lasiothyris luminosa.

Fonte: Agrofit (2023).

2.4.2 Nematoides Entomopatogénicos
Os nematoides entomopatogénicos (NEP) sdo vermes de corpo cilindrico, pertencentes

ao Filo Nematoda (DELEY, 2006) capazes de parasitar insetos. Estdo classificados na ordem
Rhabdtida, divididos em duas familias: Steinernematidae, com os géneros Neosteinernema e
Steinernema, ¢ na familia Heterorhabditidae, com o género Heterorhabditis (DOLINSKI &
MOINO JR, 2006).
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Figura 2.5 Imagem microscopica do nematoide entomopatogénico da espécie
Steinernema puertorisense: (A) Macho e (B) Fémea.

Fotos: Paula S. Taguti (2023).

Os géneros Steinernema e Heterorhabditis compreendem as espécies mais utilizadas
como agentes de controle bioldgico. Isso se deve a associagdo com bactérias simbiontes que
promovem a morte rapida dos insetos, facilitam a alimentagdo dos NEP e os protegem de
outras infec¢des (ALMENARA et al., 2012), O nematoide, por sua vez, apresenta capacidade
de locomocao, localizacdo e invasdo dos hospedeiros, tornando-os juntos, muito eficientes na
infec¢cdo e morte de isolados (ALVES et al., 2022).

O termo entomopatogénicos se deve ao fato desses individuos possuirem a capacidade
de infectar e matar insetos, pois sdo parasitas obrigatorios, e quando adentram em seus
hospedeiros liberam as bactérias simbiontes que sdo as responsaveis por causar septicemia, ou
seja, desencadeiam uma infecg¢do generalizada que causa a morte dos mesmos em um periodo
de 24 a 72 horas (FERRAZ, 1998; VOSS, 2009; SHAPIRO-ILAN et al., 2017). Para o género
Steinernema as bactérias simbiontes geralmente sdo do género Xenorhabdus (POINAR &
THOMAS, 1979), e em Heterorhabditis (POINAR, 1975), sdo as bactérias do género
Photorhabdus (THOMAS & POINAR, 1979) (ANDALO et al., 2009).

O desenvolvimento dos NEP ¢ dividido em trés estagios, sendo eles: ovo, quatro
estagios juvenis, denominados J1, J2, J3 e J4, e por ultimo a fase adulta (ALMENARA,
2012).

O ciclo da vida desses vermes comec¢a na infecgdo do hospedeiro pelos juvenis
infectantes (JI), que carregam as bactérias simbiontes na parte anterior dos seus intestinos,
podendo entrar no inseto através dos espiraculos traqueais, cavidade oral ou anus, para os

NEP de ambos os géneros, e em Heterorhabditis também pode acontecer via penetragcdo do
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tegumento, pois possuem dente corneo que possibilita a entrada através de areas mais moles
do exoesqueleto (WANG & GAUGLER, 1998).

Dentro do hospedeiro, se locomovem até a hemocele onde liberam uma cuticula extra
e as bactérias, que fazem o processo de infeccdo, se multiplicam rapidamente e provocam a
morte dos hospedeiros (CICHE & ENSIGN, 2003; LOPES, 2012; SHAPIRO-ILAN et al.,
2017). A liberagdo das bactérias simbiontes pelos JI ocorre através da defecagdo para os NEP
dos géneros Steinernema, enquanto os NEP de Heterorhabditis, ocorre por regurgitacao
(CICHE & ENSIGN, 2003).

Apds a morte do hospedeiro, os nematoides se alimentam das bactérias que se
multiplicaram no corpo do inseto, tornando-se adultos de primeira geracdo, podendo ser
machos ou fémeas nas espécies do género Steinernema ou hermafroditas com morfologia de
fémeas em Heterorhabditis. Com fémeas do género Steinernema, apds a copula ocorre a
oviposicdo, e dos ovos eclodem as larvas na fase J1, que se desenvolvem sofrendo mudas da
cuticula, transformando-se em J2, J3 e J4, e por fim no adulto, dando origem a segunda
geracdo (DOLINSKI et al., 2008).

Em Heterorhabditis, por serem hermafroditas, mesmo que aconteca a penetragdo de
um unico individuo, a reproducdo torna-se possivel, pois ndo ocorre copula, e as fémeas se
autofecundam, gerando ovos que eclodem em J1 ainda no interior do corpo da hermafrodita.
Em seguida, os juvenis rompem a cuticula do corpo materno, em um processo conhecido com
endotoquia matricida (POINAR, 1990; DOLINSKI & MOINO JUNIOR, 2006).

Quando as fontes de nutrientes se esgotam dentro do hospedeiro, os individuos que se
encontram na fase J2 ingerem as bactérias, passam para J3 e retém o exoesqueleto da fase
anterior, e saem do cadaver do hospedeiro para o solo em busca de novos insetos (JI).

As espécies dos géneros Heterorhabditis e Steinernema, sao capazes de se deslocarem
no solo através de lamina d’agua, caracteristica que deve ser destacada em relacdo aos demais
entomopatogenos (FUGA et al.,, 2012). Lewis et al. (2006), classificaram em duas as
estratégias de busca do NEP, como: “cruiser” (rastreamento) no qual, ao identificar o
hospedeiro, o nematoide se desloca em sua direcdo, e “ambusher” (emboscada), na qual o
nematoide espera pelo inseto fazendo movimento de nictagdo para assim penetrar o corpo do
hospedeiro.

Tais atributos os tornam uma ferramenta promissora em programas de manejo
integrado de pragas (MIP), representando uma parte importante dos agentes de controle
biologico. Diferentes estudos e trabalhos realizados confirmam que NEP tem eficicia

comprovada no controle de diversos lepiddpteros como por exemplo a lagarta-do-cartucho
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Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta elasmo
Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae), Agrotis spp. (Lepidoptera:
Noctuidae) (ALVES et al., 2022). Contudo, ndo ha registros da utilizacdo de NEP sob R. nu, o

que destaca a importancia de se estudar se estes agentes podem ser utilizados no manejo desta

praga.
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3. ARTIGO A
POTENCIAL DE UTILIZACAO DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) NO MANEJO DE Rachiplusia nu
(GUENEE, 1852) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

O Brasil ¢ considerado o maior produtor mundial de soja e conta com altos niveis de
utilizagdo de soja Bt, que fornece controle sobre diversas lagartas que atacam esta cultura,
entre elas a espécie Rachiplusia nu. No entanto, R. nu tem sido relatada em alguns estados
brasileiros em soja Bt (CrylAc) o que pode indicar resisténcia, aumentando sua importancia
como inseto-praga e evidenciando a necessidade de buscar alternativas para controle. Este
trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas biologicas e a capacidade de parasitismo
de Trichogramma pretiosum visando o controle de R. nu em 20, 25 e 30°C para ambos o0s
experimentos. Os parametros avaliados nos testes de biologia foram: duragdo do
desenvolvimento (ovo-adulto), porcentagem de emergéncia (viabilidade), nimero de
individuos por ovo e razdo sexual. J4 nos bioensaios de capacidade, em cada temperatura,
foram observados os pardmetros: nimero de ovos parasitados diariamente, porcentagem
acumulada de parasitismo, numero total de ovos parasitados por fémea ¢ longevidade das
fémeas. Nos experimentos de biologia, os pardmetros porcentagem de emergéncia e numero
de parasitoide por ovo ndo foram afetados pelas condigdes estudadas. Ja na razdo sexual, os
resultados obtidos a 25 e 30°C e a duracdo do desenvolvimento (ovo-adulto) apresentou
diferenca entre as trés temperaturas. Nos bioensaios de capacidade, o ritmo de parasitismo de
T. pretiosum foi diretamente influenciado pelas temperaturas, e a longevidade foi maior a
medida que a temperatura decresceu enquanto a porcentagem acumulada de parasitismo
variou de 6 a 10 dias, da maior temperatura para a menor, respectivamente. O maior nimero
de ovos parasitados foi 46 ovos por fémea.

Palavras-Chave: falsa-medideira; manejo integrado de pragas; parasitoide.

