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RESUMO

A cultura da soja é extremamente importante para a nutricdo humana e animal, porém muitos
fatores podem limitar sua producdo, como a ocorréncia de pragas fitéfagas causadoras de
injurias as plantas, sendo necessario controlar estes insetos quando sua populacdo sai de
controle. Dentre estas pragas, 0 percevejo-marrom (Euschistus heros) destaca-se como uma das
principais para esta cultura, e visando o controle sustentavel deste inseto, este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial dos nematoides entomopatogénicos (NEPSs) sobre o E. heros
em condicBes de laboratério e campo. Primeiramente foi realizado ensaio de selecdo de
isolados, onde foram avaliadas oito cepas, todas do género Heterorhabditis. Os testes de selecéo
foram conduzidos usando populacdes de percevejo proveniente de campo e de laboratério.
Além da selecdo, foram também realizados testes de compatibilidade de isolados com
Azadiractina, testes de sinergismo da Azadiractina com o nematoide e testes de controle a
campo. Os isolados IBCB-n 46 e NEPET 11 foram os que causaram mortalidade de até 100%
dos adultos de E. heros, e o isolado regional que mais se destacou foi o UENP 05 atingindo até
52,5% de controle, sendo selecionado para a etapa a campo os isolados IBCB-n 46 e UENP 05.
O isolado IBCB-n 46 ndo apresentou compatibilidade com Azadiractina, que foi considerado
levemente nocivo e reduziu sua viabilidade e infectividade. Quanto ao teste de sinergismo, 0s
resultados foram negativos. O primeiro ensaio em condi¢do de campo, ndo apresentou resultado
significativo de controle, devido a falta de umidade no solo, e ao alto indice de parasitismo que
0s insetos apresentaram. No segundo ensaio a campo, os valores de controle do E. heros criado
em laboratorio pelo UENP 05 foi de 18% e para IBCB-n 46 de 11% e para populagéo coletada
em campo de 12% e 15%, respectivamente.

Palavra-chave: Controle bioldgico, Heterorhabditis amazonensis, manejo integrado,

percevejo-marrom, soja.



CECCONELLO, Douglas M. Entomopathogenic nematodes in the control of the stink bug
Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae). 2019. Master's Degree in
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ABSTRACT

The cultivation of soy is extremely important for human and animal nutrition, however
many factors can limit its production, such as the occurrence of phytophagous pests that
cause injury to plants, and it is necessary to control these insects when their population
goes out of control. Among these pests, the brown stink bug (Euschistus heros) stands
out as one of the main for this culture, and aiming at the sustainable control of this insect,
this work aimed to evaluate the potential of entomopathogenic nematodes (NEPS) on E.
heros under laboratory and field conditions. Firstly, an isolation selection test was
carried out, in which eight strains were evaluated, all of the Heterorhabditis genus.
Selection tests were conducted using stink bug populations from the field and
laboratory. In addition to the selection, compatibility tests of isolates with Azadiractin,
synergism tests of Azadiractin with the nematode and field control tests were also
carried out. The isolates IBCB-n 46 and NEPET 11 were the ones that caused mortality
of up to 100% of adults of E. heros, and the regional isolate that stood out the most was
UENP 05 reaching up to 52.5% of control, being selected for the step by field the isolates
IBCB-n 46 and UENP 05. The isolate IBCB-n 46 did not present compatibility with
Azadiractin, which was considered slightly harmful and reduced its viability and
infectivity. As for the synergism test, the results were negative. The first test in field
condition, did not present a significant control result, due to the lack of moisture in the
soil, and the high rate of parasitism that the insects presented. In the second field trial,
the control values of E. heros created in the laboratory by UENP 05 was 18% and for
IBCB-n 46 11% and for the population collected in the field 12% and 15%, respectively.

Keywords: Biological control, Heterorhabditis, integrated management, compatibility, soy.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, Glycine max (Linnaeus) Merril,
responsavel por uma producdo de mais de 122 milhdes de toneladas na safra 2019/20, com 78%
deste total sendo proveniente da regido Centro-Oeste e Sul (CONAB, 2020). Entre os desafios
enfrentados para a constante melhora da producédo, a ocorréncia de pragas nessa cultura esta
entre os principais fatores de reducédo de produtividade.

Os percevejos estdo entre as principais pragas que atacam a cultura da soja, e causam
prejuizos relacionados a produtividade e a qualidade do produto colhido, uma vez que se
alimentam tanto das partes vegetativa, quanto dos grdos (GOLIN et al., 2014). O percevejo-
marrom, Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), € uma das espécies
encontrada em maior quantidade dentro do complexo de percevejos praga da soja (PANIZZI;
SLANSKY, 1985), cujos danos podem ser considerados diretos, e que quando ndo
controlados, levam a perdas econdmicas de até 30% (VIVAN; DEGRANDE, 2011).

No decorrer dos anos, vem se observando um considerdvel aumento da incidéncia do
percevejo-marrom em areas produtoras de soja, devido a sua adaptacdo as regifes de
temperaturas elevadas, sendo encontrado desde o norte do Parana até as regides centrais do
Brasil (CIVIDANES; PARRA, 1994), com registros de expansao para as regides subtropicais
como Argentina e sul do Brasil (SALUSO et al., 2011).

O controle de E. heros ¢ realizado principalmente por meio de aplicacdes de inseticidas
quimicos (CORREA-FERREIRA et al., 2010). Porém, este método ocasiona diversos
problemas, como contamina¢do ambiental e humana, além da selecdo de populacgdes resistentes,
tornando mais dificil o controle e reduzindo a quantidade de inimigos naturais pela aplicacédo
de inseticidas ndo seletivos (SOSA-GOMEZ et al., 2001; BUENO et al., 2011).

Estudos que visam o controle de E. heros na soja, com metodos alternativos ao quimico
s80 necessarios e, o controle biolégico pode ser uma ferramenta de manejo viavel. No entanto,
ha uma caréncia de trabalhos na area e controle bioldgico de E. heros ainda é pouco explorado,
porém, pode ser uma alternativa a mais no manejo desse inseto (GOLIN et al., 2014). Os NEPs
possuem um elevado numero de insetos hospedeiros e alcangaram resultado satisfatorio com o
controle de insetos pertencentes aos Hemipteros (ALVES et al. 2009%; GUIDE et al., 2019),

porem poucos estudos saem do laboratorio e sdo aplicados a campo.
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Com base no exposto acima, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da
utilizacdo dos nematoides entomopatogénicos visando o controle do percevejo E. heros com

testes realizados em laborat6rio e campo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil, a cultura da soja foi introduzida em 1882 no estado da Bahia, porém sem
sucesso de cultivo. Somente em 1892 com variedades trazidas por imigrantes japoneses no
municipio de Campinas € que foi possivel o cultivo. No entanto, apenas no periodo de 1908 a
1923, em Sédo Paulo, quando Henrique Lobbe trouxe diversas variedades norte-americanas,
enfim tiveram boa adaptabilidade ao Brasil (CAMERA, 2015).

No estado do Parana o cultivo da soja iniciou em 1954, a fim de substituir lavouras de
café mortas por geadas (MIYASAKA; MEDINA, 1977) e desde entdo vem crescendo no estado
e no pais. O gréo é rico em proteina, 6leo, minerais e carboidrato (CARRAO-PANIZZI, 1988),
0 que faz com que a soja tenha um amplo uso no mercado alimenticio, podendo se extrair o
oleo que é utilizado na alimentacdo humana e no biodiesel. Além disso, o farelo pode ser
utilizado na alimentacdo animal devido ao seu alto indice proteico, chegando a possuir de 44 a
48% de proteina. E uma alternativa para os seres humanos intolerantes a lactose que podem
consumir o leite de soja e para pessoas que buscam uma fonte de proteina nfo animal (MISSAO,
2006). Atualmente a soja € cultivada em 35,657 milhGes de ha, o estado do Parand, destaca-se
como o terceiro estado em producdo, perdendo apenas para Mato Grosso e Rio Grande do Sul
(CONAB, 2019).

Como a grande maioria das culturas cultivadas em sistema de monocultivo, durante todo
o ciclo da soja fica exposta a ataques de diferentes espécies de insetos pragas que podem afetar
a produtividade da lavoura (EMBRAPA, 2010). A sucessao das mesma culturas que ocorre nas
grandes lavouras favorece a manutencdo de pragas polifagas como os percevejos, associada ao
o cultivo de milho em segunda safra fornecem uma quantidade maior de alimentos para pragas,
contribuindo para o seu crescimento populacional (PANIZZI et al., 2015; CHOCOROSQUI,
2001; PANIZZI, 1997).

Os percevejos fitofagos sdo considerados as principais pragas da cultura da soja,
podendo afetar as culturas como milho, algodéo, trigo e feijédo, o dano pode ser causado por
ninfas e adultos desses insetos, causando danos durante sua alimentacdo (PANIZZI; SLANSKY
JR., 1985; CHOCOROSQUI, 2001; SORIA et al., 2009). O primeiro registro da ocorréncia de
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ataque da espécie E. heros no Brasil foi realizado por Williams et al. (1973) no cultivo de soja
em S&o Paulo. Era considerado relativamente raro na década de 1970, mas este cenario mudou
atualmente, pois este percevejo é considerado uma das principais e mais abundantes pragas da
soja no Brasil (CORREA-FERREIRA et al., 2010; DEGRANDE; VIVAN, 2005;)

O percevejo Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) é a espécie
encontrada em maior quantidade nas lavouras do Norte do Parana até a Regido Central do Brasil
(CORREA-FERREIRA, SOSA-GOMEZ, 2017; BUENO, et al., 2015; CORREA-FERREIRA,
PANIZZI, 1999). Além de ser encontrado em grande quantidade, este percevejo afeta
diretamente o produto exportado da lavoura de soja, uma vez que seu dano consiste na sucgao

das vagens, danificando os graos assim prejudicando a produtividade (SILVA et al., 2014).

2.1 Biologia de Euschistus heros

O percevejo-marrom, possui um aparelho bucal sugador, se alimenta principalmente do
grdo de soja, e apos a colheita desta cultura, o percevejo pode sobreviver alimentando-se de
outras plantas hospedeiras, daninhas ou cultivadas em sequéncia a soja. O percevejo E. heros
guando adulto apresenta coloracdo marrom escura, com dois prolongamentos laterais do
pronoto em formato de espinhos e que no verdo, apresenta uma coloragdo mais escura e um
comprimento maior, quando comparados com os adultos coletados no inverno (MOURAO,
1999; MOURAO; PANIZZI, 2000a; PANIZZI; NIVA, 1994).

