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RESUMO

Nematoides entomopatogénicos, nativos, Steinernema glaseri (Steiner, 1929) e Heterorhabditis
indica Poinar, Karunakar & David, 1992 (IBCB-n5) foram avaliados quanto ao potencial parasitico,
contra ovos e larvas de Migdolus fryanus, em laboratério. Ovos do vesperideo foram expostos a
Juvenis Infectivos (JI) de H. indica (60 e 600 JI/ovo). Em cada tratamento usou-se 3 repetices, com
5ovos. Ndoocorreu diferencasignificativaentre os tratamentos. Porém, constatou-se a penetracgéo
do nematdide e reducgdo da viabilidade dos ovos infectados. Avaliou-se também, S. glaserie H.
indica (600 JI/larva) contra larvas recém eclodidas de M. fryanus. Os tratamentos tiveram 4
repeticdes, cada uma com 5 larvas. S. glaseri causou 100% de mortalidade e H. indica H. Indica80%,
diferindo significativamente da testemunha. Finalmente, observou-se o efeito de S. glaserie H.
indica em 2 dosagens (400 e 800 JI/Inseto) contra larvas em final de desenvolvimento. Foram
considerados 5 tratamentos com 7 repeticBes, cada uma com 3 larvas. Neste caso, ndo ocorreu
diferenca significativa entre as dosagens dos nematoides, porém, H. indica nas suas 2 dosagens,
mostrou-se mais patogénico que a testemunhae do S. glaseri, proporcionando uma mortalidade
larval de 76,43 e 71,57%, respectivamente. Os resultados demonstraram que esses nematoides tém
potencial para serem pesquisados como agente de controle bioldgico de M. fryanus em cultivos
de cana-de-agUcar, no Estado de Sao Paulo, Brasil.
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ABSTRACT

PATHOGENICITY OF ENTOMOPATOGENIC NEMATODES TO EGGS AND LARVAE OF
MIGDOLUS FRYANUS (WESTWOOD, 1863) (COLEOPTERA: VESPERIDAE). The parasitic efficiency
of native entomopatogenic nematodes, Steinernema glaseri (Steiner, 1929) and Heterorhabditi indica
Poinar, Karunakar & David, 1992 (IBCB-n5) were evaluated against eggs and larvae of the Migdolus
fryanus (Westwood, 1863) under laboratory conditions. Eggs of the insect were exposed to
suspensions of Infective Juveniles (JI) of H. indica in 2 concentrations, 60 and 600 JI/egg. Three
treatments, each one with 3 replicates, with 5 eggs each, were conducted. The nematode did not
differ significantly from the control, but it penetrated the eggs and reduced its viability. S. glaseri
and H. indica (600J1/larva) were also evaluated against the newly hatched larvae of M. fryanus. Four
replicates per treatment were used, each one containing 5 larvae. In this case both nematodes
resulted in high mortality. S. glaseri caused 100% of mortality and H. indica 80%. There were no
significant differences between the nematodes.S. glaseriand H. indica in 2 concentrations (400 and
800 JI/larva) against the last stage of the M. fryanus larvae were also evaluated. Seven replicates
per treatment were used, each one with 3 larvae. No significant differences between the
concentrations for both nematodes were detected. However, H. indicawas more efficient causing
significanthigher mortality among larvae (76.43and 71.57%, respectively), in the two concentrations.
H. indicaand S. glaserishowed to be pathogenic to eggs and larvae of M. fryanus. These nematodes
seem to have high potential as agents for the control of M. fryanus in sugarcane fields, in S&o Paulo
state, Brazil.
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INTRODUGAO

Nematodides entomopatogénicos tém sido relatados
como organismos eficientes para o controle de diversas
pragas de solo (KLeiN, 1990; SHarro-lLan et al., 2002).
Segundo VAN DRiEscHE & BeLLows JUNICR, (1996) mais de
30familias desses organismossao relatadas como asso-
ciadas a insetos. Dentre elas, Steinernematidae e
Heterorhabtidae tém sido as mais estudadas. Embora
nematdides dessas duas familias estejam disponiveis
em escalas comerciais, obtidos através de producgdo
massal em diferentesmeiosde cultura, e utilizados para
controlar pragas de plantas de alto valoreconémico,em
diversos paises Georcls 1992; Georcis & MANWEILER,
1994, G Lazer& L Ewis, 2000; S Tock, 2001), no Brasil, ainda
néo tém sido explorados e a diversidade de espécie é
praticamente desconhecida.