Abstract

Brazil is considered the world's largest producer of soybeans and has high levels of use of Bt
soybeans, which provide control over various caterpillars that attack this crop, including the
species Rachiplusia nu. However, R. nu has been reported in some Brazilian states on Bt
soybeans (CrylAc), which may indicate resistance, increasing its importance as a pest insect
and highlighting the need to seek alternatives for control. The aim of this study was to
evaluate the biological characteristics and parasitism capacity of Trichogramma pretiosum
with a view to controlling R. nu at 20, 25 and 30°C for both experiments. The parameters
evaluated in the biology tests were: duration of development (egg-adult), percentage of
emergence (viability), number of individuals per egg and sex ratio. In the capacity bioassays,
the following parameters were observed at each temperature: number of eggs parasitized
daily, cumulative percentage of parasitism, total number of eggs parasitized per female and
female longevity. In the biology experiments, the parameters percentage emergence and
number of parasitoids per egg were not affected by the conditions studied. On the other hand,
the sex ratio results obtained at 25 and 30°C and the duration of development (egg-adult)
differed between the three temperatures. In the capacity bioassays, the parasitism rate of 7.
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pretiosum was directly influenced by the temperatures, and longevity was greater as the
temperature decreased while the accumulated percentage of parasitism varied from 6 to 10
days, from the highest temperature to the lowest, respectively. The highest number of
parasitized eggs was 46 eggs per female.

Key-Words: false-midworm; integrated pest management; parasitoid.

3.1 Introducio

A primeira soja geneticamente modificada expressando genes de Bacillus
thuringiensis (Bt), denominada de soja Bt, foi inicialmente cultivada em 1,2 milhdo de
hectares, mas devido a alta adocdo pelos agricultores, rapidamente o patamar de mais 30
milhdes de hectares cultivados com esta tecnologia foi alcangado na safra 2020/21 no pais
(SPARK, 2021; HORIKOSHI et al., 2022).

O cultivo da soja Bf (Cryl Ac) vem sendo uma importante ferramenta para o Manejo
Integrado de Pragas (MIP) no controle das principais lagartas que atacam a cultura da soja
como Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis includens
(Walker, 1858), Chloridea virescens (Fabricius, 1781), Helicoverpa armigera (Hubner, 1809)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Crocidosema aporema (Walsingham, 1914) (Lepidoptera:
Tortricidae) (MACRAE et al., 2005; BERNARDI et al., 2012; BERNARDI et al., 2014;
DOURADO et al. 2016; BUENO & SILVA, 2021).

A adocdo dessa tecnologia tem trazido varios beneficios como o manejo eficaz das
lagartas, redu¢do do uso de inseticidas quimicos e com isso preservagao dos inimigos
naturais, aumento da produtividade devido a reducdo de perdas causadas pelas pragas e
consequentemente aumento da renda dos agricultores (BROOKES, 2018). Entretanto, devido
principalmente a baixa adocdo de area de refligio estruturado e as aplicagdes de inseticidas
sem levar em consideracdo os niveis de acdo em areas que ndo adotam o MIP, os primeiros
casos de lagartas resistentes a Cryl Ac foram relatados (BUENO & SILVA, 2021; NARDON
etal., 2021).

A partir da safra 2019/20 foram reportados ataques de lagartas de Rachiplusia nu
(Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae), causando desfolha em lavouras de soja Bt
(CrylAc) inicialmente nas regides norte do estado do Parané e sudoeste e centro do estado de
Sao Paulo (BUENO & SILVA, 2021), cuja ocorréncia vem ano a ano se expandindo para
outras localidades como a primeira espécie de pragas com resisténcia comprovada a CrylAc

em soja (NARDON et al., 2021).
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A ocorréncia dessa espécie resistente a Cryl Ac tem preocupado, produtores que estdo
usando inseticidas quimicos como a principal ferramenta para seu controle, muitas das vezes
de forma abusiva (BUENO & SILVA, 2021), sem mesmo respeitar os niveis de agdo
recomendados para o seu controle, que sdo de 30% de desfolha durante o periodo vegetativo
da soja ou 15% de desfolha durante o periodo reprodutivo (HAYASHIDA et al., 2020).

Apesar de sua importincia para a produ¢do de alimentos quando utilizado
corretamente, o uso abusivo de inseticidas traz inumeras consequéncias indesejaveis ao
homem e ao meio ambiente (JACQUET et al., 2022) entre os quais podemos destacar a
selecdo de insetos resistentes (SOSA-GOMEZ & OMOTO, 2012), a reducdo do controle
bioldgico natural (TORRES & BUENO, 2018) e a ressurgéncia de pragas (BUENO et al.,
2021) entre outras. Diante desse cendrio, a busca por alternativas sustentaveis para o0 manejo
de R. nu é de grande interesse tedrico e pratico que visa beneficiar centenas de agricultores
que precisam manejar os mais recentes surtos dessa praga que vem ocorrendo, principalmente
em soja Bt de primeira geragao (CrylAc).

Entre as ferramentas de manejo de pragas mais sustentdveis atualmente disponiveis, o
controle bioldgico aumentativo (CBA) destaca-se como um método que tem sido aplicado ha
mais de 100 anos em milhdes de hectares em todo o mundo (VAN LENTEREN et al., 2018).
Entre os diferentes agentes de controle bioldégico que podem ser utilizados no CBA, os
parasitoides de ovos do género Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (PARRA
& COELHO JR, 2019) tém sido amplamente utilizados, pois ja possuem metodologia de
criacdo eficiente estabelecida em hospedeiros alternativos além de serem agressivos no
parasitismo dos ovos hospedeiros, incluindo espécies de importancia economica na cultura da
soja como C. includens e A. gemmatalis (BUENO et al., 2012; BUENO et al., 2022).

Em soja, a espécie do género Trichogramma mais utilizada & Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (HOHMANN et al., 1989),
responsavel por mais de 90% do parasitismo de ovos de lepidopteros observados na cultura
(FOERSTER & AVANCI, 1999). Trichogramma pretiosum ¢ uma espécie comercialmente
utilizada na cultura no Brasil para controle de diferentes espécies de lepidopteros (BUENO et
al. 2022). Entretanto, o sucesso das liberacdes de T. pretiosum, depende do conhecimento das
caracteristicas bioecoldgicas do parasitoide e sua interagdo com a espécie do hospedeiro alvo
(BLEICHER & PARRA, 1989; BOURCHIER & SMITH, 1996; PRATISSOLI & PARRA,
2001).

Portanto, para validar o uso de 7. pretiosum no controle de R. nu em liberagdes

comerciais, sao necessarios estudos laboratoriais que investiguem a biologia e capacidade de
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parasitismo de 7. pretiosum neste hospedeiro alvo potencial (HASSAN, 1997; SCHOLLER &
HASSAN, 2001), pois a eficiéncia de parasitismo provou ser diferente entre diferentes
espécies de Trichogramma (SCHOLLER & HASSAN, 2001).

Os parametros bioldgicos do parasitoide podem ser influenciados por fatores
abidticos, como umidade, luz e temperatura (NOLDUS, 1989) e hospedeiro avaliado
(PIZZOL et al.,, 2010). O estudo do parasitismo em diferentes temperaturas fornece
informacdes importantes para o estabelecimento de programas de controle biologico R. nu
destinados a areas que se enquadrem nessas temperaturas testadas. Assim, o presente estudo,
objetivou avaliar a biologia e capacidade de parasitismo de 7. pretiosum em ovos de R. nu a
20, 25 e 30°C para adquirir informac¢des necessarias para posterior desenvolvimento de

programas de controle bioldgico de R. nu em soja utilizando esse parasitoide.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Criacao dos Insetos

Criacao de Trichogramma pretiosum

O parasitoide T. pretiosum foi criado em condi¢des controladas de laboratorio, em sala
climatizada com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro
e umidade relativa de 70+10% conforme detalhado por PARRA (1997) e brevemente descrito
a seguir.

Os parasitoides adultos foram acondicionados em gaiolas (potes plasticos transparen-
tes de um litro, tampados com filme de PVC) com gotas de mel de abelha puro para alimenta-
¢do. Para manutencdo das geragdes foram confeccionadas cartelas com ovos de Anagasta ku-
ehniella (Zeller,1879) (Lepidoptera: Pyralidae) previamente esterilizados sob luz ultravioleta
(STEIN & PARRA, 1987). Os ovos foram fixados com cola branca em cartelas de cartolina
(12x10 cm). Apos 24 horas de exposi¢do ao parasitismo, as cartelas foram retiradas das gaio-
las e acondicionadas em novas gaiolas até a emergéncia dos adultos, os quais utilizados para

0s experimentos ou para manuten¢do da criacao.