As fémeas ovipositam nas folhas massas com cinco a sete ovos amarelados. Segundo
Moreira e Aragdo (2009), a fase de ovo dura em média 4,4 dias. As ninfas recém eclodidas
permanecem sobre 0s ovos em média 3,2 dias e mudam para o segundo instar em 4,8 dias,
quando iniciam o processo alimentar. A partir do terceiro instar sdo mais ativas e iniciam a
dispersdo, tornando-se mais vorazes, passando pelo 4° e 5°instar em cerca 10 dias. O periodo
ninfal até a fase adulta leva em média 26 dias, sendo que os adultos apresentam longevidade
média de 116 dias, podendo viver por mais de 300 dias (CORREA-FERREIRA; PANIZZI,
1999).

O percevejo-marrom é encontrado na cultura da soja nos meses de novembro a abril, e
durante este periodo pode produzir em média trés geracoes, podendo atingir até quatro geracoes
no Parand, onde a ultima geragcdo completa seu ciclo em plantas hospedeiras (PANIZZI et al.,
2012). Apos a colheita da soja, pode se alimentar de outras plantas, como o carrapicho-de-

carneiro Acanthospermum hispidum (D.C.) (Asteraceae), o girassol Helianthus annuus (L.)
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(Asteraceae), e 0 guandu Cajanus cajan (L.) Millsp. (Fabaceae), nesta Gltima planta completa
a quarta geracdo antes de entrar em dorméncia (diapausa) sob folhas mortas caidas no solo e
restos de cultura, onde permanece até a proxima primavera (CORREA-FERREIRA; PANIZZI,
1999).

Os percevejos na diapausa apresentam pouca ou nenhuma mobilidade, permanecendo
no interior das folhas ou até mesmo estaticos com o ventre voltado para cima (PANIZZI; NIVA,
1994; MOURAO; PANIZZI, 2000b). Durante a diapausa, 0 metabolismo do inseto é bastante
reduzido, o que permite atravessar o periodo desfavoravel (maio a novembro). O fato do
percevejo-marrom permanecer sob a vegetacdo por cerca de sete meses, permite escapar do
ataque de parasitoides e predadores na maior parte do ano, resultando em maior sobrevivéncia
e favorecendo a sua abundancia (HOFFMAN et al., 2000).

2.2 Danos de Euschistos heros

Na cultura da soja, os percevejos estdo presentes desde a fase vegetativa, porém so
causam danos a partir do inicio da formacao das vagens, (R3) até a maturacao dos grdos (R7).
Atingem as sementes nas vagens, atraves da introducdo do aparelho bucal tornando-as chochas
e enrugadas, e consequentemente afetando a producdo e a qualidade dos grdos (GALILEO;
HEINRICHS 1978). Além disso, o local da picada pode ser porta de entrada para patégenos
como o fungo Nematospora coryli Peglion que causa a mancha-fermento. O ataque por
patdgenos pode causar distarbios fisiolégicos (GALILEO; HEINRICHS, 1978), retardando a
maturacdo da soja, podendo causar dificuldades durante a colheita, devido ao fendbmeno da "soja
louca", caracterizado pela presenca de hastes verdes e retencdo foliar (VILLAS BOAS et al.,
1985).

Dentre os estadios de desenvolvimento do percevejo o maior dano, cerca de 72% a 85%,
é causado pelas ninfas de terceiro a quinto instares (CORREA-FERREIRA et al., 2009). Na
hora da alimentagéo o percevejo insere o estilete (aparelho bucal) na planta e injeta a saliva para
avaliar a adequabilidade do hospedeiro (BACKUS, 1988). Em seguida, realiza a prova do
alimento (teste de prova) e depois prova exploratéria (penetragdo mais profunda dos estiletes).
Quando o alimento ¢ considerado “adequado”, os percevejos permanecem sugando a planta, de

onde retiram nutrientes causando danos nos tecidos (VENTURA; PANIZZI, 2005).

Quando o ataque ocorre durante a fase de formacdo de grdos, causam danos tanto no
rendimento como na qualidade das sementes ou gréos produzidos (GAZZONI, 1996). Nos
ataques iniciais, pode ocorrer abortamento de vagens. Além da reducdo na qualidade, na
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viabilidade e no vigor, as sementes de soja danificadas por percevejos sofrem alteragdes nos
teores de proteina e de 6leo (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

2.3 Monitoramento de Euschistos heros

Na cultura da soja, ¢ comum o uso do “pano de batida” para estimar a quantidade de
percevejos. Esse método consiste em forrar com um pano ou plastico branco, de 1m? o espaco
entre as fileiras de soja, contendo um suporte de madeira nas bordas laterais. O pano é colocado
em uma fileira, com cuidado para ndo perturbar os insetos, as plantas de soja sdo inclinadas
sobre 0 pano batendo-as vigorosamente para que 0s insetos caiam e, em seguida € feita a
contagem (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; CORREA-FERREIRA; PAVAO, 2005).

A vistoria na lavoura deve ser executada, no minimo, uma vez por semana nas horas
mais frescas do dia, a partir do inicio do desenvolvimento de vagens — R3 até o enchimento de
grdos — R6, caso haja ocorréncia de percevejos na fase vegetativa ou florescimento ndo é
necessario o controle, por ndo causarem dano significativo (PANIZZI et al., 1979; EMBRAPA,
1996; CORREA-FERREIRA, 2005; CORREA-FERREIRA et al., 2009). Nas amostragens
deve-se identificar as formas jovens dos percevejos (ninfas), as quais a partir do terceiro instar
sdo registradas nas fichas junto com os adultos (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999;
CORREA-FERREIRA et al., 2009). De acordo com a Corréa-Ferreira et al., (2009) para se
entrar com controle o nivel populacional dos percevejos fitofagos deve ser de dois percevejos
por pano de batida para soja grdo e de um percevejo por pano de batida para soja destinada a
producdo de sementes.

2.4 Manejo de Euschistos heros

2.4.1 Controle Convencional

Os principais grupos quimicos destinados ao controle do percevejo E. heros sdo os
carbamatos, organofosforados, piretroides e neonicotinoides (AGROFIT, 2020; SOSA-
GOMEZ; ROGGIA, 2013), muitas vezes estes produtos sdo usados sem considerar o nivel de
dano e/ou utilizando o inseticida na mesma calda com outros defensivos (herbicidas e
fungicidas), o que pode reduzir a eficiéncia de controle (HOFFMAN-CAMPO et al., 2012;
PANIZZI et al., 2012).

Os piretroides possuem um efeito “knock-down” (rapida paralisia nos insetos) e seu
mecanismo de acdo é por contato ou ingestdo, afetando o sistema nervoso central e periférico

dos insetos, mesmo em doses reduzidas (DOMINGUES, 2005). Os neonicotindides atuam



17

como antagonista da acetilcolina, interrompendo a transmisséo de impulsos nervosos, causando
a paralisia e a morte do inseto (AGROFIT, 2020).

Foi testado um produto comercial com os ingredientes ativos Tiametoxan (141g/L) +
Lambda-Cialotrina (106 g/L) para manejo do percevejo-marrom, em testes realizados em Lucas
do Rio Verde, MT, houve controle de 100% dos percevejos na safra 2016/2017 de soja apos 3
dias da aplicacdo (DI BELLO et al., 2017). Em sua composicdo ha uma combinacdo de
Piretroide + Neonicotindide (AGROFIT, 2020).

Por mais eficiente que o controle quimico seja seu uso inadequado pode acarretar
diversos problemas, como morte de inimigos naturais e selecdo de populacdes de pragas
resistentes, cuja multiplicacdo acelerada pode resultar em populacdes inteiras apresentando
resisténcia (SOSA-GOMEZ; ROGGIA, 2013; BACCI et al., 2009).

Os programas de manejo integrado de pragas ou controle bioldgico representam uma
reacdo ao uso unilateral de inseticidas para controle de insetos, que ocasionam em efeitos
colaterais indesejaveis, como desenvolvimento de resisténcia de insetos a inseticidas e aumento
do custo de producdo, entre outros problemas (GAZZONI, 2012). Medidas de controle
biolégico podem ajudar a prolongar a vida Gtil das moléculas de inseticidas pois esta alternancia
de modo de controle inibe pressdo de sele¢cdo que o uso continuo de inseticida ocasiona,

consequentemente reduzir seu uso, tornando o controle biol6gico uma alternativa interessante.

Outro ponto a se destacar, é que durante o periodo de entressafra da soja, os adultos do
percevejo deslocam-se para areas adjacentes as lavouras, onde permanecem em diapausa, até o
inicio de novo ciclo da cultura (GODOY et al., 2010). Estes locais de refigio, comumente ficam
em éareas de protecdo ambiental, como nascentes ou areas de mata nativa, onde € proibida a
realizacdo de controle quimico pelos métodos convencionais, por outro lado seria um local

propicio a aplicacédo de inseticidas biologicos.

Embora ndo se tenha estudos dizendo que a Azadiractina controle o percevejo-marrom,
Santos et al (2019), testou a campo a Azadiractina em duas aplicagdes com bomba costal em
plantas de algod&o e obteve controle satisfatorio na redugédo da populacdo dos seguintes insetos
sugadores Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae), Bemisia tabaci biotipo B Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae), e Planococcus minor Maskell (Hemiptera: Pseudococcidae), o
trabalho também demonstrou que o produto possui seletividade com os inimigos naturais sendo
indicado para 0 manejo agroecologico. Apesar do produto possuir propriedades nematicidas

(AGROLINK, 2020) ndo houve até entdo estudos publicados a respeito de uma
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incompatibilidade do produto com os NEPs nem quanto seu possivel controle que possa exercer
na populagéo de E. heros.

2.5 Controle Bioldgico

Controle Biologico consiste na regulacéo populacional de praga por meio de inimigos
naturais, que sdo os agentes bidticos de mortalidade. Envolve o mecanismo da densidade
reciproca (ou densidade-dependente), o qual atua de tal forma que uma populacéo € regulada
por outra populacdo (PARRA et al., 2002).

