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(Hufnagel, 1767) (Lepidoptera: Noctuidae) e testes com nematoides
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RESUMO

A lagarta-rosca, Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga de
importancia econémica em varias culturas, inclusive milho (Zea mays) podendo
chegar a perda potencial de 20%. A auséncia de informacdes sobre seu
impacto em milho motivou a comparacao de sua biologia, nas fases larval e
pupal com dieta artificial e natural (folha de milho). Nematoides
entomopatogénicos (NEPs) apresentam juntamente com bactérias uma
associagao simbionte que consegue controlar insetos. Os juvenis infectivos de
nematoides dos géneros Steinernema e Heterorhabditis buscam seus
hospedeiros no solo e, quando os encontram, penetram em suas aberturas
naturais ou perfuram sua cuticula matando o inseto em até 48 horas. Em
laboratério, lagartas foram individualizadas e alimentadas com dieta artificial e
folha de milho diariamente, para avaliar os parametros biol6gicos de duragéo e
viabilidade dos instares larvais, duracdo total e individual de cada instar larval e
pupa, razdo sexual, deformacdo, massa de lagartas e pupas, consumo e
utilizacdo do alimento. Foi feito também a sele¢cdo em laboratério de isolados
de NEPs utilizando nove isolados, sendo eles: Heterorhabditis amazonensis
(RSCO05); Heterorhabditis indica (IBCB-n05); H. sp. (JPM4), H. sp. (IBCB-n40);
H. sp. (NEPET 11); H. sp. (IBCB-n44); H. sp. (Alho); Steinernema carpocapsae
(IBCB-n02) e S. sp. (CH3). Também foi realizado teste com diferentes estagios
nas fases larvais e pupa, teste de diferentes concentracdes (0 — testemunha,
50 Jls/cm?, 100 JIs/cm?, 150 Jis/cm? e 200 JIs/cm?) de NEPs e produgdo in
vivo em lagartas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) com isolados
IBCB-n02, IBCB-n05 e Alho, onde no teste de selecado e concentracao foram
utilizados lagartas de 3° instar de A. ipsilon e teste em casa de vegetacao. Na
biologia de vida, as lagartas que foram alimentadas com folha de milho tiveram
uma maior duracédo larval e maior deformidade em pupas e adultos, e as
lagartas alimentadas com dieta artificial tiveram maior viabilidade de lagartas e
pupas e menor duracdo larval, lagartas alimentadas com dieta artificial
ingeriram mais alimento, produziram mais fezes, tiveram maior ganho de peso
e metabolizaram mais alimento. Na sele¢cdo somente o isolado NEPET 11 néo
alcangou mortalidade eficiente (10%), o que diferiu do restante que foi superior
a 80%, chegando a 100% com o isolado CH3. No teste com diferentes estagios
nas fases larvais e fase de pupa nenhum isolado alcangou maior mortalidade
quando comparadas com lagartas do 3° instar, nas diferentes concentragdes
de NEPs, o isolado Alho alcangou 10% de mortalidade para a concentracao de
50 Jls/cm? e o isolado IBCB-n05 alcancou 100% de mortalidade na
concentracdo de 200 Jls/cm?. No teste de producdo in vivo o isolado Alho
apresentou a maior producao que foi de 112.138 Jls/lagarta de G. mellonella.
Na casa de vegetacéo o isolado IBCB-n02 causou maior mortalidade diferindo
da testemunha. Os resultados observados neste trabalho mostram que
diferentes isolados de NEPs possuem infectividade eficiente em laboratério



(maior que 80%) para a utilizacdo em programas de controle biol6gico de A.
ipsilon.

Palavras-chave: Lagarta-rosca. Milho. Controle microbiano. Noctuidae
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Heterorhabditidae) aiming at your control. Dissertacdo de Mestrado em
Agronomia — Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, 2014.