Criacao de Rachiplusia nu
A criagdo de R. nu foi iniciada a partir de lagartas coletadas em lavouras de soja do
estado de Sao Paulo nos anos de 2022 e 2023 e identificadas morfologicamente através do

Manual de Identificagdo de Insetos e Outros Invertebrados da Cultura da Soja (SOSA-
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GOMEZ et al., 2014). As lagartas foram inicialmente mantidas no laboratério de criagdo de
insetos da Bayer CropScience (Santa Cruz das Palmeiras, SP) e posteriormente transferidas
para o laboratorio de criagcdo de lagartas da Embrapa Soja (Londrina, PR).

A criagao foi mantida conforme metodologia proposta por ANDRADE et al. (2016)
em condi¢des controladas de laboratério em sala climatizada a 25+1°C, fotoperiodo de 12
horas de luz e 12 horas de escuro e umidade relativa de 60+10% em dieta artificial descrita
por GREENE et al. (1976) e modificada por HOFFMANN CAMPO et al. (1985) em copos de
plastico de 50 mL até a fase de pupa. As pupas foram separadas e acondicionadas em gaiolas
de acrilico 50 cm x 50 cm, forradas de papel para servir de substrato para oviposi¢do na fase
adulta e facilitar a coleta de ovos. Os ovos foram coletados diariamente e utilizados para os
experimentos ou para manuten¢do da criacdo que foi mantida por até 10 geragdes em

laboratorio.

3.2.2 Testes com o parasitoide Trichogramma pretiosum
Os ensaios foram realizados a partir de adaptacdo da metodologia de Bueno (2008)

conforme descrito a seguir:

Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum em ovos de Rachiplusia nu
em diferentes temperaturas

Antes da instalacdo dos experimentos, a espécie de 7. pretiosum foi mantida, por uma
geracdo, em ovos de R. nu a fim de se eliminar um possivel condicionamento pré-imaginal
pela criagdo no hospedeiro alternativo (4. kuehniella).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos,
constituidos pelas temperaturas (20, 25 e 30° C) e cada tratamento foi repetido 20 vezes, onde
cada repeti¢do correspondia a uma fémea do parasitoide.

Para a montagem do ensaio, fémeas de 7. pretiosum, com até 24 horas de idade foram
individualizadas em tubos de vidro (12 mm de diametro ¢ 75 mm de altura), onde foi
oferecido, para cada fémea, 20 ovos da praga. Estes ovos tinham no maximo, 24 horas de
idade. Como alimento para os adultos do parasitoide foi oferecida uma goticula de mel puro
de abelhas. O parasitismo foi permitido por 24 horas em camaras climatizadas, reguladas a 25
+ 1°C, UR 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 h de escuro. Apos este periodo,
os parasitoides foram retirados dos tubos e os ovos transferidos para cdmaras climatizadas
reguladas com temperaturas pré-selecionadas (20, 25 e 30°C = 1°C), com UR 70 £ 10% e

fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 h de escuro.
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Em cada temperatura, foram observados os seguintes parametros bioldgicos: duragio
do desenvolvimento (ovo-adulto); porcentagem de emergéncia (viabilidade); nimero de

individuos por ovo hospedeiro e razdo sexual, dada pela formula:

rs= nimero de fémeas

numero de (fémeas + machos)

Para a determinacao da duracdo do desenvolvimento (ovo-adulto), foram realizadas
observagdes didrias. A avaliacdo da emergéncia dos parasitoides foi realizada sob
microscopio estereoscopico, contando-se os ovos parasitados do hospedeiro que apresentaram
orificio de saida dos adultos dos parasitoides. Os dados foram submetidos a andlise de

variancia e, as médias, comparadas pelo teste de Tukey (p>0,05).

Capacidade de parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos de R. nu em
diferentes temperaturas

Foram individualizadas fémeas de 7. pretiosum em tubos de vidro (12 mm de
diametro e 75 mm de altura) tampados com filme pléastico de PVC com mel para alimentagao
dos adultos. Utilizou-se 20 tubos (repeti¢des) por tratamento em delineamento inteiramente
casualizado, que foram mantidos em camaras climatizadas reguladas nas temperaturas de 20,
25 e 30°C + 2°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 h de
escuro. Diariamente, no mesmo horario, as cartelas com ovos foram trocadas até a morte das
fémeas. As cartelas contendo ovos parasitados foram mantidas em camara climatizada 25 +
2°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 h de escuro até a
emergéncia dos parasitoides. Os pardmetros avaliados foram: nimero de ovos parasitados
diariamente; porcentagem acumulada de parasitismo; numero total de ovos parasitados por
fémea, emergéncia dos parasitoides (viabilidade do parasitismo %) e longevidade das fémeas

parentais.

Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise exploratoria para avaliar as
pressuposi¢des de normalidade dos residuos (SHAPIRO & WILK, 1965) homogeneidade de
variancia dos tratamentos e aditividade do modelo (BURR & FOSTER, 1972), para permitir a

aplicacdo da ANOVA. Em seguida, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
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probabilidade de erro, utilizando-se o programa de analises estatisticas SAS (SAS

INSTITUTE, 2009).

3.3 Resultados

Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum em ovos de Rachiplusia nu
em diferentes temperaturas

As temperaturas estudadas (20, 25 e 30°C) ndo impactaram no numero de parasitoides
emergidos por ovo hospedeiro que variou de 1,3 a 1,4 parasitoides, além de também ndo
impactar na sobrevivéncia da fase larval, com emergéncia (%) de 100% em todas as
temperaturas avaliadas. Diferentemente, o periodo ovo-adulto (dias) e a razdo sexual
diferiram dependendo da temperatura na qual o parasitoide se desenvolveu. O periodo ovo-
adulto foi inversamente proporcional ao incremento da temperatura, observando-se 20,3; 10,0
e 8,0 dias para as temperaturas de 20, 25 e 30°C, respectivamente. Assim, verifica-se que o
aumento da temperatura de 20°C para 30°C resultou na redug@o do periodo de ovo a adulto de
20,3 dias no desenvolvimento de 7. pretiosum. A razdo sexual foi semelhante nas
temperaturas de 25 e 30°C (0,6666 e 0,6524, respectivamente) enquanto a emergéncia de um

menor nimero de fémeas (razdo sexual de 0,4947) foi observada na temperatura de 20°C

(Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Caracteristicas biologicas da fase imatura de Trichogramma pretiosum em ovos
de Rachiplusia nu em diferentes temperaturas de desenvolvimento. UR 70 + 10% e

fotoperiodo de 12 h de claro e 12 h de escuro.

Temperatura Emergéncia  Parasitoide/ovo Periodo ovo- Razio Sexual
O (%) adulto (dias)

20 100,0+0,0a 1,3+0,2a 20,3%1,0a 0,4947+0,09b

25 100,0+0,0a 1,4+0,3a 10,0+0,0b 0,6666+0,09*

30 100,0+0,0a 1,3+0,2a 8,0+0,0c 0,6524+0,06*

Médias (xEPM) seguidas de mesma letra na coluna ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Capacidade de parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos de R. nu em
diferentes temperaturas

O parasitismo de 7. pretiosum diferiu entre as temperaturas testadas (Figura 3.1). O
numero de ovos parasitados por dia variou nas temperaturas, sendo os maiores parasitismos
sempre observados nos primeiros dias. A fémea do parasitoide teve o maior parasitismo
sempre nas primeiras 24 horas de parasitismo, sendo o nimero médio de ovos parasitados de
7,95; 11,05 e 12 ovos por fémea nas temperaturas de 20, 25 e 30°C, respectivamente. Em
seguida, o nimero de ovos colocados diariamente (parasitismo didrio) diminui em todas as
temperaturas avaliadas (20, 25 e 30°C), mostrando que o parasitismo tende a decrescer com o
passar do tempo de vida do parasitoide adulto. O parasitoide alcangou 80% do parasitismo

total aos 10, 7 e 6 dias nas temperaturas de 20, 25 e 30°C, respectivamente (Figura 3.1).

Figura 3.1 Taxa média de parasitismo didrio e acumulado do parasitoide
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acumulada.