Através da liberacdo, incremento e conservacdo de inimigos naturais (parasitoides,
predadores e microrganismos), € possivel impedir as pragas de atingirem nivel de dano
econémico nas lavouras, obtendo diversas vantagens em comparacgéo ao controle convencional
como, ndo ser toxico ao homem, ndo deixar residuo no ambiente e ser especifico sem afetar as
populagdes de inimigos naturais na area (OLIVEIRA; AVILA, 2010).

O uso de parasitoides merece destaque na cultura da soja, sendo que em sua maioria
pertencem a ordem Hymenoptera, e sdo pequenas vespas que ovipositam e se desenvolvem em
diversos estagios dos insetos. As vespas possuem grande vantagem em relacdo aos inseticidas
quimicos, a capacidade de parasitar ovos em locais onde a calda pulverizada ndo costuma
atingir, como o baixeiro da cultura, aumentando a eficiéncia de controle de pragas, como
exemplo a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera:
Noctuidae (SIMONATO et al., 2014).

Dentre as 20 espécies de parasitoides de ovos identificadas para a cultura da soja,
podemos destacar trés, que sdo Trissolcus basalis, Telenomus podisi (mais abundantes) e
Trichogramma pretiosum (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

Ovos de percevejos sdo hospedeiros de muitas espécies de parasitoides, como T. basalis
(CORREA-FERREIRA, 2002) e T. podisi, que se destacam pela eficiéncia e abundancia na
soja. Em geral, as maiores taxas de parasitismo ocorrem entre novembro e dezembro e no final
dos ciclos da cultura, entre marco e abril, cada fémea do parasitoide coloca em média 200 ovos
(MOSCARDI et al., 2006).

O parasitismo durante a safra de soja pode variar de 30% a 70%, sendo 0s ovos de E.
heros os mais parasitados, especialmente por T. podisi. No caso do percevejo adulto o principal

parasitoide responsavel pelo controle do percevejo-marrom é o Hexacladia smithii Ashmead
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(Hymenoptera: Encyrtidae) que pode atingir até 91,1% de controle, reduzindo
significativamente a reproducio das fémeas do E. heros (MOSCARDI et al., 2006; CORREA-
FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017), porém entre janeiro e marco o indice de parasitismo é
menor, aumentando na entressafra nos percevejos que entram na diapausa em meados de maio
até o fim de setembro (CORREA-FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017; GODOY et al., 2010).

Os fungos entomopatogénicos também representam parte importante para o controle de
pragas, Zambiazzi et al. (2011), em testes in vitro utilizou o fungo Bauveria bassiana para
controle do E. heros em diferentes concentracdes de conidios, obtendo 100% de mortalidade
dos percevejos na concentracio de 1x108 conidios mL™, porém Alves e Lecuona (1998)
alertam que para o fungo obter conidiogénese é necessario que haja uma umidade relativa entre
50 a 100%.

Um dos principais problemas que o controle biologico enfrenta € a aceitacdo de seu
potencial e a utilizacdo por parte dos agricultores, a falta de conhecimento de sua eficacia no
controle de pragas aliado ao fato do tamanho dos organismos utilizados serem pequenos
(SIMONATO et al., 2014) e por nao haver um efeito “knock down”, 0 que faz com que muitas
vezes 0 produtor ndo dé credibilidade a esta forma de manejo.

Dolinski et al., (2017) destaca o grande potencial do uso de NEPs para o controle de
pragas agricolas no Brasil. Neste sentido, os estudos com nematoides entomopatogénicos no
Brasil tem ganhado destaque, principalmente buscando o controle de insetos que estdo

associados ao solo em pelo menos parte do seu ciclo de vida.

2.6 Nematoides Entomopatogénicos

Existem diversas familias de nematoides que apresentam acdo patogénica sobre os
insetos. Familias como Mermithidae e Phaenopsitylenchidae possuem espécies capazes de
infectar e matar seus hospedeiros. No entanto, as familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae, s&o consideradas com maior potencial para uso no controle bioldgico, e por
Isso sdo as mais estudadas (ALVES; LOPES, 2008; VOSS, et al., 2009).

Os nematoides das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, também conhecidos
como nematoides entomopatogénicos (NEPs) possuem associa¢do simbiotica com bactérias
patogénicas, e ao penetrar no inseto por orificios naturais como boca, anus e espiraculos,
liberam estas bactérias na hemolinfa do hospedeiro, onde estas se multiplicam, excretam toxinas
e causam a morte do inseto por septicemia e toxicidade em um periodo de 24 a 72 horas

(ALVES; LOPES, 2008). A proliferacdo das bactérias altera a coloracao do inseto, deixando-o
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marrom-escuro, para a bactéria Photorhabdus que é associada a Heterorhabditis, e marrom
claro ou amarelado para a bactéria Xenorhabdus associada aos nematoides do género
Steinernema. Apos a morte do hospedeiro, 0 nematoide se alimenta das substancias do interior
do inseto junto com as proprias bactérias (ALVES; LOPES, 2008).

Xenorhabdus nematophila e Photorhabdus luminescens apresentam um comportamento
semelhante dentro do ciclo de vida dos NEPs, com algumas diferencas entre as espécies, a
maioria das linhagens de P. luminescens como o préprio nome indica é bioluminescente,
propriedade observada devido a producdo da enzima luciferase, semelhante a produzida por
microoganismos marinhos bioluminescentes e vaga-lumes (PARACER; AHMADJIAN, 2000;
VIVIANI et al., 2016). P. luminescens também sintetiza um pigmento do tipo antraquinona e
antibidticos da classe dos estilbenos fazendo com que o cadaver do inseto se mantenha por mais
tempo (BRACHMANN et al., 2007; JOYCE et al., 2008; CLARKE, 2008). Xenorhabdus
nematophila ndo apresenta bioluminescéncia nem sintese de pigmentos, e seus metabdlitos
secundarios sdo antibioticos de diferentes classes: xenocumarinas e xenorhabdinas
(PARACER; AHMADJIAN, 2000).

As primeiras toxinas de Photorhabdus sdo proteinas envolvidas na resposta imunoldgica
dos insetos infectados (AU et al., 2004; DOWLING et al., 2004, WATERFIELD et al., 2005).
Brugirard-Ricaud et al., (2004) comprovou que a proteina é capaz de impedir processos
fagociticos fundamentais do sistema imune do inseto hospedeiro. Estas bactérias podem
produzir compostos que inibem a enzima fosfolipase do inseto que esta envolvida na biossintese
de reguladores da resposta imunoldgica celular (KIM et al., 2005; STANLEY, 2006). Desta
forma as bactérias simbiontes sdo de suma importancia para a elevada letalidade dos NEPs, pois

estas sdo responsaveis pela morte do hospedeiro (HAN; EHLERS, 2000).

Durante seu ciclo de vida, os NEPs possuem quatro fases larvais (juvenis), uma fase
adulta e ovo, que ocorrem dentro do inseto hospedeiro. 1sso é possivel porque a decomposicao
do inseto é retardada devido a liberacdo de antibioticos pelas bactérias simbionticas, o que
proporciona alimento abundante para no minimo um ciclo do nematoide dentro do hospedeiro
(VOSS, et al., 2009). Quando ha pouco alimento dentro do inseto infestado os juvenis da
terceira fase larval saem em busca de outro inseto para infectar. Estes sdo denominados juvenis
infectantes (JIs), possuindo o tamanho entre 400 a 900 um, dependendo da espécie (POINAR,
1990). No estadio de JI, os NEPs sdo encontrados no solo em busca de hospedeiros e podem
ser armazenados em agua ou criopreservados (BOFF, et al., 2000; VOSS, et al., 2009; GUIDE,
etal., 2016a).
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O ciclo de vida de NEPs do género Steinernema (figura 01) se inicia com a entrada do
JI pelas aberturas naturais do inseto, ao chegar no hemoceloma libera as bactérias, este entdo
retoma seu desenvolvimento e se alimenta ativamente das bactérias que estdo se multiplicando
no cadaver do inseto. Os juvenis passam para adultos de primeira geracdo (machos ou fémeas).
Havendo machos e fémeas no mesmo cadaver, ocorre a cépula. Inicialmente, 0s ovos
fertilizados s&o postos e, mais tarde, alguns séo retidos no interior do abdémen da fémea até a
ecloséo dos juvenis de estadio 1 (J1), quando rompem a parede do corpo da mae e atingem
também o inseto, onde ha alimento, alguns J1 vdo mudar para o estadio J2 futuramente em J3
(juvenis infectantes). Outros J1 vao completar o ciclo de desenvolvimento, passando por J2, J3,
J4 e adultos de segunda geracdo, que s&o menores que os de primeira geracao. Estes adultos
copulam e novos ovos e juvenis sdo liberados. Quando ndo houver mais alimento os ciclos de
reproducdo cessam e 0s JIs migram para o ambiente externo em busca de outro hospedeiro para
reiniciar o ciclo (NGUYEN; SMART, 1992; POINAR, 1990).

Figura 01. Ciclo de vida de nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis.

Juvenis infectivos A bactéria & liberada,
penetram no inseto 0 inseto morre, & 0
pelas aberturas nematdide alcanga a
naturais fase adulta

\ Heterorhabditis

Steinernema

Juvenis infectivas
emergem do cadaver
a procura de novos
hospedeiros

O nematdide se
reprocdz em 2 a 3
geragies

Fonte: (LEITE; MACHADO; GINARTE, 2004).
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O ciclo de Heterorhabditis se assemelha ao do Steinernema, porém os vermes adultos
de primeira geracdo sdo hermafroditas com morfologia de fémeas, estes individuos produzem
espermatozoides que ficam armazenados na espermateca a espera dos ovocitos que irdo ser
produzidos (POINAR, 1990). As infec¢des de um inseto por Heterorhabditis podem ter sucesso
mesmo quando ha penetracdo de um Unico JI, pois ndo hé necessidade de cdpula entre adultos
de primeira geracdo para a producdo de ovos fertilizados. Ao contrario do que ocorre em
Sterneinema, os JI de Heterorhabditis ndo necessita de orificios naturais do inseto para
penetracdo pois possuem um dente corneo permite que os Jis perfurem a cuticula do inseto,
especialmente nas regibes mais finas e flexiveis, como entre os segmentos apendiculares
(FORST; CLARKE, 2002). H4, também, no ciclo de Heterorhabditis, predominéncia do
fendmeno de endotoquia matricida, quando os ovos eclodem no interior do corpo da mée e 0s
juvenis rompem a parede para serem liberados, matando a fémea ou o hermafrodita, assim a
segunda geracgéo de Heterorhabditis surgem machos e fémeas e a reproducdo agora ocorre por
fertilizagdo cruzada entre eles (ALMENARA, et al., 2012).