ABSTRACT

The black-cutworm , Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest of
economic importance in many cultures, including corn (Zea mays) reaching the
potential loss of 20%, the lack of information about its impact on corn motivated
a comparison of their biology, in the larval and pupal stages with artificial and
natural diet (corn leaf). Entomopathogenic nematodes (NEPs) present along
with one bacterial symbiont association that manages to control insects. The
infective juvenile nematodes of the genera Steinernema and Heterorhabditis
Heterorhabditis seek their hosts in the soil and, when they find them in their
natural openings penetrate or pierce their cuticle killing the insect within 48
hours. In the laboratory, larvae were individually and fed with artificial diet and
corn leaf daily to assess the biological parameters of duration and viability of
larval instars, and total duration of each individual instar larval and pupal sex
ratio, deformation, mass of caterpillars and pupae, consumption and utilization
of food. Was also made in the selection of isolates of NEPs laboratory using
nine isolates, namely: Heterorhabditis amazonensis (RSCO05); Heterorhabditis
indica (IBCB-n05); H. sp. (JPM4), H. sp. (IBCB-n40); H. sp. (NEPET 11); H. sp.
(IBCB-n44); H. sp. (Alho); Steinernema carpocapsae (IBCB-n02) and S. sp.
(CHB). Test was also performed with different stages in the larval and fupal
stages, various concentrations of test (0 — witness, 50 Jls/cm?, 100 Jls/cm?, 150
JIs/cm? and 200 Jls/cm?) of NEPs and in vivo production in Galleria mellonella
L. caterpillars (Lepidoptera: Pyralidae) with isolated IBCB-n02, IBCB-n05 and
Alho, where the concentration of selection test and 3° instar larvae of A. ipsilon
and test at home a greenhouse were used. The biology of life, the caterpillars
that were fed corn leaf had higher larval duration and greater deformity in adults
and pupae, and larvae fed on artificial diet had greater viability of larvae and
pupae and shorter larval duration, caterpillars fed with diet artificial ate more
food, produced more feces, gained more weight and metabolized more food. In
selecting only isolated NEPET 11 did not reach efficient mortality (10%), which
differed from the rest that was above 80% to 100% with the isolated CH3. In the
test with different stages in the larval stage and pupal stage no single reached
higher mortality when compared with the 3° instar larvae in different
concentrations of NEPs, isolated Alho reached 10% mortality for the
concentration of 50 Jls/cm? and isolated IBCB-n05 reached 100% mortality at a
concentration of 200 JIs/cm?. In production test in vivo isolated Alho showed the
highest production was 112 138 IJs / larva of G. mellonella. In-house-vegetation
isolated IBCB-n02 caused higher mortality differed from the control. The results
of this study show that different isolates NEPs have infectivity in the laboratory
efficient (greater than 80%) for use in biological control programs for A. ipsilon.

Key-words: Black cutworm. Corn. Microbial control. Noctuidae

11



Lista de Tabelas

Tabela 2.1 Ingredientes para a dieta de Agrotis ipsilon de acordo com
metodologia adaptada de Greene et al. (1976)........ccuueeieiiiiiiiiiiieieeee e 24

Tabela 2.2 Duracéo (T) e Porcentagem de Mortalidade (Mort.) dos diferentes
instares de lagartas (n = nimero observado) de Agrotis ipsilon alimentadas
com folha de milho e dieta artificial. Cornélio Procopio - PR, 2014................... 31

Tabela 2.3 Médias da duracéo (dias £ EP) das fases de lagarta, pupa e do
estagio de pré-pupa; percentual (%) de adultos (AD) e pupas (PD) deformadas;
e razao sexual (total de fémeas/machos + fémeas) de Agrotis ipsilon
alimentada com folha de milho e dieta artificial (adaptada de Greene et al.,
1976). Cornélio Procdpio - PR, 2014 ... 33

Tabela 2.4 Médias em gramas (xtEP) dos parametros: peso do alimento
ingerido durante o periodo de alimentagédo (l); peso das fezes produzidas
durante o periodo de alimentacao (F); ganho de peso pelas lagartas durante o
periodo de alimentacdo (B); alimento assimilado durante o periodo de
alimentacao (lI-F); alimento metabolizado durante o periodo de alimentacao (M);
massa de lagarta (ML); e massa de pupa (MP) de Agrotis ipsilon alimentadas
com folha de milho e dieta artificial em condicées de laboratério. Cornélio
Proclpio — PR, 2014 ... 35