De acordo com Wassink & PoiNnar (1984) cerca de
100 espécies de insetos pertencentes a 11 ordens, na
Ameérica latina, sdo susceptiveis a Sterneinema feltia
(Fiuirsev, 1934). Na Australia Steinernema glaseri
(Steiner, 1929) tem sido investigado para controlar
larvas de insetos que ocorrem no solo, na cultura de
cana-de-agucar, (HitcHcock 1983). Na Flérida, USA,
Sosa, JuNiorR & HaLL (1989), em estudo de campo,
constataram que S. glaseri foi mais efetivo que S. feltia
para o controle de Ligyrus subtropicus (Blatchley),
escarabeideo da cultura da cana-de-agUcar. Esses
autores atribuiram o melhor desempenho deS. glaseri
a sua maior capacidade migratéria no solo.

No Brasil, Pizanoet al. (1985) observaram S. glaseri
parasitando ovos de Migdolus fryanus (Westwood,
1863)em culturade cana-de-agucar, no Estado de Sdo
Paulo. Em umensaio de campo visando o controle de
M. fryanus, ArriconE et al. (1986) estudaram duas
racas exoticas de S. carpocapsea (Weiser, 1955), mas
n&o obtiveram resultados satisfatorios.

Segundo MacHapo et al. (2003) os produtores de
cana-de-agucar adotam umsistemade manejo paraM.
fryanus que envolve trés tipos de controle: cultural,
quimico e comportamental, e levam em consideragdo
para a integracdo dos métodos o fato de ser &rea de
renovacgao com histdrico da praga ou canasoca ataca-
dapeloinseto. Osinconvenientes paraaadogao deste
sistemade manejo estdo nos custoscomarenovacgdo do
canavial, com os inseticidas e com o feromonio. Além
disso, no Brasil, tem crescido as preocupagdes com as
questbesambientais e surgido a perspectivado cultivo
organicodaculturadecana-de-agUcar. Issotemlevado
os produtores a procurarem métodos alternativos de
controle daspragasdacana-de-agUcar que sejamsegu-
ros, eficientes e econdmicos, gerando grandes oportu-
nidadesparaaimplementacéo de pesquisascomagen-
tes de controle biolégico.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
patogenicidade de espécies nativas de Steinernema

glaseri e Heterorhabditis indica Poinar, KarunakarR &
Davip (1992) a ovos, larvas recém-eclodidas e larvas
em fase final de desenvolvimento de M. fryanus, sob
condic¢Oes de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laborato-
rio de Controle Bioldgico, do Centro Experimental
Central do Instituto Biolégico, Campinas, SP, em sa-
las climatizadas, com temperatura de 26° C + 2° C,
umidade relativa de 70% + 10% e fotofase de 12h. O
nematoide S. glaserifoi obtido juntoao CCA/UFSCAR,
Araras, SP. J4H. indica (IBCB-n5) foi coletado emsolo
do Municipio de Itapetininga, SP, por meio de arma-
dilhas contendo solo (Frascos de tamanho 15 cm de
alturapor8cmdediametro),onde foram colocadas 10
larvas de Galleria mellonella (Linnaeu, 1758), confor-
me método descrito por Beobine & AkHURsT, (1975).
Apobs a extracdo do nematdide das larvas de G.
mellonella, o mesmo foi levado as cria¢des de
nematodides entomopatogénicos no Laboratério de
ControleBiolégico, do Instituto Biolégico, Campinas,
SP, onde foram multiplicados "in vivo". Para o expe-
rimento, S. glaseri e H. indica foi criado “in vitro” em
meio de cultura abase de proteinaanimal, através do
sistema de esponja (Beoping, 1984), sendo utilizados
imediatamente apos a producéo.

Patologia de H. indica em ovos de M. fryanus

Neste estudo determinou-se a patogenicidade deH.
indicaaovos de M. fryanus. Fémeasdocoledpteroforam
coletadasem campo de cultivo de cana-de-agUcar, nos
Municipios de Promisséo, SP, e Teodoro Sampaio, SP,
sendoposteriormente, conduzidasao laboratério para
aobtencgdo dos ovos. As oviposicdes foram realizadas
em baldes de plasticos (20 L) contendo solo, e 0s ovos
utilizadoseram de 1 a3 diasap0dsaoviposi¢ao. Foram
considerados 3 tratamentos, 0 nematoide nas dosa-
gensde 60 e 600 Juvenis Infectivos (JI)/ovo e atestemu-
nha. Todoscom 3 repeti¢des, sendo cadaumaformada
por5ovosdoinseto, osquaisforamacondicionadosem
potes de pléasticos (tamanho 3cmde alturapor9cmde
diametro) contendosolo. Aaplicacdo do nematoide foi
realizada sobre o solo com auxilio de uma pipeta. A
avaliacéo foi realizada com base na viabilidade dos
ovos, 25 dias apos a infecgéo.