A temperatura afetou a longevidade das fémeas parentais de 7. pretiosum
inversamente proporcional ao aumento da temperatura. A maior longevidade das fémeas
parentais de 7. pretiosum foi de 16,8 dias a 20°C, decrescendo para 10,5 e 8,0 dias nas

temperaturas de 25°C e 30°C, respectivamente. O niimero total de ovos parasitados por fémea
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ao longo do seu desenvolvimento também variou com as temperaturas. O maior niimero de
ovos parasitados (46,4 ovos) ocorreu a 25°C, que foi reduzido para 34,4 e 24,9 ovos a 30 e
20°C, respectivamente. Apesar do impacto da temperatura na longevidade das fémeas
parentais e do nimero de ovos parasitados totais, a emergéncia dos parasitoides foi de 100%

em todas as temperaturas avaliadas (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Valores médios (£D.P.) do niimero de ovos parasitados por fémea e da
longevidade das fémeas de Trichogramma pretiosum em diferentes temperaturas sobre ovos

de Rachuplusia nu.

Temperaturas  Parasitismo total Emergéncia Longevidade das fémeas
(Viabilidade) parentais (dias)
20°C 24,9+7,0c 100,0+0,0a 16,8+4,8a
25°C 46,4+5,6a 100,0+0,0a 10,5+3,0b
30°C 34,4+8,1b 100,0+0,0a 8,0+2,4c
C.V.(%) 19,9 - 10,3

*M¢édias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferiram entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

3.4 Discussiao
Trichogramma pretiosum ¢é classificado como um parasitoide generalista, entretanto,

sdo necessarios avaliagdes bioldgicas detalhadas com diferentes espécies de hospedeiros para
determinar sua capacidade de parasitismo e assim o real potencial desse inimigo natural no
controle de diferentes espécies de lepidopteros em programas de controle bioldgico
aumentativo. Diversos fatores bidticos e abidticos exercem influéncia sobre os aspectos
biologicos dos parasitoides, interferindo em sua eficiéncia (MCDOUGALL & MILLS, 1997;
THOMSON & HOFFMANN, 2002).

Entres esses fatores destacam-se: preferéncia por ovos de diferentes espécies de
hospedeiros, caracteristicas nutricionais, tamanho e forma do ovo, espessura e rigidez do
corio e respostas a condicdes ambientais (HASSAN, 1997) além da temperatura
(PRATISSOLI et al., 2004; MOEZIPOUR, 2006). Sendo assim, apesar de 7. pretiosum ter
sido o primeiro macrobioldgico registrado para uso comercial no manejo de lepidopteros
pragas da soja no Brasil com eficiéncia comprovada no manejo de 4. gemmatalis e C.

includens (BUENO et al., 2022), este ¢ o primeiro trabalho realizado que quantifica o
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potencial de 7. pretiosum no manejo de R. nu, outra espécie de lepidoptero praga de
importancia crescente na cultura da soja devido a ocorréncia de populagdes resistentes em
campo da mesma a soja Bt expressando o Cryl Ac (NARDON et al., 2021).

O parasitismo total de 7. pretiosum em ovos de R. nu ¢ semelhante ao parasitismo
deste agente de controle bioldgico em ovos de outros hospedeiros importantes na cultura da
soja como A. gemmatalis e C. includens (BUENO et al., 2009; BUENO et al., 2012) cuja os
quais o parasitoide ¢ recomendado para ser usado na quantidade de 500.000 parasitoides/ha na
fase vegetativa da soja ou 750.000 parasitoides/ha se esta cultura estiver na fase reprodutiva,
divididos em trés liberacdes em pelo menos 50 pontos por hectare, com intervalos de quatro
dias (BUENO et al., 2022) o que pode sugerir que estas recomendagdes determinadas para
esses outros hospedeiros pragas da soja possam ser também adotados para R. nu.

A oscilagdo no ritmo de parasitismo observado nas diferentes temperaturas esta
relacionada com a espécie do parasitoide assim como também com a espécies do hospedeiro
avaliado (PRATISSOLI & PARRA, 2000; 2001; PRATISSOLI et al., 2004). O parasitismo
concentrado observado nos primeiros dias de parasitismo € uma caracteristica bastante
positiva quando visamos a liberagao massal do parasitoide em campo. Desta forma, ha um
controle rapido do hospedeiro, além de permitir que os produtores sigam aplicando outros
produtos necessarios para a cultura, sem prejudicar a eficiéncia do parasitoide (PIZZOL et al.,
2010).

Resultados semelhantes com 7. pretiosum em ovos de A. gemmatalis e C. includens
(BUENO et al., 2009; BUENO et al., 2012) além de P. xylostella também apresentaram a
mesma tendéncia de concentragdo de parasitismo nos primeiros dias de vida das fémeas
(PRATISSOLI et al., 2004). RESENDE & CIOCIOLLA (1996) obtiveram resultados em que
o periodo de parasitismo em ovos de H. zea por T. atopovirilia, variou de 4 a 12 dias, com
maior concentra¢do de postura nas primeiras 24 horas, nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C.

Apesar de confirmar a elevada capacidade de parasitismo de 7. pretiosum em ovos de
R. nu, ¢ importante ressaltar que o periodo-ovo adulto observado nas diferentes temperaturas
neste trabalho ¢ significativamente superior a resultados prévios reportados na literatura para
T. pretiosum em ovos de A. gemmatalis e C. includens (BUENO et al., 2009). A duragdo do
periodo ovo-adulto (dias) pode indicar melhor ou pior qualidade de uma respectiva
temperatura ou hospedeiro.

Temperaturas ou hospedeiros mais adequados, geralmente, proporcionam um
desenvolvimento mais rapido da fase larval do parasitoide (YEARGAN, 1980; SUJII et al.,

2002). Enquanto, a maior dura¢dao do periodo ovo-adulto ¢ descrita por alguns autores como
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uma acao compensatoria de sobrevivéncia dos insetos apesar dos hospedeiros ndo atenderem
satisfatoriamente as exigéncias nutricionais das espécies (SILVEIRA et al., 1997;
MACHADO et al., 1999).

A pior qualidade de R. nu pode estar relacionada ao seu desenvolvimento em soja Bt
que apesar de ndo estar mais matando as lagartas devido a selecdo de populagdes resistentes,
essa selecdo pode apresentar custos adaptativos relacionados. Vale, entretanto ressaltar, que
100% de viabilidade do parasitismo foi observada em todos os experimentos realizados. Esses
resultados sdo semelhantes com os resultados de PRATISSOLI & OLIVEIRA (1999) que
avaliaram a viabilidade de 7. pretiosum em ovos de Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) mostrando boa adaptacdo de 7. pretiosum aos ovos de R. nu mesmo
que esses possam ter qualidade nutricional reduzida por serem provenientes de lagartas que se
alimentaram de soja Bt que expressava CrylAc.

O presente estudo traz também um importante entendimento da influéncia da
temperatura sobre as caracteristicas biologicas de 7. pretioum parasitando R. nu. De acordo
com CHAPMAN (1998), os insetos reagem as mudancas térmicas, provocando alteracdes no
metabolismo, que varia de espécie para espécie. Com relagao ao parasitoide 7. pretiosum, 0s
resultados confirmaram que a temperatura afeta o desenvolvimento de 7. pretiosum de forma
significativa.

A reducdo na duracdo do desenvolvimento de Telenomus podisi Ashmead, 1893
(Hymenoptera: Platygastridae) devido a elevagdo da temperatura ¢ consequéncia do aumento
da atividade metabolica dos parasitoides quando desenvolvidos em temperaturas mais
elevadas (OLIVEIRA et al., 2010; HERNANDEZ & DIAZ, 1996; PRATISSOLI, 1995;
ZAGO et al., 2006). Para T. pretiosum, a melhor temperatura para parasitismo foi de 25°C
seguido de 30°C que apresentaram os dois maiores indices. Resultados semelhantes foram
também reportados por ZACHRISSON (1997) e por BUENO et al. (2009) que também
verificaram as maiores taxas de parasitismo em ovos de 4. gemmatalis e ovos de C. includens,
respectivamente por 7. pretiosum ocorreram na faixa entre 25 e 28°C.

Com relagdo a longevidade das fémeas do parasitoide, esta caracteristica biologica
apresenta ligagdo com o nimero de ovos por ela parasitados. Assim, esse resultado pode
indicar maior ou menor gasto energético no parasitismo e deste modo separar hospedeiros ou
temperaturas mais ou menos favoraveis ao parasitoide (PACHECO & CORREA-FERREIRA,
1998). As fémeas de T pretiosum tiveram maior gasto energético na temperatura de 25 e 30°C

0 que provavelmente reduziu a sua longevidade. Isso pode ser consequéncia de um maior
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parasitismo de 7. preitosum nessas temperaturas, o que precisa ser mais bem estudado e
confirmado em pesquisas futuras.