Tabela 2.5 indices de conversdo alimentar de Agrotis ipsilon, alimentada com
dieta natural (folha de milho) e dieta artificial em condicbes de laboratério.
Temperatura de 25°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 14h. Cornélio Procépio -
e T SR 37

Tabela 3.1 Lista dos isolados (géneros/espécies) e local de origem dos
nematoides utilizados para a selecdo quanto a patogenicidade sobre Agrotis
ipsilon em condigOes de 1ab0ratOrio. .........ouiiiieiie i 43

Tabela 3.2 Porcentagem de mortalidade de diferentes instares de Agrotis
ipsilon ap6s a aplicagcdao dos isolados IBCB-n05, Alho e IBCB-n02 na
concentragdo de 100JIs/cm? em condicdes de laboratério. Temperatura de
2522°C, UR de 70+10 e fotofase de 12 horas.......cccoeceuvvviiieiieiiiiiieeee e 49

Tabela 3.3 Numero médio (tEP) de nematoides dos isolados Steinernema
carpocapse, Alho e Heterorhabditis indica produzidos por lagarta de G.
mellonella em laboratério. Cornélio Procépio, PR —2014........cciiiiiiiiiiieeen. 53

iv



Lista de Figuras

Figura 2.1 Potes plasticos contendo lagartas de Agrotis ipsilon e dieta artificial
para alimentacdo das lagartas (A), placa de Petri com dieta artificial e lagarta
individualizada (B), gaiola de adultos em tubos de pvc de 25cm de altura e
150mm de largura com recipiente contendo mel a 10% para alimentagéo dos
adultos (C) e interior da gaiola de adultos mostrando voil utilizado para
[0}V ToTo 1= oz T I {0 TSP 25

Figura 3.1 A - Pote plastico contendo vermiculita, dieta artificial e uma lagarta
de Agrotis ipsilon; B - Potes plasticos utilizados para a montagem do ensaio
com as diferentes concentracdes de cada isolado de nematoide..................... 45

Figura 3.2 Porcentagem de mortalidade total de lagartas de Agrotis ipsilon
causada por diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos em
diferentes dosagens (JIs/cm?), em condicdes de laboratério (T= 25 + 12, UR 90
1 10% € fotofase de 12 NOIas)......ceeeeeiiiiiii i 51

Figura 3.3 Producdo total diaria de Juvenis Infectivos (JIs) de nematoides
entomopatogénicos durante o periodo total de produgdo em lagartas de
Galleria MEHONEIIA.....................cooiie e 53

Figura 3.4 Porcentagem média de mortalidade de lagartas de terceiro instar de
Agrotis ipsilon com os diferentes isolados IBCB-n02, IBCB-n05, Alho e
Testemunha (adgua) por tratamento, em condicoes de casa de vegetacao.
Cornélio Procdpio, PR — 2014.......oeeeeeeeeee et 55



Sumario

RESUMOL....... ettt e e et e e e e e et e e e e e e anneeeeeeenneeeeeaanneneeeans [
1Y = 2o ) 2 72X O SO ii
LiSta dE tADEIAS .....uvieiiiiiiiiiiiie e iv
LiSta de fIQUIAS ..ot Vv
INTRODUGAO GERAL...........oovieeeeeeeeeeeeeeeeee et st n et n e aenenens 3
L0 Y o I 0 110 1 S 5
1. REVISAO DE LITERATURA ......ooererererereressesse s e e sesesesssssssnssssssssesssssanes 5
1.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO .....c.cooviececccccceeereeeeeeees 5
1.2 Agrotis ipsilon — UMA PRAGA POLIFAGA ........cooeeeceeeeeeeereeereeeeens 6
1.3 Agrotis ipsilon - BIOLOGIA ... 8
1.4 CONTROLE DE AGrotis ipSilOn............cccccuueeeeiieaiaaaiiieeeeeee e 11
1.4.1 CONTROLE QUIMICO .....ooieieeeceeceeceeeeee e 14
1.4.2 CONTROLE ALTERNATIVO ..o 11
1.4.2.1 RESISTENCIA DE PLANTAS ............. ERRO! INDICADOR NAO
DEFINIDO.
1.4.2.2 PARASITOIDES E PREDADORES........ccoiiieeieeeeee 12
1.5 NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS .....cocvoveececeeceeeeeeerereeenens 15
1.6 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO............. Erro! Indicador nao definido.
CAPITULOO2..........ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, Erro! Indicador nao definido.