Nematdides entomopatogénicos contra larvas
recém-eclodidas de M. fryanus

Neste caso o efeito patogénico de H. indica e S.
glaseri (600 JI/larva) em larvas recém eclodidas de M.
fryanus foi avaliado. As larvas foram obtidas de parte
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das oviposi¢des das fémeas, sendo acondicionadas
em frascos de vidros (tamanho 15 cm de altura por 8
de didmetro) contendo solo. Em cada frasco foi colo-
cado um pedago de colmo de cana-de-agucar, de
aproximadamente 5 cm de comprimento, para sua
alimentacdo. Os nematdides, em uma suspensdo aquosa
de 2mL, foram aplicados sobre o solo, com auxilio de
uma pipeta. O experimento constou de 3 tratamentos
formados pelos 2 nematdides e a testemunha, cada
um com 4 repetic¢des, contendo 5 larvas do inseto. A
avaliacdo foi realizada 15 dias ap6s a infecgédo, com
base na mortalidade de larvas.

Nematdides entomopatogénicos contra larvas
de M. fryanus em fase final de desenvolvimento

A eficiéncia de H. indica e S. glaseri contra larvas
de M. fryanusem fase final do desenvolvimento (tama-
nho 3a4cmde comprimento) foi avaliada. As larvas
foram coletadas em campos de cultivo de cana-de-
acucar, no Municipio de Teodoro Sampaio, SP, e
posteriormente, no laboratorio, foram colocadas sob
asmesmas condi¢cdes mencionadas no estudo acima.

Foram considerados 5tratamentos: os nematoides
H.indicaeS. glaseriem duas dosagens diferentes (400
e 800 JI/larva) e a testemunha. Cada tratamento foi
formado por 7 repeti¢des contendo 3 larvas do inseto.
Os nematdides, em suspensdo aquosade 2 mL, foram
aplicados sobre o solo, com auxilio de uma pipetae a
avaliacaofoiprocedidal5diasapésainfestacdo,com
base na mortalidade das larvas.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram transformados em arco
sen Ox/100, sendo posteriormente, submetidos aana-
lisedevariancia(Teste F) easmédiascomparadas pelo
teste de Tukey (P < 0,05); nos estudos de ovos e larvas
recém-eclodidas e de Duncan (P <0,05) no estudo com
as larvas em fase final do desenvolvimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora o nematéide H.indica, nas duas dosagens,
proporcionou percentuaisdeinviabilidadesdosovos
de 53,33% e 60%, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (F = 4,00; P = 0,07), Tabela 1.

Na Figura 1 observa-se a aglomeragéo dos JI de H.
indica na regido polar do ovo de M. fryanus. HERNANDEZ
(1991) aorealizarumestudo comparativo de ovos de 20
espéciesde Cerambycidae, pertencentea6 subfamilias,
na Peninsula Ibérica, com auxilio de microscopias
Optica, demonstrou que a regido polar apresenta
porosidade, as aer6pilas, que possuem tamanho e
formato diferente entre as espécies, e que estdo relaci-
onadascomastrocas gasosas (O,eCO,)entreoembriéo
eomeioexterno. Nematdidesentomopatogénicos pos-
suem papilas quimioreceptoras, na regido cefalica,
especializadas em identificar CO, liberado pelo hospe-
deiro (GaucLeret al., 1980; Birp & Birp, 1986; IsHiBASHI &
Konobo, 1990). Por essas aerdpilas deve ter ocorrido a
penetracdo dos nematoides.

Com auxilio de microscopio éptico (60X) foi pos-
sivel observar a presenca de JI no interior do ovo.
Entretanto, ndo foi constatada a reproducdo delas
nesta fase de desenvolvimento do inseto.

Tabela 1 - Mortalidade de Migdolus fryanus na fase de ovo
causada por Juvenis Infectivos (JI) de Heterorhabditis indica
em duas dosagens (temperaturade 26° C +2° C, umidade
relativa de 70% + 10% e fotofase de 12h).

Tratamento Mortalidade (%)* MC (%)?
Testemunha 26,66 + 13,33 _
60 J1/0vo 53,33+ 6,66 36
600 JI/ovo 60,00 + 11,54 45

tMédias dacolunanao diferiramsignificativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2MC = Mortalidade corrigida pela formula de Henperson
& TiLton (1955).

Fig. 1 - Juvenis infectivos de Heterorhahditis indica na regido das aerdpilas do ovo de Migdolus fryanus.
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Tabela 2 - Mortalidade de larvas recém-eclodidadas de Migdolus fryanus causada por Heterorhabditis indica e Steinernema
glaseri (temperatura de 26° C + 2° C, umidade relativa de 70% + 10% e fotofase de 12h).