Em alguns casos, a liberacdo das bactérias pelos NEPs ocorre de 30 minutos a até 6
horas ap6s a infecgdo, os Heterorhabditis apresentam no geral a liberacdo em menor periodo
(LI et al., 2009). O inseto parasitado inicia a resposta do sistema imunolégico ap6s a entrada
do JI na hemocele, os NEPs podem ser presos em capsulas celulares ou ndo celulares (formadas
por melanina) (DOWDS; PETERS, 2002; ALMENARA, et al., 2012). NEPs podem resistir a
resposta imune através da evasdo, tolerancia e supressdo. A evasao seria 0 ndo reconhecimento
do nematoide pelas defesas do inseto, a tolerdncia é a capacidade de alguns nematoides
escaparem do encapsulamento geralmente alguns Jis escapam liberando proteinas de superficie
dos nematoides permitem a modulacdo da resposta imunologica e fim a supressao resultado de
uma infecgdo com grande numero de individuos: quando muitos JIs invadem o mesmo inseto,
0 sistema imunolégico acaba sobrecarregado (ALMENARA, 2012; MAIZELS et al., 2001). As
bactérias simbiontes também sofrem com a acdo da imunidade dos insetos por meio de
atividades enzimaticas (CALDAS et al., 2002; COWLES; GOODRICH-BLAIR, 2005).

2.6.1 Nematoides Entomopatogénicos no Controle de Pragas
Os NEPs apresentam diversas vantagens para o controle de pragas, pois matam
rapidamente o inseto, os JIs podem ser reproduzidos nos hospedeiros, ndo afetam plantas, nao

sd0 nocivos a vertebrados, ndo poluem a agua, podem ser aplicados com pulverizadores ou
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sistema de irrigacdo sem a necessidade de alteracdo, deslocam-se no solo em busca de insetos
hospedeiros e se estabelecem no solo (ALVES; LOPES, 2008; VOSS, et al., 2009).

Esses nematoides sdo comumente aplicados em suspensdes aquosas com pulverizadores
pressurizados, sopradores de névoa, pulverizadores eletrostaticos e sistemas de irrigacéo
(DOLINSKI et al, 2017). Por permanecerem no solo, os NEPs apresentam afinidade com
insetos que passam pelo menos uma fase de seu ciclo de vida neste ambiente, como o percevejo-
marrom da soja, que na entressafra, quando ha escassez de alimentos, tende a entrar em diapausa
e se refugia na palhada da dltima cultura (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

Embora ainda ndo se tenha muitos estudos correlacionando a utilizacdo de nematoides
para controle dos percevejos em diapausa ou oligopausa, esta seria a fase com o maior potencial
de controle, devido ao fato dos percevejos permanecerem no solo com baixa mobilidade o que
pode favorecer o ataque dos NEPs.

N&o h& muitos trabalhos na literatura, quanto ao uso de NEPs no controle de hemipteros
da familia Pentatomidae, mas sim para outros insetos desta ordem, como o desenvolvido por
Alves et al. (2009a) que realizaram avaliacdo em condicGes de laboratorio para o controle de
Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae), avaliando 11 diferentes isolados
pertencem aos géneros Steinernema e Heterorhabditis em trés concentracdes diferentes (25, 50
e 100 Jlis/inseto), no qual observou-se que os isolados pertencentes ao género Heterorhabditis
foram mais virulentos, atingindo até 100% de mortalidade. Guide et al. (2016b) testaram a
patogenicidade de 15 diferentes isolados no controle de Dysmicoccus sp., onde sete isolados se
destacaram com os melhores indices de mortalidade, ALHO (Heterorhabditis amazonensis,
hoje conhecido como GL) 86,66%, RSC 05 (Heterorhabditis amazonensis) 90,00%, DIBCB-n
08 (Steinernema sp.) 90,00%, DIBCB-n 10 (Heterorhabditis sp.) 93,33% e NEPET11
(Heterorhabditis sp.) com 93,33%.

Em condicgdes de casa de vegetacdo e campo, Alves et al. (2009b) avaliaram o potencial
de dois isolados (CCA e JPM3, ambos pertencentes ao género Heterorhabditis) em casa de
vegetacdo (com plantas de café infestadas artificialmente) e em campo (plantas com infestacado
natural), obtendo resultados de 68% em casa de vegetacao e 65% de controle em campo para o
isolado JPM3 aplicado em suspensdo aquosa.

Outro estudo foi desenvolvido por Leite et al., (2002) visando o controle de Mahanarva
fimbriolata (Fabr.) (Hemiptera: Cercopidae) utilizando os seguintes isolados de NEPs:
Heterorhabditis sp. (IBCB-n 5), Steinernema sp. (IBCB-n 6) e Heterorhabditis sp. (CCA), e
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obtiveram resultados de 100%, 98% e 96% para cada isolado, respectivamente. Leite et al.,
(2005) levaram este estudo a campo e utilizando os mesmos isolados obtiveram um controle de

até 70% da populacdo de cigarrinha das pastagens.

Com relagdo a trabalhos relatando o uso de NEPs sobre insetos da familia Pentatomidae,
Guide et al. (2019), realizaram trabalho para determinar patogenicidade e viruléncia de NEPs
sobre percevejo barriga-verde, avaliaram 15 isolados dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis no controle do Dichelops melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae), em
condigdes de laboratorio. Dentre os isolados testados os seguintes obtiveram elevados indices
de mortalidade de percevejos: RSC 05 88%, IBCB-n 27 (Steinernema sp.) 82%, GL 80%, AM
163 (Steinernema diaprepesi) 78%, IBCB-n 46 (Heterorhabditis sp.) 76%, IBCB-n 01
(Steinernema glaseri) 74%, IBCB-n 47 (Steinernema feltiae) 72%, HP 88 (Heterorhabditis
bacteriophora) 70%, CER-n 125 (Steinernema puertoricense) 70%, IBCB-n 40
(Heterorhabditis sp.) 68% e NEPET 11 68% demonstrando o potencial destes agentes no
controle de percevejos, o trabalho foi realizado em condicGes de laboratdrio e o trabalho sugere

estudos quanto a persisténcia dos NEPs em condigdes de campo.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
nematoides entomopatogénicos no controle de E. heros, o percevejo-marrom da soja, em

condicdes de laboratdrio e campo.
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3 ARTIGO A: NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS NO CONTROLE DO
PERCEVEJO Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae)

3.1.1 Resumo

O percevejo-marrom (Euschistus heros) é uma das pragas mais importantes na cultura da soja,
devido ao seu ataque direto as vagens e graos e pelo fato da soja tolerar baixos niveis de
densidade populacionais da praga. Visando a busca de alternativas de seu controle, este trabalho
teve como objetivo avaliar o controle exercido por nematoides entomopatogénicos (NEPS)
sobre E. heros em condicGes de laboratorio e campo. Foram avaliados sete isolados de NEPs
(IBCB-n 46, IBCB-n 40, GL, UENP 02, UENP 05, UENP 06, UEL 08 e NEPET 11), todos do
género Heterorhabditis, sobre populacBes do inseto proveniente de campo e de criacdo em
laboratério. Foram também realizados testes de compatibilidade de isolados com a
Azadiractina, testes de sinergismo com os nematoides. Os isolados IBCB-n 46 e NEPET 11
causaram mortalidade de até 100% dos adultos de E. heros em condigdes de laboratério, e como
o isolado IBCB-n 46 apresentou uma maior producao em laboratorio, este foi selecionado para
0s demais ensaios. O isolado IBCB-n 46 ndo apresentou compatibilidade com Azadiractina,
que foi considerado levemente nocivo ao isolado comprometendo a infectividade e viruléncia.
Quanto ao teste de sinergismo, os resultados foram negativos. Com relacdo aos testes de
controle em condicBes de campo, o primeiro ensaio ndo apresentou resultado significativo de
controle, devido a falta de umidade no solo, e ao alto indice de parasitismo que 0s insetos
apresentaram (uma vez que foi utilizada apenas populacao proveniente de campo). No segundo
ensaio em campo, obteve-se valores para UENP 05 de 18% e 11% e IBCB-n 46 de 12% e 15%

de mortalidade para populacdo criada em laboratdrio e coletada do campo, respectivamente.

Palavras-chave: Heterorhabditis amazonensis, controle biologico, manejo integrado,

percevejo-marrom, soja.

3.1.2 Abstract

The brown stink bug (Euschistus heros) stands out as one of the main pests of today in soybean
culture, whose damage is aggravated by being direct in the pods and by the fact that the insect
occurs in large quantities. Aiming to search for control alternatives for this insect, this work
aimed to evaluate the control exercised by entomopathogenic nematodes (NEPS) on E. heros in
laboratory and field conditions. Seven NEPs isolates (IBCB-n 46, IBCB-n 40, GL, UENP 02,
UENP 05, UENP 06, UEL 08 and NEPET 11) were evaluated, all of the Heterorhabditis genus,
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on insect populations from the field and rearing in the laboratory. Isolation compatibility tests
with the Azadiractina product, synergism tests with the nematode. The isolates IBCB-n 46 and
NEPET 11 caused mortality of up to 100% of adults of E. heros under laboratory conditions,
and since the isolate IBCB-n 46 had easier production, it was selected for the other tests. The
isolate IBCB-n 46 was not compatible with the product Azadiractina, which was considered
slightly harmful to the isolate compromising infectivity and virulence. As for the synergism
test, the results were negative. Regarding the control tests in field conditions, the first test did
not show a significant control result, due to the lack of moisture in the soil, and the high rate of
parasitism that the insects presented (since only a population from the field was used). In the
second field trial, values for UENP 05 of 18% and 11% and for IBCB-n 46 of 12% and 15% of
mortality were obtained for a population created in the laboratory and collected from the field,

respectively.

Key-Words: Heterorhabditis amazonensis, biological control, integrated management,
compatibility, soy.