ASPECTOS BIOLOGICOS DE AGRoTIs IpsiLON (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) ALIMENTADAS COM DIETA ARTIFICIAL E FOLHAS DE

IMILHO ...ttt et ee e ee e, 19
2.1 INTRODUGAO ..ottt en e en e 21
2 2METODOLOGIA ... 22

2.2.1 CRIAGCAO DE AGROTIS IPSILON EM LABORATORIO............. 22
2.2.2. ASPECTOS BIOLOGICOS DE AGROTIS IPSILON EM
DIFERENTES DIETAS ..o, 24
2.2.3 PARAMETROS BIOLOGICOS.......ccveeeceeeeeeeeeeeee e 27
2.2.4. ESTUDO DO CONSUMO E UTILIZACAO DO ALIMENTO........ 28
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...t e, 30
2.3.1. ASpectos biolOQICOS .....cuuiiiiieie e 30



2.3.2.Estudo do Consumo e utilizacdo do alimento de Agrotis ipsilon em

Lo I11=10=) a1 (= o =) €= TR 33
2.4. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO............ Erro! Indicador nao definido.
(07 1Y o I 1LV ] 10 2 SRR 37

PATOGENICIDADE DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS SOBRE
AGROTIS IPSILON (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM CONDICOES DE

LABORATORIO E CASA DE VEGETAGAO ... oo, 38
<R | V=10 5100V JTu 40
3.2 METODOLOGIA ..o eeee s e eseeeeesenens 41

3.2.1 Criacao de Galleria mellonella e Multiplicagdo dos Isolados de
Nematoides entomopatogéniCos ........couuiiiiiiiiiiiii e 41
3.2.2 Selecao de Isolados de Nematoides Entomopatogénicos para
AGIOtS IPSIHON ... 42
3.2.3 Teste com diferentes estagios larvais de Agrotis ipsilon............ 43
3.2.4 Efeito de diferentes concentragcdes de nematoides

entomopatogénicos sobre lagartas de Agrotis ipsilon ......................... 44
3.2.5 Producao in vivo dos isolados IBCB -n02, IBCB-n05 e ALHO .... 45
3.2.6 Testes em casa de vegetagao ........vvevuvieiieiiiiiieeeeeeee e 46
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ........ooiviveieeieeeeeciee e 47

3.3.1 Selecao de Isolados de Nematoides Entomopatogénicos para
AGIOtS IPSIHON ... 47
3.3.2 Teste com diferentes estagios nas fases larvais de Agrotis ipsilon
€ TASE 0B PUPA e 47
3.3.3 Efeito de diferentes concentracdes de nematoides
entomopatogénicos sobre lagartas de Agrotis ipsilon ......................... 49

3.3.4. Producéo in vivo dos isolados em lagartas de Galleria mellonella

.......................................................................................................... 51
3.3.5. CASA DE VEGETAGAO .......ciiiieeeeeeeeeeeee e 53

3.4 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO............. Erro! Indicador nao definido.
4. CONCLUSOES GERAIS ..o 56



1. INTRODUGCAO GERAL

A lagarta-rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767) (Lepidoptera:
Noctuidae), é um inseto polifago (ataca mais de 15 familias botanicas),
possivelmente nativo da América do Norte, porém com relato de ocorréncia em
cinco continentes e mais de 19 paises ao redor do mundo (Rings et al., 1975;
Capinera, 2006). Ja foi identificada ocasionando danos em mais de 30
espécies de plantas cultivadas, com destaque em algodao, amendoim, batata,
feijao, milho, soja, fumo, abdbora, meldo, melancia, tomate, couve e repolho
(Silva et al., 1968; Link e Pedrolo, 1987; Gallo et al., 2002).