Tratamentos Dosagem Mortalidade (%)* MC (%)?
Testemunha _ 30,00 + 10,00a _
Heterorhabditis indica 600J1/larva 80,00 £ 8,10b 72
Steinernema glaseri 600JI/larva 100,00 + 0,00b 100

tMédiasseguidas pelamesma letranacoluna, ndo diferemsignificativamente pelo teste de Tukey a5% de probabilidade.
2MC = Mortalidade corrigida pela férmula de Henperson & TiLton (1955).

Tabela 3 - Mortalidade de larvas (Tamanho: 3 a4 cm) de Migdolus fryanus causada por Heterorhabditis indica e Steinernema
glaseriem duas dosagens (temperatura de 26° C + 2° C, umidade relativa de 70% + 10% e fotofase de 12h).

Tratamentos Dosagem
Testemunha _
Steinernema glaseri 400J1/larva
Steinernema glaseri 800JI/larva
Heterorhabditis indica 400J1/larva
Heterorhabditis indica 800JI/larva

Mortalidade (%)* MC (%)?
23,57+ 6,08a _
47,86 + 12,35ab 32
47,71+ 9,99ab 32
76,57 £ 6,08c 69
71,57+ 8,71bc 63

Médiasseguidas pelamesmaletranacoluna, ndodiferemsignificativamente peloteste de Duncan a5%de probabilidade.
2MC = Mortalidade corrigida pela formula de Henperson & TiLton (1955).

Fig. 2 — A) Larva sadia de Migdolus fryanus; B) Larva
infectada por Heterorhabditis indica.

A ocorréncia de S. glaseri parasitando ovos de M.
fryanus foi relatada por Pizano et al. (1985). Friza-se
que S. glaseri possue o dobro do tamanho de H. indica
que foi estudado (1.130 mX 528 m respectivamente)
(Apaws et al., 2002).

Na Tabela 2 encontra-se o resultado do segundo
estudo. Observa-se que S. glaseri parasitou 100% das
larvas e H. Indica 80%, diferindo significativamente
datestemunha (F = 16,71; P = 0,001). Ja entre os dois
nematéides ndo ocorreu diferenca significativa (P =
0,29).

Na pesquisa com as larvas em final de desenvol-
vimento (Tabela 3), H. indica, nas duas dosagens
estudadas, manteve a mesma capacidade parasitica
apresentada para as larvas recém-eclodidas. J& para

S. glaseri ocorreu reducédo no parasitismo nas duas
dosagens. N&o ocorreu diferenca significativa entre
as dosagens avaliadas, tanto paraS. glaseri (F =5,63;
P =0,079) como paraH. indica (F=5,63; P =0,085).

Comparando os dois nematéides no que se refere
ao potencial patogénico verifica-se que H. indica dife-
renciou significativamente de S. glaseri e da testemu-
nha (P = 0,002) proporcionando mortalidade de
76,43%, (400 JI/larva) e 71,57% (800 JI/larva).

Na figura 2 visualiza-se uma larva sadia de M.
fryanus (A) e uma infectada (B) por H. indica confir-
mando a atuacdo do nematdide. Para o género
Heterorhabditis, € possivel essadiferenciacdodevidoa
bactéria simbionte com o nematéide pertencer ao
género Photorhabdus que produz biolumenescéncia,
manifestando uma coloragao avermelhada do cada-
ver do inseto. Steinernema tem a¢gdo mutualistica com
bactérias do género Xenorhabidus a qual ndo apresen-
taesse comportamento (Boemore, 2002). Tanto S.glaseri
como H. indica reproduziram no interior das larvas.

Esses estudos evidenciam que S. glaseri eH. indica
parasitam diferentes fases do desenvolvimento de M.
fryanus, tornando-os promissores para uso no contro-
le do inseto em nivel de campo. Ressalta-se ainda, a
possibilidade desses nematdides parasitarem outras
pragas da cultura da cana-de-agUcar. Epizootias de
Heterorhahditis sp. em populac@es de escarabeideos,
na cultura da cana de aglcar, na Australia, foram
registradas por AkHursT et al. (1992). No Brasil, em
ensaios de laboratério, MacHaboet al. (2002) e LAINETTI
etal. (2003)documentaramasuscetibilidadedelarvas
de besouros escarabeideos que ocorrem em cana-de-
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acucar, aH. indica e S glaseri. Leire et al. (2003) regis-
traram o potencial desses agentes para o controle de
Marhanarva fimbriolata, cigarrinha da raiz da cana-
de-acUcar, que ocorre no Estado de S&o Paulo. Dessa
forma, o uso de nematdides entomopatogénicos para
o controle de M. fryanus, pode resultar no controle
simulténeo de outras pragas de solo, da cultura de
cana-de-agucar.
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