Esses resultados demonstram que em regioes de temperaturas elevadas, a longevidade
média de inimigos naturais pode ser reduzida em liberagcdes de campo, indicando, que em
programas de controle bioldgico que visem a utilizacdo 7. pretiosum, sera exigida maior
frequéncia de liberacdo a medida que aumenta a temperatura média da regido. Além disso, ¢
conveniente salientar que a temperatura, embora seja considerada um fator de extrema
importancia, ndo ¢ o unico responsavel pela alteragdo no desenvolvimento e sobrevivéncia
dos insetos benéficos, uma vez que outros fatores abidticos como fotoperiodo, umidade
relativa e bidticos como competicdo inter e intraespecifica, podem interferir nas
caracteristicas biologicas dos insetos pertencentes a esse grupo (PRATISSOLI 1995, PARRA
1997).

A razdo sexual ideal deve ser superior a 0,5, para criagdo massal e liberagdo de vespas
do género Trichogramma (NAVA et al., 2008), totalizando pelo menos uma fémea para cada
macho. Por tanto, ¢ possivel afirmar que os resultados obtidos nesse parametro sao positivos
j4 que o nascimento de mais fémeas ¢ importante para liberacdes em programas de controle
bioldgico (PRATISSOLI et al., 2004; WAKEIL et al., 2008). Além disso a temperatura foi

um fator determinante pelos mesmos motivos citados anteriormente.

3.5 Conclusao

Conclui-se que as caracteristicas bioldgicas e a capacidade de parasitismo de T.
pretiosum em ovos de R. nu foram afetadas diretamente pelas temperaturas estudadas. Porém,
pode-se afirmar que 7. pretiosum apresenta um potencial alto para controle da falsa-medideira
nas diferentes temperaturas testadas, ja que apresentou resultados semelhantes a outras
espécies de lepiddpteros que ja sdo registrados para utilizacdo em produtos comerciais com
essa espécie de parasitoide.

Contudo, sabe-se que em condigdes controladas a agdo do inimigo natural ¢
beneficiada, e muitas vezes embora eficiente em laboratorio, os dados ndo se confirmam no
campo. Sendo assim, ¢ necessario que estes estudos sejam complementados com ensaios que
simulem de maneira mais fiel as condigdes de campo, possibilitando assim, validar o uso

destes inimigos naturais como agentes de controle de R. nu na cultura da soja.
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4. ARTIGO B
POTENCIAL DE UTILIZACAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS NO
MANEJO DE Rachiplusia nu (GUENEE, 1852) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

O Brasil conta com altos niveis de utilizagdo de soja Bt, que fornece controle sobre diversas
lagartas que atacam esta cultura, entre elas a espécie Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepi-
doptera: Noctuidae). Contudo, a ocorréncia de R. nu tem sido relatada em alguns estados bra-
sileiros em soja Bt evidenciando resisténcia. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de nematoides entomopatogénicos (NEP) visando o controle de R. nu. Para isso,
foram realizados testes de sele¢dao dos isolados, com NEP dos géneros Heterorhabditis e Stei-
nernema, entre eles: H. bacteriophora (HP88), H. amazonensis (UELOS, UENPO03,
NEPET11, UENPO6, UEL07), S. feltiae (IBCB47) e S. carpocapsae (All) os quais foram ava-
liados com refacdo a patogenicidade e viruléncia sobre as lagartas de R. nu. Os dois isolados
com melhores resultados no teste da selegdo foram testados nos experimentos para avaliar a
eficiéncia de diferentes concentragdes (0, 25, 50, 75 e 100 JI/cm?). Por tltimo, foram feitos
bioensaios sobre a produgdo total de NEP, produgdo por lagarta e produgdo por grama de la-
garta de R. nu. Todos os isolados avaliados foram patogénicos sobre R. nu, € os isolados
UELO7 e UENPO06, ambos com 100% de mortalidade e nativos da regido norte do Parana,
foram escolhidos para os testes subsequentes. No teste de concentragdes, a mortalidade foi
diretamente influenciada pela concentragdo de JI aplicado, alcangando valores de 98 e 100%
de mortalidade na maior concentragao utilizada para os isolados UENP06 e UEL07, respecti-
vamente. Por fim, a producdo média total de NEP foi de 2,9x10* para UENP06 e 3,9x10* para
UELO07.

Palavras-Chave: Heterorhabditidae; lagarta falsa-medideira; manejo integrado de pragas;
Steinernematidae.

Abstract

Brazil has high levels of use of Bt soybeans, which provide control over various caterpillars
that attack this crop, including the species Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera:
Noctuidae). However, the occurrence of R. nu has been reported in some Brazilian states on
Bt soybeans, showing resistance. The aim of this study was to evaluate the potential of
entomopathogenic nematodes (NEP) to control R. nu. To this end, tests were carried out to
select isolates with NEP from the Heterorhabditis and Steinernema genera, including: H.
bacteriophora (HP88), H. amazonensis (UELO8, UENPO3, NEPET11, UENP06, UELO07), S.
feltiae (IBCB47) and S. carpocapsae (All), which were evaluated for pathogenicity and
virulence on R. nu caterpillars. The two isolates with the best results in the selection test were
tested in experiments to evaluate the efficiency of different concentrations (0, 25, 50, 75 and
100 JI/cm?). Finally, bioassays were carried out on total NEP production, production per
caterpillar and production per gram of R. nu caterpillar. All the isolates evaluated were
pathogenic on R. nu, and isolates UEL0O7 and UENPO06, both with 100% mortality and native
to the northern region of Parand, were chosen for the subsequent tests. In the concentration
test, mortality was directly influenced by the concentration of JI applied, reaching values of
98 and 100% mortality at the highest concentration used for isolates UENP06 and UELO7,



472

respectively. Finally, the average total NEP production was 2.9x10* for UENP06 and 3.9x10*
for UELO7.

Key-Words: integrated pest management; false-midworm caterpillar; Heterorhabditidae;
Steinernematidae.

4.1 Introducao

O Brasil atualmente conta com uma produgdo de soja (Glycine max) que ultrapassa
154 milhdes de toneladas, com a regido Sul sendo responsavel por cerca de 24% deste valor
(CONAB, 2022). Devido a importancia dessa cultura, estudos visando melhorias na
produtividade sdo constantes e entre as inovagoes, o desenvolvimento da soja com tecnologia
Bt (Bacillus thuringiensis) merece destaque, pois a cultura teve seu codigo genético
modificado para expressar algumas proteinas por B. thuringiensis, entre elas a CrylAc,
atuando como método de controle para lagartas que atacam esta cultura, como por exemplo a
lagarta falsa-medideira, Rachiplusia nu (Guenée, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae).

Contudo, mesmo com essa tecnologia, trabalhos realizados por diversos pesquisadores
demostram que essa e outras espécies de lagartas vem se adaptando a soja Bt, que até entdo
controlava essas pragas (CASTELLS & BERENBAUM, 2008; NARDON et al., 2021;
BUENO, 2021).

Rachiplusia nu ¢ uma praga desfolhadora, responsavel por causar aspecto rendilhado
nas folhas das plantas e que, devido ao habito alimentar polifago, foi registrada ocorrendo em
culturas de brassicas, fumo e tomate, mas esta intrinsicamente ligada a cultura da soja
(JANMAAT & MYERS, 2007; SOSA-GOMEZ et al., 2014). No entanto, a ocorréncia desta
espécie em soja Bt, e o surgimento de resisténcia foi confirmado em trabalho realizado por
NARDON et al. (2021), que comprovam que a lagarta R. nu estd se adaptando a soja Bt
(proteina CrylAc), alertando que € necessario buscar alternativas de métodos e estratégias de
controle da espécie na cultura.