Os danos séo causados pelas lagartas, que do primeiro ao terceiro instar
raspam o tecido das folhas jovens e, a partir do quarto instar, seccionam rente
ao solo as plantulas recém-emergidas (com até 10cm de altura), ocasionando a
morte destas (Gallo et al., 2002). As lagartas de Agrotis ipsilon possuem habito
alimentar noturno, ficando durante o dia refugiadas no solo e a noite sobem nas
plantas para alimentarem-se. A lagarta-rosca, em geral, € encontrada em
lugares Umidos e apresenta grande capacidade de multiplicacao, pois a fémea
pode colocar aproximadamente mil ovos durante seu ciclo. As posturas
geralmente séo feitas no solo ou nas folhas mais altas, que logo servirdo de
alimento as lagartas recém-eclodidas (Santos e Nakano, 1982).

Os danos observados podem ser quantificados pela diminuicdo do
“stand” e pelo perfilhamento das plantas atacadas, que rebrotam de maneira
improdutiva. Quando os ataques ocorrem na cultura do milho (Zea mays L.),
podem ocasionar danos consideraveis, pois 0 uso de semente hibrida pode
representar 1/4 do custo de uma lavoura (Richetti, 2012).

E uma praga de dificil controle devido ao seu habito alimentar ser
noturno e também pelo fato de refugiar-se no solo ao longo do dia. Entre as
técnicas mais utilizadas, destaca-se o controle através de aplicagbes de
inseticidas quimicos, que embora registrados para as culturas, nem sempre
sao especificos para a lagarta e, portanto, podem nao alcancar resultados
satisfatorios. Além disso, 0 uso excessivo de produtos quimicos pode causar



sérios danos ao ambiente, como a poluicdo do solo e da agua, ou mesmo o
desequilibrio da comunidade de insetos ndo alvos (inimigos naturais).

Outro fator impactante no controle quimico da lagarta-rosca € o restrito
grupo de inseticidas registrados para uso nas culturas em que ocorre, 0 que
pode levar a indugao de resisténcia na populagcao de praga no campo devido a
pressao de selecao exagerada (Menezes et al., 2010).

Por outro lado, a sociedade tem criado uma demanda constante de
producdo eficiente de matérias primas utilizadas na industria, principalmente
alimenticia, e isso tem feito com que cada vez mais o uso de técnicas de cultivo
promissoras e econOmicas estejam presentes para a producao efetiva de
plantas. Assim, a busca por técnicas alternativas de manejo de pragas nos
meios de cultivo, utilizando métodos menos impactantes ao meio ambiente,
tem se tornado uma demanda ainda maior.

Neste sentido, o uso do Controle Biol6gico pode ser uma alternativa tao
eficiente quanto o controle quimico, com inUmeras vantagens no que se refere
a conservagao ambiental.

Entre os Inimigos Naturais que tem sido estudados para uso em
programas de manejo integrado de pragas, os Nematoides Entomopatogénicos
(NEPs) tem recebido destaque nos ultimos anos no Brasil € no mundo para o
controle de pragas que vivem no solo, ou que passam parte de sua vida neste
ambiente. Os NEPs ordem Rhabditida, vivem naturalmente no solo, o que
possibilita a sua eficiéncia para o controle de pragas que habitam o mesmo
ambiente ou, como no caso da lagarta-rosca, passam pelo menos uma fase do
seu ciclo no solo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos bioldgicos da
lagarta-rosca e a eficiéncia do uso de NEPs para o controle da lagarta-rosca
em condi¢cdes de laboratério e casa de vegetacao.



CAPITULO 01

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) é o terceiro cereal mais cultivado no mundo e,
devido a sua alta produtividade, figura como a cultura de maior rendimento
produtivo, com aproximadamente 844 milhdes de toneladas na safra
2009/2010. Sua principal importancia econémica é devido a utilizacdo na
industria de alimentacdo animal e humana, mas também com crescente
destaque na industria de alta tecnologia, como a producgédo de etanol (FAO,
2013).