3.2 Introducéo

Os percevejos estdo entre as principais pragas que atacam a cultura da soja, e causam
prejuizos relacionados a produtividade e a qualidade do produto colhido, uma vez que se
alimentam dos grdos (GOLIN et al., 2014). O percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabricius)
(Hemiptera: Pentatomidae), se destaca, por ser uma das espécies mais encontradas dentro do
complexo de percevejos praga da soja (PANIZZI; SLANSKY, 1985), sendo que os danos
podem ser considerados diretos, e que quando ndo controlados, levam a perdas econdmicas
de até 30% da producédo (VIVAN; DEGRANDE, 2011).

Neste contexto, o controle de E. heros é crucial, sendo realizado principalmente por
meio de aplicaces de inseticidas quimicos (CORREA-FERREIRA et al., 2010). Porém, a
utilizacdo deste metodo, pode ocasionar contaminacdo ambiental e humana, além da selecéo de
populaces resistentes, tornando mais dificil o controle e reduzindo a quantidade de inimigos
naturais pela aplicacdo de inseticidas nédo seletivos (SOSA-GOMEZ et al., 2001; BUENO et
al., 2011).

Assim, estudos que visam o controle de E. heros na soja, com métodos alternativos ao
quimico séo necessarios, sendo o Controle Bioldgico considerado uma ferramenta de manejo

viavel. No entanto, trabalhos na area e controle bioldgico de E. heros ainda sdo escassos e pouco
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explorados, porém, pode ser uma alternativa a mais no manejo desse inseto (GOLIN et al.,
2014).

Dentre os agentes de controle bioldégico os NEPs possuem caracteristicas que
contribuem para sua utilizagdo em potencial controle de pragas como o percevejo-marrom, estas
possuem elevada resisténcia a diversos produtos fitossanitarios empregados na cultivo, os NEPs
possuem estratégias de caca, podendo enquadrar em dois tipos, “ambusher” onde 0 nematoide
fica imoOvel para preservar sua reserva energética e “cruiser” que buscam pelo seu hospedeiro
no solo, esta estratégia € comum para os Heterorhabditis (FERRAZ, 1998; LEWIS et al. 2006;
SOUZA et al, 2012).

Os NEPs possuem um elevado numero de insetos hospedeiros, alguns da ordem
hemiptera, Alves et al. (2009a), utilizaram NEPS para o controle de Dysmicoccus texensis
(Tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae) em condi¢cBes de laboratério, foram testados 11
diferentes isolados pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis, testados em 3
concentracdes diferentes (25, 50 e 100 Jls/inseto), no qual os isolados pertencentes ao género
Heterorhabditis se mostraram mais virulentos, atingindo até 100% de mortalidade em alguns
casos. Assim como, em outro estudo realizado posteriormente, em casa de vegetagdo com
plantas de café, foram testados os isolados CCA e JPM3, que no estudo anterior mostraram
resultados superiores, ambos pertencentes ao género Heterorhabditis, no controle da D.
texensis, obtendo assim 70% de controle com o isolado JPM3 sendo aplicado em suspenséo
aquosa Alves et al. (2009b).

Em estudos realizados, para determinar patogenicidade e viruléncia de NEPs sobre
hemipteros, Guide et al. (2019), avaliaram 15 isolados dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis no controle do percevejo barriga-verde, Dichelops melacanthus (Hemiptera:
Pentatomidae), em condi¢Bes de laboratorio, todos os isolados obtiveram viruléncia ao
percevejo barriga-verde porem 11 apresentaram a mesma eficiéncia estatistica: RSC 05 88%,
IBCB-n 27 (Steinernema sp.) 82%, GL 80%, AM 163 (Steinernema diaprepesi) 78%, IBCB-n
46 (Heterorhabditis sp.) 76%, IBCB-n 01 (Steinernema glaseri) 74%, IBCB-n 47 (Steinernema
feltiae) 72%, HP 88 (Heterorhabditis bacteriophora) 70%, CER-n 125 (Steinernema
puertoricense) 70%, IBCB-n 40 (Heterorhabditis sp.) 68% e NEPET 11 68%, o trabalho
também sugere testes a campo para avaliar se o controle de pragas se mantera em porcentagem

elevada.
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Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
nematoides entomopatogénicos no controle de E. heros, o percevejo-marrom da soja, em

condicdes de laboratdrio e campo.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Obtencéo dos insetos e isolados de nematoides entomopatogénicos
Os insetos de E. heros foram cedidos pela Embrapa Soja, Londrina, PR. Foram utilizados

adultos provenientes de criacdes de laboratorio e adultos coletados em campo.

Os nematoides utilizados foram provenientes do Banco de Nematoides do Instituto
Biologico de Sdo Paulo, e do Laboratério de Entomologia e Microbiologia (LECOM) da

Universidade Estadual do Norte do Parana — Campus Cornélio Procépio, PR.

A manutencao dos isolados de nematoides entomopatogénicos foi feita pelo método in vivo,
de acordo com a metodologia de Molina e Lopes (2001), utilizando-se lagartas de Gltimo instar
de Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) provenientes de criacédo

estabelecida.

3.3.2 Criacéo de Galleria mellonella L. (lepidoptera: Pyralidae)

As lagartas foram obtidas da criacdo de G. mellonella do Laboratério de Entomologia e
Controle Microbiano da UENP e mantidas em sala de criagdo, acondicionadas em potes
plasticos com tampas providas de tela e sob temperatura ambiente. A manutencao e alimentagdo
foram realizadas diariamente com dieta artificial adaptada de Parra (1998), preparada com 0s

ingredientes da Tabela 01.
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Tabela 01. Composicao da dieta de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) adaptada
de Parra (1998).

Ingredientes Quantidade
Farelo de trigo 2009
Gérmen de trigo 200g
Farinha de trigo 200g
Leite em po 4009
Levedura de cerveja 1209
Glicerina 1309
Mel 2409
Agua Destilada 20 ml

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

3.3.3 Multiplicacdo e Manutencao dos Nematoides Entomopatogénicos

Foram utilizadas dez lagartas de Gltimo instar de G. mellonella foram dispostas em placas
de Petri de 9cm de didmetro contendo dois papéis filtro secos. Posteriormente inoculou-se 2mL
de suspensdo do nematoide (aproximadamente 20 Jls/lagarta) nas placas e estas foram
armazenadas por 72 horas, em BOD a 23+1° C, no escuro. Apos este periodo as lagartas mortas
foram transferidas para cAmara seca, na qual permaneceram por cinco dias, em condic¢des

semelhantes as citadas anteriormente, para multiplicacdo dos NEPs (MOLINA; LOPES, 2001).

Em seguida, as lagartas foram colocadas em armadilha de White (White, 1927), método
utilizado para coleta dos Jls, sendo as armadilhas mantidas sob as mesmas condicfes ja
mencionadas. Os JIs em suspensdo aquosa (adgua destilada + Juvenis Infectantes) foram
coletados diariamente e armazenados em recipientes plasticos, mantidos em camara climatizada
a temperatura de 18+1° C sem fotofase, por um periodo de até sete dias ap6s a producao para,

posteriormente, serem utilizados nos experimentos.

3.3.4 Ensaio de selecdo de isolados
Foi realizado teste de selecdo com oito isolados (Tabela 02), que foram multiplicados de
acordo com a metodologia descrita acima, e avaliados quanto a patogenicidade e viruléncia

sobre adultos de E. heros conforme metodologia de Guide et al. (2019).
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Tabela 02. Nome, espécie e origem dos isolados de nematoides entomopatogénicos utilizados

no teste de selecdo sobre adultos de Euschistus heros em condi¢des de laboratério.

Isolado Espécie Origem

NEPET 11 Heterorhabditis sp. Palmeira das Miss@es, RS, Brasil
GL Heterorhabditis amazonensis Lavras, MG, Brasil

IBCB-n 40 Heterorhabditis amazonensis Tabopord, SP, Brasil

IBCB-n 46 Heterorhabditis amazonensis Santo Antonio de Posse, SP, Brasil
UENP 2 Heterorhabditis amazonensis Ribeirdo Claro, PR, Brasil

UENP 5 Heterorhabditis amazonensis Ribeirdo Claro, PR, Brasil

UENP 6 Heterorhabditis amazonensis Ribeirdo Claro, PR, Brasil

UEL 8 Heterorhabditis amazonensis Londrina, PR, Brasil

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 2 x 8 (duas populacbes do inseto e oito

isolados de nematoide) com quatro repeticbes por tratamento, e a unidade experimental

constituiu de uma placa de Petri de vidro 9cm de didmetro, contendo dois papéis filtro secos,

uma vagem de soja e 10 individuos adultos de E. heros ndo sexados, provenientes de criagao

em laboratério e também do campo (separados em tratamentos diferentes). Em seguida, com

auxilio de micropipeta foi aplicado sobre o papel filtro, suspensdo aquosa com os isolados na

concentracdo de 100 Jls/cm? (aproximadamente 2000 Jis/mL) e mais 1mL de agua destilada

para manter a umidade (figura 02).

Figura 02. Ensaio de selecdo de nematoides entomopatogénicos sobre adultos de Euschistus

heros em condi¢Oes de laboratério. A: detalhe da unidade experimental; B: insetos provenientes

do campo; C: insetos provenientes do laboratério.

Fonte: Douglas Martins Cecconello (2018).
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As placas foram tampadas e mantidas em camara climatizada na temperatura de 26+1°C,
umidade relativa (UR) de 60+10% e fotoperiodo 14h) por cinco dias. Foi também realizado um
tratamento controle (testemunha) que recebeu apenas 2mL de agua destilada.

A avaliacdo ocorreu cinco dias ap0s a aplicacdo, contando-se os insetos mortos. A
confirmacdo da morte por nematoide foi feita por meio da dissecagdo, com auxilio de
microscopio estereoscopio para observacgdo da presenca de NEPs no interior do corpo do inseto.

Os dados foram submetidos a correcdo de mortalidade através da férmula de Scheider-
Orelli’s, e em seguida foi feita a analise de Variancia (teste F) e as médias comparadas entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05), com auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.5 Ensaio de Compatibilidade com Azadiractina

Apos o teste de selecdo, o isolado IBCB-n 46 apresentou maior viruléncia sobre o
percevejo-marrom, foi submetido ao teste de compatibilidade com o inseticida bioldgico
Azadiractina 12g/L, produto comercial Azamax®, E.l.D. Parry (india) Limited, visando

posterior aplicacdo conjunta em areas de refugio de insetos em diapausa.