Por outro lado, os nematoides entomopatogénicos (NEP) (Rhabditida:
Steinernematidae, Heterorhabditidae) possuem uma combinacdo de atributos que permitem
sua utilizagdo como alternativa para o controle de insetos (ANDALO et al., 2009). Dentre eles
se destacam a capacidade de locomogao, dispersdao no solo e consequentemente a busca por
insetos hospedeiros, facilidade de multiplicacdo em sistemas laboratoriais (MEDEIROS et al.,
2005), a permanéncia no ambiente através da reproducdo, morte rapida do hospedeiro

(FERRAZ, 1998; VOSS, 2009).
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Tais atributos os tornam uma ferramenta promissora em programas de manejo
integrado de pragas (MIP), representando uma parte importante dos agentes de controle
biologico (GUIDE et al., 2019). Os principais géneros destes entomopatdgenos sao
Heterorhabditis Poinar, 1976 e Steinernema Travassos, 1927, espécies que se associam
simbioticamente com bactérias dos géneros Photorhabdus e Xenorhabdus, respectivamente
(GREWAL et al., 2005).

No Brasil, varias pesquisas foram realizadas em diferentes regides nas tultimas
décadas, no intuito de conhecer as espécies de NEP que ocorrem em seu territorio €, como
resultado, 11 diferentes espécies foram registrados (DOLINSKI et al., 2017; SAN BLAS et
al., 2019 ), das quais duas foram identificadas como novas espécies nativas, uma encontrada
no Amazonas, ¢ identificado como Heterorhabditis amazonensis Andalo et al. (2006) e outra
em Mato Grosso, identificado como Steinernema braziliense Nguyen et al. (2010).

Os conhecimentos sobre as diferentes espécies de NEP, as descobertas de seus
aspectos biologicos e os estudos sobre suas bactérias simbiontes podem expandir ou melhorar
0 uso desses organismos em programas de controle bioldgico. Isso permite uma maior
eficacia de controle de pragas que possuem habitos similares e se encontram na mesma regiao
dos NEP, tornando os estudos desses aspectos de grande importancia (ANDALO et al., 2009;
KAMITANI, 2010; GUIDE et al., 2019).

Esses entomopatdgenos vem sendo amplamente utilizados para controlar diversas
populagdes de lepidopteros, em diferentes culturas e agrossistemas (BRUCK et al., 2008).
Entre os lepiddpteros que ocorrem na soja, hd estudos sobre a eficiéncia de NEP sob espécies
como Helicoverpa armigera (Hiibner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae), Elasmopalpus
lignosellus Blanchard 1852 (Lepidoptera: Pyralidae), lagartas do complexo Agrotis spp. e
Spodoptera spp.

Para a espécie H. armigera sao encontrados dados sobre eficiéncia de isolados
(SEENIVASAN & SIVAKUMAR, 2014; CAOILI et al.,, 2018), efeito de diferentes
concentragdes (KARY et al., 2012) e diferentes estadios do inseto (BANU et al., 2007), testes
com diferentes formulagdes de NEP sobre o inseto (NAVON et al., 2002; DIVYA et al.,
2011) e testes de eficiéncia em condigdes de campo (ANDALO et al., 2021).

Embora seja uma espécie de maior importancia para a cultura do milho, mas com
ocorréncia em soja varios trabalhos visando o uso de NEP para Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) foram desenvolvidos com destaque para os estudos
realizados por Andalé, que avaliaram a eficiéncia de isolados (ANDALO et al., 2010),
capacidade de busca do nematoide (ANDALO et al., 2012) ¢ atratividade do nematoide frente
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a liberagdo de compostos pela planta atacada por S. frugiperda (ANDALO et al., 2017). Além
destes, trabalhos que descrevam o efeito de tecnologias de aplicacdo na eficiéncia de NEP
sobre S. frugiperda (GARCIA et al., 2008) e a compatibilidade destes com produtos quimicos
(NEGRISOLI JR et al., 2010; SOUZA et al.,, 2012) e com outros agentes de controle
(MERTZ et al., 2015; VITERI et al., 2018).

Contudo ndo ha registros cientificos sobre a aplicagdo de NEP sobre a R. nu, e diante
da necessidade de estudo de novas estratégias para o controle dessa espécie na cultura da soja,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade e viruléncia de diferentes NEP, a melhor

concentragdo a ser utilizada e a capacidade de produ¢do de nematoides em R. nu.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Criacao dos Insetos e multiplicacao dos nematoides entomopatogénicos

Os trabalhos de laboratdrio foram realizados no Laboratorio de Entomologia da Em-
presa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA — Soja) e no Laboratorio de Ensaios
com Inimigos Naturais de Pragas (LabINP) da Universidade Estadual do Norte do Parana -
UENP.

Criac¢ao de Galleria mellonela e multiplica¢io dos NEP

Para a multiplicagdo dos isolados pelo método in vivo, foram utilizadas lagartas de
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), cuja criagcao foi conduzida no
laboratério em temperatura ambiente e a alimentagdo feita com dieta artificial adaptada de
PARRA (1998).

Para manutencdo e multiplicagdo dos nematoides visando a realiza¢do de bioensaios,
foi utilizado o método in vivo, conforme descrito por MOLINA & LOPES (2001), utilizando
lagartas de Ultimo instar de G. mellonella. Depois de confirmada a infec¢ao das lagartas pelos
nematoides, os cadaveres foram transferidos para camara seca e mantidas em camara de ger-
minagao (BOD) a 23+1° C no escuro por cinco dias. Apods este periodo, as lagartas passaram
para armadilhas de White para coleta dos juvenis infectantes (JI), e mantidas sob as mesmas
condi¢des mencionadas acima. Os JI em suspensdo aquosa (agua destilada + juvenis infectan-
tes) foram coletados diariamente, armazenados em Erlenmeyer com aeracdo por um periodo

maximo de sete dias ap6s a produgdo, para serem utilizados nos bioensaios.
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Criacao de Rachiplusia nu

A criacdo de R. nu foi iniciada a partir de lagartas coletadas em lavouras de soja do
estado de Sao Paulo nos anos de 2022 e 2023 e identificadas morfologicamente através do
Manual de Identificagdo de Insetos e Outros Invertebrados da Cultura da Soja (SOSA-
GOMEZ et al., 2014). As lagartas foram inicialmente mantidas no laboratério de criagdo de
insetos da Bayer CropScience (Santa Cruz das Palmeiras, SP) e posteriormente transferidas
para o laboratdrio de criagcdo de lagartas da Embrapa Soja (Londrina, PR).

A criagao foi mantida conforme metodologia proposta por ANDRADE et al. (2016)
em condic¢des controladas de laboratério em sala climatizada a 25+1°C, fotoperiodo de 12
horas de luz e 12 horas de escuro e umidade relativa de 60+10% em dieta artificial descrita
por GREENE et al. (1976) e modificada por HOFFMANN CAMPO et al. (1985) conforme
metodologia proposta por ANDRADE et al. (2016) em copos de pléstico de 50 mL até a fase
de pupa. As pupas foram separadas e acondicionadas em gaiolas de acrilico 50 cm x 50 cm,
forradas de papel para servir de substrato para oviposi¢ao na fase adulta e facilitar a coleta de
ovos. Os ovos foram coletados diariamente e utilizados para os experimentos ou para

manuten¢do da criagdo que foi mantida por até 10 geragdes em laboratorio.

4.2.2 Nematoides entomopatogénicos

Os isolados usados nos ensaios foram fornecidos pelo Laboratério de Ensaios com
Inimigos Naturais de Pragas (LabINP) da Universidade Estadual do Norte do Parana — UENP
e pelo Instituto Biologico de Campinas, SP.

Seleciao dos Isolados

Foram utilizados oito isolados de NEP dos géneros Heterorhabditis e Steinernema: H.
bacteriophora (HP88), H. amazonensis (isolados UELOS, UENP03, NEPET11, UENPO6,
UELO07), S. feltiae (IBCB47) e S. carpocapsae (All), os quais foram avaliados quanto a
patogenicidade e viruléncia sobre lagartas de ultimo instar de R. nu.

Para utilizagdo nos ensaios, os isolados foram multiplicados pelo método in vivo e
cada isolado foi considerado um tratamento, conduzido com cinco repeti¢cdes. Cada parcela
consistiu em uma placa de Petri de sete cm de diametro contendo dois discos de papel filtro
no fundo, nas quais foram adicionadas dez larvas de R. nu. A inoculagdo do NEP foi feita com
auxilio de micropipeta na concentragdo de 100 JI/cm? e a diferenca para 2mL completada com
agua destilada. O experimento foi mantido em camara de germinagdo a 244+2°C, com

fotoperiodo de 12h. O ensaio contou com um controle, onde foi aplicado apenas agua
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destilada. Apos cinco dias os tratamentos foram avaliados, e a mortalidade confirmada por
meio de dissecacao.