Apesar do milho ser uma planta nativa das Américas, atualmente ele é
cultivado em todos os continentes, havendo destaque para paises como 0s
Estados Unidos da América, China e Brasil que, respectivamente, sao os trés
maiores produtores mundiais (FAO, 2013).

No Brasil, em 2012, foram produzidas 71.072.810 toneladas de milho em
gréo, com area colhida de 14.198.496 hectares (IBGE, 2013), sendo o estado
do Parana, o maior produtor da Federacao, onde foram colhidas 16.555.300
toneladas de milho na safra 2012 (considerando as safras de verao e inverno).
O Parang também se destaca como um dos maiores consumidores, sendo o
principal uso para a fabricagdo de ragao animal e, atualmente, é um dos
maiores exportadores entre os estados brasileiros (SEAB, 2013).

Entre os maiores problemas encontrados no setor produtivo do milho
estdo os de ordem fitossanitaria, com destaque para os causados por insetos-
praga. A cultura do milho sofre danos em todas as suas fases, desde o plantio
(com pragas que atacam as sementes antes da germinacao), até na fase de
amadurecimento dos graos na espiga. As principais pragas que podem ser
citadas sdo: a larva alfinete, Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:



Crysomelidae), a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e a da espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae). Porém, entre as pragas ocasionais ou secundarias
que danificam a cultura do milho, muitas outras espécies podem danificar de
maneira consideravel a cultura, observagdes no campo tem evidenciado a
lagarta-rosca, Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), como uma praga de
elevada importancia devido a dificuldade de controle por métodos
convencionais (controle quimico) e por danificar as plantulas no inicio

vegetativo destas.

1.2 Agrotis ipsilon — A lagarta-rosca

A lagarta-rosca € uma praga generalista, com uma grande gama de
hospedeiros, entre plantas nativas e exéticas, e que ataca culturas importantes
de diferentes familias, como Solanaceae, Cucurbitaceae, Cruciferae,
Asteraceae, Poaceae e Fabaceae (Link e Pedrolo, 1987).

Entre as solanaceas, a cultura da batata (Solanum tuberosum L.) sofre
danos causados pela lagarta-rosca, que cortam as plantas rente ao solo
causando grandes perdas, pois uma Unica lagarta pode destruir em torno de
quatro plantas com até 10 cm de altura. Em infesta¢cées muito severas o dano
pode ser de forma direta, pois a praga comeca a danificar os tubérculos no
interior do solo (Gallo et al.,, 2002). Ja na cultura de tomate (Solanum
lycopersicum L.) a lagarta-rosca tem pouca importancia econémica no sistema
de producgéo devido as altas dosagens e pela frequéncia de pulverizacdo com
inseticidas para o controle de outras pragas, mas em areas com auséncia de
controle quimico podem causar até 80% de danos aos frutos. Os danos de A.
ipsilon em tomate sdo facilmente distinguidos pela presenca de grandes
orificios nos frutos (Azeredo et al., 2002; EMBRAPA, 2013).

Em plantagbes de fumo (Nicotiana tabacum L.), a lagarta-rosca aparece
cortando plantulas ainda na fase inicial de desenvolvimento, havendo

recomendacdo das empresas fumageiras para que os fumicultores apliquem
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inseticidas no tratamento de sementeiras e mudas logo apds o transplante para
reduzir o ataque nesta fase critica (Chiaradia, 2007).

Na cultura do girassol (Helianthus annuus L.), as lagartas podem atacar
as raizes das plantas novas e cortar o caule proximo ao solo (Tonet et al.,
2000), com ocorréncia em 25% da area e chegando a perda potencial de 10%
(Salvadori et al., 2007).

Na cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.), foi observado na safra de
2006/2007 no estado de Sao Paulo uma reducao de 8,5% na area cultivada,
comparado a safra anterior, devido ao ataque de A. jpsilon que aparece com
frequéncia nestas lavouras, cortando as plantas ainda jovens e reduzindo o
stand das lavouras (Bento, 2007).