3.3.6 Avaliacdo da Viabilidade e Infectividade do isolado IBCB-n 46 apds exposi¢cdo ao
Azadiractina

O ensaio utilizou a metodologia da IOBC (International Organization for Biological
Control) modificada por Magnabosco et al. (2019). Por tanto, foram preparadas caldas em
Beckers com 250mL de solucdo da Azadiractina no dobro da dose comercial de 400mL/ha com
volume de calda de 100L/ha (como ndo ha recomendacdo para utilizacdo contra percevejo-
marrom foi usado o dobro da dose recomendada para a mosca branca na cultura da soja),
conforme indicacédo do fabricante (AGROFIT, 2020). Em seguida, foram preparados tubos de
vidro de fundo chato com a mistura de 1mL de calda do produto, adicionando-se 1mL da
suspensdo do nematoide em &gua destilada, na concentracdo de 2000JIs/mL. Como resultado
da mistura, cada tubo continha 2mL de NEPs em concentracdo de 1000 JIs/mL em suspens&o
na calda do produto, conforme recomendacéo para a cultura da soja.

Como testemunha foi utilizada apenas a suspensdo com a mesma quantidade de JIs em
2 mL de agua destilada. Tanto para o tratamento com os produtos, como para a testemunha
foram preparados cinco tubos, sendo cada um considerado uma repeti¢cdo. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e os tubos foram mantidos em camara
climatica a 22+1°C por 48 horas, ap0s este periodo foi realizada a avaliacdo da viabilidade e

infectividade.
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A avaliacdo de viabilidade foi realizada apds 48 horas, com a agitacdo da suspensao e
retirada de cada tubo de cinco aliquotas de 50uL, que foram transferidas individualmente para
fossos de uma placa de Elisa, totalizando 5 fossos, contando-se o nimero de JIs vivos e mortos
dos fossos até chegar no total de 100 Jls, utilizando um microscopio estereoscopio,
considerando-se individuos mortos aqueles que ndo se movimentaram ao estimulo do toque
com um estilete.

Para avaliacdo da infectividade, foram adicionados 3mL de agua destilada em cada tubo,
agitados e deixados para decantar por 30 minutos a 10 °C em geladeira. Em seguida o volume
de 3 mL do sobrenadante foi descartado e o procedimento repetido por trés vezes para
eliminacdo dos residuos do produto. Apoés a terceira lavagem foram retiradas cinco aliquotas de
0,2 mL da suspensdo, de cada tubo, e aplicadas individualmente em cinco placas de Petri (9 cm
de diametro), contendo dois papeis filtro e 10 lagartas vivas de G. mellonella. As placas foram
mantidas a 26 + 1°C por cinco dias. Apds este periodo, a mortalidade das lagartas foi avaliada,
e estas foram transferidas para cdmara seca, onde permaneceram por mais trés dias, sendo entdo
submetidas a dissecacdo em microscopio estereoscOpio para observacdo da presenca de
nematoides vivos, confirmando a causa da morte.

Apos a obtencdo dos dados foi calculado o efeito sobre a infectividade (E%) a partir de
uma adaptacdo da férmula proposta pela IOBC/WPRS (West Paleartic Regional Section) de
Peters e Poullot (2004), e modificada por Magnabosco et al. (2019), sendo:

E% =100 — (100 — Mc% - Red%)

Onde:

Mortalidade corrigida = (Mt - Mc/100 - Mc) x 100,
Mt: porcentagem de mortalidade no tratamento,
Mc: mortalidade na testemunha (controle) (ABBOTT, 1925).

Red = (1 - It/lc) x 100,
Red: porcentagem de redugéo da infectividade no tratamento,
It: mortalidade nos tratamentos,

Ic: mortalidade na testemunha (controle).

A Azadiractina foi classificado quanto a toxicidade de acordo com IOBC/WPRS, onde:
E% < 30% (Indculo); E% = 30% a 79% (levemente nocivo); E% = 80% a 99% (moderadamente
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nocivo) e E% > 99% (nocivo) (NEGRISOLI et al., 2010; VOSS, 2009; PETERS; POULLOT,
2004).
Os dados de viabilidade e infectividade foram submetidos a Analise de Variancia (teste

F) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), com auxilio do programa

SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.7 Avaliagéo de sinergismo do isolado IBCBn46 com Azadiractina simulando condic¢des

de campo

Para avaliar a possibilidade de acéo sinérgica entre a Azadiractina com o nematoide em
condi¢cbes de campo foi elaborado o ensaio para simular estas condigdes. A unidade
experimental consistiu de um gerbox medindo 11 x 11 x 3,5 cm que foi preenchido com palhada
seca mista de gramineas e oleaginosas até o topo, uma vagem de leguminosa e 10 percevejos
adultos de E. heros (figura 03). Foram avaliados quatro tratamentos (T): T1 recebeu aplicagédo
apenas de 5mL de agua destilada (controle), T2 recebeu aplicacdo apenas da Azadiractina na
dose de 400mL de p.c./ha (AGROLINK, 2020) aplicado segundo a medida do gearbox (11cm?),
T3 recebeu aplicagcdo do isolado IBCB-n 46 na concentracdo de 100 Jis/cm? em 5mL de
suspensdo e o T4, onde foi aplicado Azadiractina na dose de 400mL de p.c./ha junto do isolado
IBCB-n 46 na concentragao de 100 JIs/cm? em 5mL de suspencdo, sendo que cada tratamento
possuiu quatro repeti¢des. A avaliacao foi feita apds cinco dias, quando os insetos mortos foram

coletados e dissecados para confirmar a causa da morte.

Figura 03. Ensaio em gerbox com simulacéo de condigdes de campo. A: unidade experimental

utilizada no ensaio de compatibilidade do isolado IBCB-n46 com Azadiractina.

Fonte: Douglas Martins Cecconello (2018).
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Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste Tukey (P<5%), por meio do software estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000).

3.3.8 Ensaios em condic¢des de campo
Os ensaios em condi¢bes de campo foram realizados na fazenda experimental da
Embrapa Soja, Londrina, Parang, na (Latitude 23° 117 25,14S Longitude 51° 10” 16,61W) e

foram realizados separados no tempo conforme descrito a seguir:

3.3.8.1 Ensaio em condic¢des de campo

O primeiro ensaio foi realizado em 19 de maio de 2019, e foi conduzido em
delineamento inteiramente casualisado, contendo 10 repeti¢cGes por tratamento. A unidade
experimental consistiu de uma gaiola feita com cano de PVC de 10 cm de diametro e cinco cm
de altura fixadas no solo por duas hastes de aco, onde foi colada 10 percevejos adultos de E.
heros coletados em campo e em cima do inseto foi posto palha da area de preservacdo
permanente (Figura 04). Neste ensaio, foram aplicados nove tratamentos sendo: T1 apenas dgua
destilada (testemunha), T2 25 JIs/cm? (isolado IBCB-n 46), T3 50 JIs/cm2 (isolado IBCB-n 46),
T4 75 Jis/cm? (isolado IBCB-n 46), T5 100 Jis/cm? (isolado IBCB-n 46), T6 100 Jls/cm?
(isolado UELO08), T7 100 JIs/cm? (isolado UENP 02), T8 100 JIs/cm? (isolado UENP 05) e T9
100 Jis/cm? (isolado UENP 06).

Apbs a aplicacdo, cada gaiola foi tampada com uma tela de tecido do tipo voil presa por

dois elasticos para evitar a fuga dos insetos.
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Figura 04. Unidade experimental do ensaio feito a campo para avaliar a mortalidade de

Euschistus heros apds aplicacdo de nematoides entomopatogénicos.

Fonte: Douglas Martins Cecconello (2019).

3.3.8.2 Segundo ensaio em condi¢bes de campo

O segundo ensaio em condicBes de campo foi realizado no dia 26 de setembro de 2019
apos uma chuva de 5,3mm (IAPAR, 2019) desta forma o solo estava naturalmente umedecido.
Neste experimento, usou-se a mesma unidade experimental descrita no ensaio anterior, com 10
repeticbes para cada tratamento. Foram utilizados os isolados de melhor desempenho e o
isolado regional de melhor desempenho, IBCB-n 46 e UENPO5, aplicados apenas na
concentracdo de 100 JIs/cmz2. Por outro lado, neste ensaio foram utilizadas duas populacGes de
percevejos adultos de E. heros: insetos criados em laboratorio com a diapausa induzida por
meio de exposicéo a fotoperiodo inferior a 12h, metodologia semelhante a utilizada por Mouréo
e Panizzi (2000b) insetos provenientes de populacéo coletados a campo. Foi também realizado
um tratamento controle para cada populacédo de insetos, onde foi aplicado apenas 10mL de agua

destilada, totalizando seis tratamentos.

As avaliaces foram feitas cinco dias apos a aplicacdo, na qual foi contabilizado o
namero de percevejos mortos, e estes foram coletados e transportados até o laboratério LECOM
para confirmacdo da mortalidade por NEPs, por meio de dissecagdo com ajuda de uma lupa

estereoscopica.
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Os dados de ambos os ensaios foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste Tukey (P<5%), por meio do software estatistico SISVAR

(FERREIRA, 2000).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Selecdo de isolados

Todos os isolados testados apresentaram patogenicidade aos adultos de E. heros
provenientes da populacéo criada em condicdes de laboratorio e os isolados IBCB-n 40, NEPET
11 e IBCB-n 46 foram o0s que apresentaram maior viruléncia (80,51; 94,45, e 100%

respectivamente) e ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey (p < 5%) (Tabela 03 e Figura 05).

Os isolados IBCB-n 46 e NEPET 11, foram os que causaram maior mortalidade, com
valores de 47,3% e 71,04% respectivamente, nos tratamentos usando insetos provenientes de
populagdo coletada em campo, os isolados UENP 02 e UELO8 n&o apresentaram

patogenicidade sobre insetos adultos de E. heros (Tabela 03 e Figura 05).

Tabela 03. Porcentagem média de mortalidade de adultos de Euschistos heros (Hemiptera:
Pentaomidae) provenientes de criacdo em laboratorio e coletados a campo, apés aplicacdo de

isolados de nematoides entomopatogénicos do género Heterorhabditis.