Ao final do ensaio, os dados foram submetidos a testes de normalidade, e se atendidos
os pressupostos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey pelo programa estatistico

SISVAR (p < 5%).

Eficiéncia de diferentes concentracoes de Juvenis Infectantes (JI) de NEP em Ra-
chiplusia nu

A metodologia utilizada, consistiu na mesma do experimento de selecao de isolados, e
foram utilizados os isolados UELO7 e UENPO06 que apresentaram mortalidade de 100% e que
sdo isolados nativos da regido norte do Parand. Neste ensaio, os nematoides foram testados
nas concentragoes de 0, 25, 50, 75 ¢ 100 (JI)/cm?. Os dados foram submetidos a analise de
regressao pelo programa estatistico SISVAR, para estimar a concentragdo letal maxima a par-

tir da equacao de regressao derivada.

Avaliacao da producio in vivo de Heterorhabditis amazonensis sobre Rachiplusia
nu

Para avaliacdo da producdo in vivo, também foram utilizados os isolados UELO7 e
UENPO6. Para tanto, 10 lagartas de R. nu foram pesadas e, posteriormente, colocadas em
placas de Petri com dois discos de papel filtro ao fundo, por placa. Cada tratamento foi
repetido cinco vezes, totalizando 50 insetos/tratamento.

Os nematoides foram inoculados na concentragdo de 50 (JI)/cm? e a diferenca para
2mL foi completada com agua destilada. Durante a condugdo do experimento, as placas foram
mantidas em camara de germinagdo a 24+2°C, com fotoperiodo de 12 horas, por um periodo
de dois dias para verificacdo da sintomatologia.

Apos esse periodo, as lagartas infectadas foram transferidas para camara seca, onde
permaneceram por mais cinco dias, para completar o ciclo dos NEP. Em seguida, as lagartas
mortas, foram transferidas para armadilhas de White para que ocorresse a emergéncia dos JI
na agua. As coletas de JI aconteceram diariamente, até o esgotamento dos cadaveres. Foi
avaliada a producao didria, assim como a producao total de JI/lagarta e JI/g de lagarta.

Os dados obtidos, foram submetidos a analise para determinacdo da curva de
producdo, bem como da equagdo referente a produgdo. Os dados estatisticos foram analisados

no teste de médias Tukey, no programa Sisvar, a 0,05% de significancia.
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4.3 Resultados

Selecao de Isolados

Todos os isolados testados foram patogénicos sobre R. nu e apresentaram viruléncia
acima de 40%, sendo que dos oito isolados avaliados, H. bacteriophora foi o unico que
diferiu dos demais, causando 44% de mortalidade. Os outros sete isolados foram altamente
virulentos, e ndo diferiram entre si, com mortalidade acima de 84% (Tabela 4.1). Assim, os
isolados UENP0O6 e¢ UELO7, ambos da espécie H. amazonensis € com porcentagem de
mortalidade de 100%, nativos da regido norte do Parana, foram os escolhidos para serem

usados nos testes subsequentes.

Tabela 4.1. Porcentagem média (xD.P.) de mortalidade de Rachiplusia nu causada por

nematoides entomopatogénicos.

Tratamentos % Mortalidade*

Controle 2,0+ 0,4c

HP88 (H. bacteriophora) 44,0 £13,4b

UELOS (H. amazonensis) 84,0+ 15,1a

IBCB47 (S. feltiae) 94,0 + 8,9a

UENPO3 (H. amazonensis) 96,0 +5,4a

All (S. carpocapsae) 98,0 +4,4a
UENPO6 (H. amazonensis) 100 £ 0a
UELO07 (H. amazonensis) 100 £ 0a
NEPETI11 (H. amazonensis) 100 + 0a

C.V. (%) =9,89. *M¢édias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05).

Eficiéncia de diferentes concentracoes de Juvenis Infectantes (JI) de NEP em Ra-
chiplusia nu
Todas as concentracdes testadas foram patogénicas sobre R. nu, apresentando

diferencas significativas do tratamento controle (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 Porcentagem média (£D.P.) de mortalidade de Rachiplusia nu causada por
diferentes concentragdes dos isolados UELO7 e UENPO6.

% de Mortalidade*
Tratamentos/Concentracoes

UEL 07 UENP 06
0 (JI)/em? 2,0 +0,4d 4,0 +0,5d
25 (JI)/cm? 40,0 + 7,0c 34,0 +5,4c
50 (JI)/em? 88,0 + 8,3b 86,0 = 5,4b
75 (JI)/em? 96,0 + 5,4ba 96,0 + 5,4ba
100 (JTI)/cm? 100 + 0a 98,0 +4,4a
C.V.(%) 8,94 8,32

*M¢édias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

100 J— e
80

60

% Mortalidade

40 e

20

0 25 50 75 100

Tratamentos/Concentracdes

® UEL 07 UENP 06
Figura 4.1 Taxa média de mortalidade de Rachiplusia nu em diferentes concentragdes.
UENPO06: y = -0,0112x>+2,12x — 0,4 - R* = 0,9683
UELO07: y = -0,0123x%42,2423x — 0,6286 - R>=0,9829



49

A porcentagem de mortalidade foi de 34 e 40% na menor concentragdo estudada e de
98 e 100% na maior concentra¢do para os isolados UENP06 e UEL07, respectivamente
(Figura 4.1), o que comprova que a mortalidade ¢ dependente da concentracao utilizada. No
entanto, a partir de 75J1/cm? os dados de mortalidade ndo diferiram da concentragdo mais alta
(100 JI/cm?), indicando que acima desta concentracdo niio houve acréscimo na porcentagem

de mortalidade.

Avaliacao da producio in vivo de Heterorhabditis amazonensis sobre Rachiplusia
nu

A emergéncia de JI nos dois isolados testados em lagartas de R. nu se deu ao longo de
oito dias, com as maiores concentragdes de produ¢do no primeiro dia para UEL0O7 e no tltimo
dia para UENPO06 (Figura 4.2), e a média de producdo total foi de 2,9x10* para UENPO6 e
3,9x10* para UELO7.

Figura 4.2 Producdo total de Juvenis Infectantes de Heterorhabditis amazonensis (isolados
UENPO06 e UELO7) em lagartas de Gltimo instar de Rachiplusia nu.

UENPO06: y = 487,6x> - 6191,6 x> + 21721x + 17660 - R* = 0,0932

UELO7: y = -586,65x> + 6741,6 x* - 25385x + 87085 - R>= 0,818

80000
60000

40000

Producdo

20000

Dias

UELO7Y UEMPOG

Comparando as médias da produ¢@o dos dois isolados de H. amazonensis por lagarta e

producao por grama de lagarta ndo houve diferenca significativa (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 Numero médio (£D.P.) de juvenis infectantes de Heterorhabditis amazonensis

(isolados UELO7 e UENPO06) produzidos in vivo em lagartas de Rachiplusia nu.

Isolados Producio por Lagarta Producio por grama de Lagarta*
UEL 07 4,5x10%+ 5,7x10°a 2,9x10° + 5,2x10%a

UENP 06 3,4x10% + 1,2x10% 2,2x10° + 6,8x10%a

C.V. (%) 24,77 23,86

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

4.4 Discussao

Na seleg¢ao dos isolados, a variabilidade de viruléncia entre diferentes espécies de
nematoides entomopatogénicos ou mesmo de isolados de uma mesma espécie, ¢ esperada
(LEWIS et al., 2006). Entre os fatores que podem contribuir para a diferenga na viruléncia
interespecifica podem ser citadas as diferengas morfologicas, habitos comportamentais
(estratégia de forrageamento), co-evolugdo com o inseto hospedeiro, bem como os varios
fatores que envolvem o complexo simbidtico nematoide-bactéria durante o processo de
infeccdo (SIMOES & ROSA, 1996; SHAPIRO-ILAN et al., 2017; ALONSO et al., 2018).