Isolados Populacao

Laboratorio Campo
NEPET 11 94,45 +10,00 Aa 47,3 £18,25 Bab*
IBCB-n 40 80,57 £15,00 Aa 36,85 +35,59 Bbc
IBCB-n 46 100,00 £0 Aa 71,04 £10,00 Ba
GL 32,37 £9,57 Abc 28,92 +9,57 Abcd
UENP 02 2,42 £8,16 Ad 0,00 £5,00 Ad
UENP 05 41,95 +5,00 Ab 11,45 £9,57 Bed
UENP 06 8,07 £9,57 Acd 5,00 £14,14 Ad
UEL 08 2,42 £8,16 Ad 0,00 £5,78 Ad
C.V. (%) 36,43 38,33

* Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas ndo diferiram significativamente

pelo teste de Tukey (p < 5%).
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Também Guide et al., (2019), em teste similar para o controle do D. melacanthus
observaram que os isolados IBCB-n 46, NEPET 11 e IBCB-n 40 foram os que presentaram 0s
melhores resultados de controle dos adultos do percevejo, e obtiveram controle de 76%, 68% e
68% respectivamente em condicdes de laboratorio, comprovando o potencial destes isolados

no controle destes dois percevejos fitofdgos causadores de injurias.

Figura 05. Imagem de Euschistus heros adulto parasitado pelo isolado de nematoide
entomopatogénico IBCB-n 46 Heterorhabditis amazonensis. A: percevejo-marrom com

nematoides saindo de seu interior. B: dissecacdo de inseto e confirmagdo da presenca de

nematoides entomatogénicos em seu interior.

Fonte: Douglas Martins Cecconello (2018).

A utilizacdo dos isolados pertencentes ao género Heterorhabditis sp., e em sua maioria
pertencentes a espécie H. amazonensis, se deu com base no trabalho de Guide et al. (2019), que
avaliaram varios isolados quanto a patogenicidade sobre D. melacanthus, e observaram que 0s

isolados dessa espécie foram os mais eficientes no controle daquela espécie de percevejo.

Entretanto, neste trabalho, foi possivel observar, que isolados de mesma espécie podem
apresentar alta taxa de variabilidade quanto a viruléncia sobre determinadas espécies de pragas,
justificando a necessidade de realizarem-se testes de selecdo de isolados para a adoc¢do destes

como taticas no manejo integrado de pragas.
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Apos penetrar no inseto, os NEPs podem demorar de 30 minutos a 6 horas para liberar
as bactérias. Apesar dos Heterorhabditis apresentarem na maioria dos casos uma liberagéo das
bactérias Photorhabdus em menos tempo (AU et al., 2004; DOWLING et al., 2004; L1 et al.,
2009), o inseto podera resistir a contaminacdo dos NEPs e a contaminacdo bacteriana por meio
de cépsulas celulares ou ndo celulares (formadas por melanina) (DOWDS; PETERS, 2002;
ALMENARA, et al., 2012). Em contrapartida os NEPs, possuem mecanismo para tentar
subjugar o sistema imune do inseto, ha trés formas de fazer isso: evasdo onde 0s nematoides
ndo sdo notados pelo sistema imune, tolerdncia seria a capacidade dos nematoides escapar do
encapsulamento oriundo das células de defesa do inseto e supressdo é quando ha um elevado
nimero de nematoides no inseto onde o sistema imune do mesmo ndo é capaz de conter a
infeccdo (ALMENARA, 2012; CALDAS et al., 2002; MAIZELS et al., 2001).

A populagdo de E. heros criada em laboratorio apresentou maior suscetibilidade aos
isolados de NEPs em relacdo a populacgdo coletada em campo, pode ter acontecido devido ao
fato dos insetos coletados em campo estarem expostos ao meio ambiente onde existem diversos
patdgenos, possivelmente deixando o sistema imune do inseto em alerta, assim, no ensaio a
populacédo coletada a campo ao serem parasitados podem ja ter ativa sua resposta imune a outros
patégenos facilitando assim o controle dos JI’s.

O isolado de melhor desempenho no ensaio de selecdo foi o IBCB-n 46, tanto para a
populacdo proveniente de laboratério, quanto para a populacdo proveniente de campo, e por
isso foi usado nos testes subsequentes, nos ensaios de campo foi também utilizado o isolado

UENP 05 por se tratar do isolado regional com melhor desempenho.

Os NEPs apresar de serem quase todos H. amazonensis, com exce¢do do NEPET 11,
apresentaram variagdo em suas viruléncias, esta relagdo € muito comum em diversos outros
trabalhos de selecéo de isolados (ANDALO et al.; 2004b, ALVES et al., 2009%; GUIDE et al.,
2019), possivelmente o local de onde a espécie foi coletada tem relagdo em seu efeito virulento

contra o diferentes inseto.

3.4.2 Compatibilidade com Azadiractina

No ensaio para avaliar a compatibilidade com Azadiractina, os NEPs apresentaram
reducdo significativa quanto a viabilidade, com média de sobrevivéncia de apenas 24,8%
(Tabela 04).
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Apesar do baixo nivel de viabilidade dos JIs ap6s a exposi¢do a Azadiractina, sua
infectividade sobre lagartas de G. mellonella foi afetada, comprovando que os JIs que
sobreviveram a exposi¢éo ao inseticida tiveram sua viruléncia afetada. 1sso pode ser justificado
pelo fato da Azadiractina possui propriedades nematicidas e embora sua bula especifique
apenas o controle do Meloidogyne incognita Goeldi (1887) (Tylenchida: Heteroderidae)
(AGROLINK, 2020), esta propriedade pode ter afetado a viabilidade e infectividade ao entrar

em contato com o isolado IBCB-n 46.

Tabela 04. Porcentagem média de viabilidade, infectividade, efeito do produto sobre a
infectividade (E%) e classificacdo da Azadiractina apds exposi¢do do isolado IBCB-n 46 em
condicdes de laboratério, avaliadas de acordo com o protocolo da I0OBC adaptado por
Magnabosco et al. (2019).

Tratamentos Viabilidade Infectividade E% Classificacao
IBCB-n 46+ Azadiractina 24,80 +10,64a 57,50 £12,58a 48,88** Levemente Nocivo
IBCB-n 46 + agua 81,20 +6,57b* 87,50 £5,00b - -

CV (%) 16,69 13,21

* Médias seguidas pelo mesmo letra na coluna nao diferiram significativamente pelo teste de Tukey (p < 5%).

** |OBC/WPRS, onde: E% < 30% (Indculo); E% = 30% a 79% (levemente nocivo); E% = 80% a 99%
(moderadamente nocivo) e E% > 99% (nocivo) (ANDALO et al., 2004a; PETERS; POULLOT, 2004; VOSS,
2009).

3.4.3 Azadiractina em simula¢ao de condic¢des de campo com IBCB-n46

No teste simulando condi¢des de campo, para avaliar o sinergismo entre Azadiractina e
0 isolado IBCB-n 46, observou-se que o tratamento com a Azadiractina ndo reduziu
significativamente a populacdo do percevejo-marrom, e ndo diferiu do tratamento controle
(Tabela 05). Por outro lado, os dois tratamentos contendo o isolado IBCB-n 46 causaram
mortalidade significativa em adultos de E. heros, mas ndo diferiram entre si, 0 que prova que
ndo houve uma acédo de incremento entre a Azadiractina e o NEP, e o controle do percevejo-

marrom foi causado apenas pela acdo do nematoide.

Wagner e Urich-Merzenich (2009) definem como interacdo sinérgica, quando o efeito
produzido pela combinacao de substancias for superior ao esperado com base na contribuicéo
individual de seus componentes, neste caso a Azadiractina ndo contribuiu de forma significativa
com a mortalidade do percevejo-marrom, e o Unico agente responsavel pelo controle do E. heros

foi o isolado IBCB-n 46, logo esta interacdo ndo apresenta caracteristicas de sinergismo.
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Tabela 05. Porcentagem de mortalidade de Euschistus heros apés aplicacéo do isolado IBCB-
n 46 e Azadiractina, em arena com palhada mista, simulando condicdo de campo para avaliar

acao sinergética dos agentes de controle.

Tratamentos Mortalidade (%)
Testemunha 15,00 +12,91a*
Azadiractina 22,50 +22,17a
IBCB-n 46 65,00 £10,00b
IBCB-n 46 + Azadiractina 72,50 £12,58b
C.V. (%) 34,60

* As médias seguidas pelo mesmo niimero na coluna ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey (p <
5%).

Devido reducdo drastica na viabilidade do isolado IBCB-n 46 no item anterior e a falta

de acréscimo na mortalidade do E. heros, a Azadiractina ndo foi utilizado nas etapas a campo.

3.4.5 Primeiro ensaio de campo
Embora tenha havido mortalidade, nenhum dos tratamentos avaliados teve mortalidade

confirmada por NEPs no primeiro ensaio realizado em campo (Tabela 06).
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Tabela 06. Porcentagem de mortalidade de adultos de Euschistus heros provenientes do campo

causada naturalmente e por isolados de nematoides entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade no campo  Mortalidade confirmada
Testemunha 24,29 +9,76a 0,00
IBCB-n 46 25% da concentracdo 17,14 £12,53a 0,00
IBCB-n 46 50% da concentracéo 24,29 +5,34a 0,00
IBCB-n 46 75% da concentragdo 31,43 £19,52a 0,00
IBCB-n 46 100% da concentracédo 22,86 £24,98a 0,00
UENP 02 22,72 £9,76a 0,00
UENP 05 20,00 £19,76a 0,00
UENP 06 10,00 +15,27a 0,00
UEL 08 25,72 +7,07a 0,00
Média Total 22,86+5,98 -
C.V. (%) 68,28

* As médias seguidas pelo mesma letra na coluna nio diferiram significativamente pelo teste de Tukey (p < 5%).

Como citado acima, observou-se que houve mortalidade em alguns tratamentos a

campo. No entanto, apos a dissecacdo dos percevejos em laboratério constatou-se que nédo

houve confirmacdo de morte por nenhum dos isolados de NEPs, e que toda a mortalidade foi

causada por agentes externos ao ensaio, principalmente por um parasitoide, que foi coletado e

enviado a especialista da Universidade Estadual de Londrina, e foi identificado como

pertencendo a espécie Hexacladia smithii (Figura 06).

O alto indice de parasitismo nos percevejos, se deveu ao fato dos insetos utilizados neste

experimento serem provenientes do campo, e estes adultos ja estavam parasitados quando foram

postos nas armadilhas.
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Figura 06. Adulto de Euschistus heros parasitado por Hexacladia smithii. A: forma adulta do
parasitoide H. smithii mortos dentro do percevejo-marrom. B: percevejo adulto com sintoma de

saida de parasitoide.

Fonte: Douglas Martins Cecconello (2019).

A opcéo de trabalhar com insetos provenientes de populacdo do campo, se deveu ao fato
desta ter se mostrado mais resistente a infe¢do pelo nematoide no teste de selecdo de isolados,

e por esta apresentar um indice de mortalidade menor que a populacgéo criada em laboratdrio.

Por outro lado, os dados de mortalidade dos percevejos causados por H. smithii
conferem com trabalho realizado por Corréa-Ferreira e Sosa-Gémez (2017) onde foi
monitorado os indices de parasitismo no periodo de 24 meses de 2015 & 2016 em Ibipord,
Parana, e o microhimenoptero H. smithii junto de moscas da familia Tachinidae foram os
principais responsaveis pelo parasitismo de percevejos E. heros, atingindo em maio, mesmo
més em que foi instalado o primeiro ensaio a campo do presente trabalho, uma mortalidade por

parasitismo proxima dos 25%, semelhante a média total de 22,86%.

Outro fator que pode ter interferido na baixa viruléncia dos NEPs foi o fato do solo ndo
estar umido no momento da aplicacdo dos tratamentos, e a falta de umidade no solo formou um
ambiente desfavoravel que pode ter corroborado para a ineficacia no controle do percevejo-
marrom pelos isolados de nematoides. Os NEPs buscam sinais dissolvidos na agua, como

rastros deixados por seus hospedeiros, seja exsudados liberados pelas plantas atacadas ou seja
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vestigios quimicos (como fezes) deixados por insetos, a falta de umidade no ambiente pode ter
nublado o sentido dos NEPs prejudicando assim sua patogenicidade (LEWIS et al., 1993;
KUNKEL et al., 2006; LEWIS et al., 2006; FUGA et al., 2012), além disso a falta de &gua pode
fazer com que os NEPs entrem em anidrobiose quiescente (WOMERSELY, 1990).

3.4.6 Segundo ensaio de campo

Tentando resolver os problemas enfrentados no primeiro ensaio em campo, no segundo
ensaio foram utilizadas duas populacdes do inseto: individuos adultos provenientes de
populacdo de percevejo-marrom criada em laboratorio (para que ndo houvesse individuos ja
parasitados por outros agentes de controle bioldgico) e insetos provenientes do campo. Além
disso, o ensaio foi realizado logo apds uma chuva, para contar também com maior umidade no
solo, favorecendo assim, a acdo dos NEPs.

Os dois isolados avaliados foram virulentos sobre insetos adultos de E. heros, tanto na
populacdo proveniente de criacdo em laboratério, quanto na populagdo proveniente de campo
(Tabela 07), mas apenas o isolado UENP 05 diferiu significativamente da testemunha para as
duas populagdes do inseto.

N&o houve significancia na analise que avaliou a diferenca de suscetibilidade das duas
populacdes do inseto para cada um dos isolados, diferindo do observado no ensaio de selecéo

de isolados.

Tabela 07. Porcentagem média de mortalidade ndo confirmada e confirmada de Euschistus
heros provenientes de campo e de criacdo em laboratério causada por isolados de nematoides

entomopatogénicos UENP 05 e IBCB-n 46 em condig¢des de campo.

Mortalidade ndo confirmada Mortalidade confirmada
Tratamentos  Populacédo de Populagéo de Populagéo de Populagéo de
Campo (%) Laboratorio (%) Campo (%) Laboratorio (%)
Testemunha 31,43 +15,73Aa 2,86 +4,88Bb - -
UENP 05 52,86 +17,99Aa 21,43 +10,69Ba 18,57 +6,90Aa 11,43 +6,90ABa
IBCB-n 46 55,71 £30,47Aa 21,86 +10,69Ba 12,86 +11,12Aa 15,71 £5,34Ab
C.V. (%) 59,56 60,10

* As médias seguidas pelo mesma letra maitscula na linha e minascula na coluna ndo diferiram significativamente
pelo teste de Tukey (p < 5%).
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O controle exercido pelos isolados IBCB-n 46 e UENP 05 na populagéo de percevejos
coletados a campo néo diferenciaram do tratamento controle, em que houve 31,43% de controle

sem a presenca dos NEPs (ndo houve mortalidade confirmada por NEPs neste tratamento).

Porém, os isolados de NEPs incrementaram em mais de 20% o indice de mortalidade,
atingindo 55,71% com o isolado IBCB-n 46, mostrando que o controle é efetivo faltando apenas
aperfeicoar a forma de aplicacdo, provavelmente em ambiente com mais umidade os isolados

teriam desempenho melhor.

Quando a populacdo é proveniente de laboratério o indice de mortalidade na testemunha
foi menor do que a populacédo coletada em campo provavelmente por estarem menos expostos
a patdgenos e outros inimigos naturais que ocorrem no ambiente, neste caso houve diferenca
significativa entre a testemunha e os isolados IBCB-n 46 e UENP 05, porem 0S mesmo ndo
diferiram entre si como visto no teste em condic6es de laboratério (Tabela 03).

Assim, é possivel observar que embora os estudos de selecdo de isolados em condicoes
de laboratério demonstram que os NEPs sdo promissores como agentes de controle do
percevejo-marrom, quando avaliado o seu desempenho em condi¢bes de campo, ocorre uma

gueda no indice de mortalidade (Figura 07).

Figura 07. Comparativo de mortalidade de adultos do Euschistus heros em condigdes de
laboratdrio e em condi¢cbes de campo causada pelos isolados de nematoides entomopatogénicos
IBCB-n 46 e UENP 5.

IBCB-n46P.C.L. ﬁ_
IBCB-n 46 P.C.C. iili'i'—
UENPSP.CL. ilm'_
UENP5P.C.C. | 090
20
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m Segundo ensaio acampo ™ Ensaio em laborat6rio

P.C.C.: Populacéo coletada a campo

P.C.L.: Populagdo criada em laboratério
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A principal redugdo na porcentagem de mortalidade est4 associada ao isolado IBCB-n
46, 0 que pode ser justificado pelas condi¢des ideais de umidade que o laboratério oferece, e

que sao essenciais para que o isolado possa infectar o inseto hospedeiro.

Também Leite et al. (2012) ao avaliarem a eficiéncia de isolados de NEPs contra
Sphenophorus levis e Leucothyreus sp. em cana-de-agUcar destacam em sua metodologia que
as aplicacdes deveriam ser realizadas no maximo trés dias apds uma chuva para que o solo

forneca as condicGes propicias para atuacdo dos NEPs.

Os insetos coletados do campo muitas vezes ja estdo sofrendo ataques por outros agentes
patoldgicos de ocorréncia natural podendo fazer com que o inseto esteja com o sistema imune
em alerta, isso pode ter tornado o inseto tolerante aos NEPs. Ao NEP penetrar em um
hospedeiro ndo susceptivel isso pode ser fatal pois o sistema imunoldgico do inseto age contra
0 nematoide e a bactéria (DOWDS; PETERS, 2002; FUGA et al., 2012).

O isolado UENP 05 no segundo ensaio em campo, embora tenha sofrido menor variacao
menor do controle em laboratério quando comparado ao controle a campo, também foi
influenciado pelas condicdes adversas, isso demonstra que outros isolados podem sofrer quedas
de viruléncia devido a condicdes desfavoraveis, por se tratar de um isolado proveniente regido

possivelmente mais adaptado ao clima local conferindo resiliéncia.

Para comprovar a eficacia dos NEPs como agentes de controle biol6gico contra o E.
heros, cabe estudar uma melhor forma de se aplicar e utilizar o isolado para o controle em
campo. Leite et al., (2002) (2005) em condigdes de laboratdrio utilizando os isolados:
Heterorhabditis sp. (IBCB-n 5), Steinernema sp. (IBCB-n 6) e Heterorhabditis sp. (CCA)
causou a mortalidade da Mahanarva fimbriolata (Fabr.) (Hemiptera: Cercopidae) em 100%,
98% e 96%, respectivamente. J& em condic¢Ges de campo com mesmo isolado Leite et al., (2005)
utilizando a dosagem de 6,6 x107 JI/ha promoveu um controle de até 70% da populacio de
cigarrinha das pastagens.

Também Alves et al. (2009a) observaram que em condic¢Ges de laboratorio obtiveram
até 100% de mortalidade do inseto Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera:
Pseudococcidae), mas ao levar o trabalho para casa de vegetagcdo e campo, a porcentagem de
controle caiu para 70% (Alves et al.,2009b).
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A maior tolerancia aos NEPs das populagdes de E. heros coletadas em campo devem
ser estudadas, pois se utilizar em trabalhos futuros apenas populacéo de insetos criados em

laboratdrio os dados podem sofre interferéncias nos valores apresentados.

O ensaio em campo elucidou alguns entraves para o controle eficaz do percevejo-
marrom, como a umidade do solo é crucial para efetividade do parasita e no meio ambiente néo
se pode controlar esta variavel, talvez seja mais propicio atrair o inseto até um local onde o
nematoide esteja convenientemente abrigado em condicdes ideais e ndo tentar aplica-lo sobre
0 E. heros, mais trabalhos devem ser desenvolvidos alterando sua forma de aplicacdo para
encontrar uma forma mais adequada de utilizar estes agentes do controle bioldgico de elevado

potencial.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados testados apresentaram patogenicidade contra o percevejo E. heros, e
os isolados de NEPs com maior potencial de controle foram IBCB-n 46, NEPET 11 e IBCB-n
40.

A Azadiractina embora reduza a viabilidade do isolado IBCB-n 46 ndo acrescenta ou

reduz a viruléncia do mesmo em larvas de G. mellonella e adultos de E. heros.

A populacéo de E. heros coletadas em campo possui propenséao de estar parasitada por
outros agentes de controle biol6gico.

Em condi¢cbes de campo os isolados IBCB-n 46 e UENP 05 apresentam 0 mesmo

desempenho de controle contra adultos de E. heros.

O controle a campo ndo foi satisfatorio, sendo a umidade do solo um provavel limitante
para sua eficacia de controle, requerendo mais estudos para obter a melhor forma de utilizac&o

dos isolados para manejo do percevejo-marrom.
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