Além dos fatores intrinsecos dos nematoides, outro fator que influéncia a
patogenicidade e viruléncia dos NEP € a resposta imunoldgica do inseto hospedeiro. Logo
apods a entrada dos mesmos na hemolinfa o sistema imune lida, inicialmente, apenas com o
nematoide em si, até que ele libere suas bactérias simbiontes em um periodo que varia de 30
minutos para Heterorhabditis, a seis horas para Steinernema (LI et al., 2009). Com as
bactérias liberadas, o sistema de protecdo do inseto passa a operar de outra forma, tentando
combater um tipo diferente de organismo (VALLET-GELY et al., 2008). Para ambas as
situagdes os NEP possuem estratégias que driblam as respostas imunolédgicas do hospedeiro
(DABORN et al., 2002).

Com relagdo aos dados de mortalidade observados em R. nu causados por nematoides,
observamos que a maior parte dos isolados/espécies avaliados mostraram-se altamente
virulentos sobre o inseto, o que pode indicar que por ser uma praga que ocorre na parte
superior da planta (folhas) e longe do solo, R. nu possui raro contato com NEP, ja que estes

ocorrem predominantemente no solo. Assim, podemos dizer que o sistema imune da lagarta
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possivelmente ndo estd acostumado a lidar com a infeccdo do verme em conjunto com as
bactérias simbiontes e, por isso, a patogenicidade ¢ possivel e a porcentagem de viruléncia ¢
alta.

Outro aspecto significativo, definido em pesquisas, indicam que a suscetibilidade de
insetos, especificamente de lepidopteros a NEP esta diretamente ligada ao tamanho do inseto,
idade, espessura do exoesqueleto, espécie do entomopatogeno, concentragdo utilizada, hdbitos
e comportamentos (MOLINA-OCHOA et al., 1996; FUXA et al., 1988).

A lagarta-falsa-medideira, em seu ultimo instar larval mede de trés a quatro cm de
comprimento, possuindo exoesqueleto que ndo ¢ rigido e espesso (CAPINERA, 2005). Essas
caracteristicas podem favorecer os NEP, j4 que o corpo desse inseto fornece um ambiente
favoravel para alimentacdo e multiplicagdo deles dentro do cadaver. Com isso, a espécie R. nu
pode possuir combinagdes de caracteristicas que a torna mais suscetiveis aos NEP.

Em pesquisas feitas por Andalo et al. (2009) e Feaster & Steinkraus (1996) utilizando
diferentes NEP no controle de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepiddptera: Noctuidae), e
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), os isolados avaliados também
demonstram uma porcentagem elevada de mortalidade, corroborando este argumento, j4 que
estes insetos também tém pouco ou nenhum contato com o solo.

Contudo, NEP sdo comprovadamente eficientes sobre insetos que passam parte do
ciclo de vida associados ao solo, ja que este ambiente ¢ mais favordvel a sobrevivéncia do
nematoide. No entanto, o desenvolvimento de formulagdes adequadas, e/ou a aplicacdo em
horérios de temperatura amena e com umidade pode possibilitar a sobrevivéncia do nematoide
por tempo suficiente para a infec¢do de insetos que como R. nu, ndo tenha contato direto com
o solo, através de aplicagdes foliares.

A concentragdo ideal para causar a morte do alvo pode estar relacionada a fatores
tanto do nematoide como do hospedeiro. Em relagdo ao nematoide, como exemplo podemos
citar a estratégia de procura do NEP, a capacidade de penetrar o corpo do inseto para causar
infec¢do e atividades metabdlicas para driblar o sistema imunologico da praga (SHAPIRO-
ILAN et al., 2004). Com isso, levando em consideracdo esta grande variabilidade, cada
isolado deve ser testado em hospedeiros, condicdes e dosagens especificas (LEWIS et al.,
2006). Com relagdo ao hospedeiro, a idade ou estadgio de desenvolvimento podem influenciar,
pois podem implicar tanto em sistema imune mais desenvolvido, quanto na presenga de
exoesqueleto mais ou menos resistente a penetragdo dos JI. Assim, cada isolado deve ser
testado em hospedeiros, condi¢gdes e dosagens especificas (LEWIS et al., 2006).

Em trabalho realizado por KARY et al. (2012) foram avaliadas as concentragdes de 0,
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10, 50, 100 e 500 JI/cm? das espécies H. bacteriophora, S. feltiae e S. carpocapsae sobre
lagartas de ltimo instar de H. armigera, em diferentes ambientes e periodos de exposicao,
onde o primeiro isolado foi o mais virulento quando comparado aos demais. Na concentragao
de 100 JI/cm? apos a exposi¢do das lagartas aos nematoides por 72 horas, obtiveram
aproximadamente 12, 16 e 3% de mortalidade, valores que diferem bastante dos obtidos nesse
trabalho, onde a espécie H. bacteriophora foi a que apresentou os menores indices de
mortalidade.

Com relacdo a concentragdo pode-se dizer que o aumento nem sempre ird causam
maior mortalidade do hospedeiro, pois a presenga de um nimero elevado de JI pode levar a
competicdo entre estes por recursos do hospedeiro, resultando em um menor indice de
infecdo. Assim, a realizagdo de ensaios que indiquem a concentracao ideal para alcangar o
melhor indice de mortalidade sd3o de extrema importancia, pois evitam que se usem
concentragdes muito elevadas, que além de ineficientes, podem onerar o controle (GUIDE et
al., 2016).

J4 os resultados de infectividade e producdo podem ser influenciados por diversos
fatores, mesmo em insetos alvos considerados mais suscetiveis, como por exemplo G.
mellonella, que é amplamente utilizada em laboratorio para manutencao de cole¢des de NEP,
devido ao seu sistema imunoldgico apresentar baixa eficiéncia sobre os NEP (OZER et al.,
2003).

A disponibilidade de alimento no interior do cadaver pode interferir na reproducdo dos
nematoides, reduzindo o numero final de JI, assim como na permanéncia dos mesmos no
interior do cadaver (EHLERS, 2001). Além disso, como visto no experimento anterior, a
concentragdo de JI utilizada pode influenciar na mortalidade e na multiplicagdio do NEP no
interior do hospedeiro (GUIDE et al., 2016).

A taxa metabolica dos nematoides pode variar de acordo com a espécie, o que altera o
processamento e diluicdo do tecido intracorporal do hospedeiro, realizado pelas bactérias
simbiontes, influenciando na alimentacdo, sobrevivéncia e reprodugdo dos NEP e
consequentemente alterando os resultados da producao (BOFF et al., 2000).

Quando a producdo de H. amazonenses foi avaliada em G. mellonella, os dados
obtidos referentes a produgao total, producdo por lagarta e produgdo por grama de lagarta por
GUIDE (2019), os valores foram de 2,9x10°, 5,8x10* e 3,4x10° para o isolado UEL08. O
periodo de producdo também foi de oito dias até o esgotamento, e as maiores producdes entre

o primeiro e segundo dia.
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Como citado anteriormente, G. mellonella ¢ um inseto cujo habito de vida associado a
colmeias de abelhas, que ¢ um ambiente asséptico, resultou em um sistema imune
simplificado, o que a torna mais susceptivel a patogenos em geral, e consequentemente mais
favoravel para a multiplicacao de NEP, proporcionando melhores resultados e maiores indices
de JI. Por outro lado, Rachiplusia nu, embora bastante suscetivel aos isolados de NEP
avaliados neste trabalho, apresentou resultados de producdo inferiores, indicando que outros

fatores citados anteriormente podem ter inferido na multiplicacdo do nematoide.

4.5 Conclusao

Conclui-se que lagartas de R. nu foram susceptiveis a nematoides entomopatogénicos
tanto do género Heterorhabditis como Steinernema.

A mortalidade de R. nu foi positivamente influenciada pela variacao de concentragdes,
que aumentou, com a utilizacdo de concentragdes maiores de juvenis infectantes. Por fim, a

produgio média total de NEP foi de 2,9x10* para UENP06 e 3,9x10* para UEL07.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
As informacdes geradas a partir dos resultados da utilizagdo de 7. pretiosum e

nematoides entomopatogénicos sobre R. nu contribuem para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle da lagarta falsa-medideira na soja, que somadas a outros métodos de
controle, podem promover redugdo nos gastos com a produgdo, e viabilizar o MIP-soja com
mais eficiéncia.

Contudo, ¢ importante a continuagdo desses estudos, principalmente em experimentos
que simulem situagdes de campo para ambos os agentes de controle, ja que os resultados de
laboratorio apresentam interferéncias externas minimas, o que nao retrata a realidade de

campo.
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