Em plantulas de soja [Glycine max (L.) Merrill] as lagartas de A. ipsilon
nos primeiros instares consomem o limbo foliar e o peciolo, sem cortar o caule,
e a partir do quarto instar a lagarta, além de cortar a haste de plantulas na
regiao do colo, pode secciona-la pouco abaixo da superficie do solo, causando
morte das plantas jovens enquanto que em plantas mais desenvolvidas o dano
é parcial, com morte apenas quando a lesao € grande (Tonet et al., 2000). Em
trabalho realizado por Bento (2007), no estado de Sao Paulo, durante a safra
2006/2007 a soja apresentou perda de 28% em relacdo a safra anterior e 0
principal causador desse dano foi a lagarta-rosca.

Além dessas culturas, existem relatos da ocorréncia da lagarta-rosca
atacando abobrinha, agrido, aipo, algodao, alho-pord, beterraba, cebola,
cenoura, chicoria, espinafre, morango, mostarda, nabo, pastagens, pepino,
pimenta, rabanete e salsa, demonstrando seu grande potencial polifago (Vieira,
2013).

As lagartas do género Agrotis causam prejuizos também em mudas de
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, podendo levar a perda de muitas mudas por
morte ou mesmo por deformacédo, além de proporcionar uma menor resisténcia
a doencas. Como as lagartas ocorrem durante todo o ano e seu pico
populacional coincide com os periodos de maior disponibilidade de mudas com
poucos dias de vida, uma Unica lagarta pode cortar dezenas de mudas em uma
noite, causando danos significativos na cultura, em fungao das inumeras falhas

que ficam na plantacao (Anjos et al., 1986; Zanuncio et al., 2001).



Na cultura do milho as lagartas dos primeiros instares comecam a
danificar o limbo das folhas e, quando atingem o terceiro e quarto instares, ja
podem perfurar a base do colmo, provocando sintomas de estrias nas folhas
das plantas e de “coracdo morto”. O sintoma de dano mais comum é o
aparecimento de plantulas cortadas na base do colmo, quando as plantulas
recém germinaram. Quando a planta atinge os 40 cm fica totalmente
improdutiva, com sucessiva morte. Os prejuizos podem chegar a 7% tanto por
“coragdo morto”, diminui¢gdo da produtividade, ou perfilhamento, sendo esse em
menor parte (Gallo et al.,, 2002; Nakano, 2011). De acordo com Salvadori
(2007) a lagarta-rosca pode atacar 27% das areas plantadas com milho no
estado de Rio Grande do Sul, com uma perda potencial de 20%. Para o estado
do Parana no entanto, ndo existem dados sobre porcentagens de dano.

De maneira geral, quando a populagdo de lagarta-rosca de maior
tamanho é muito alta (proveniente de plantas hospedeiras circunvizinhas a
plantacdo) e os danos sdao maiores, podem levar a perdas significativas.
Segundo Souza (2005), esta situagdo € mais comum em sistemas de plantio
direto, quando as lagartas ficam abrigadas na palhada das plantas usadas
como cobertura, sendo as culturas de milho, soja e trigo comumente as mais

atacadas.

1.3 Agrotis ipsilon - BIOLOGIA

Agrotis ipsilon é um inseto de habito noturno, cujas lagartas durante o
dia permanecem enroladas no formato de uma “rosca” (motivo do nome
popular) enterradas no solo, tornando muito dificil sua visualizagdo em campo,
e também aumentando a dificuldade para o seu controle (Bento et al., 2007).

Sua origem ainda é incerta, porém sao encontradas em varias regides
do planeta, estando ausente apenas em areas muito frias e algumas regides
tropicais. As mariposas apresentam um padrdo migratério para o norte do
globo na primavera e para o sul no outono, podendo se deslocar na faixa de
1000 km em até quatro dias (Capinera, 2006).



Os insetos adultos de A. jpsilon sdo mariposas com envergadura média
de asa de aproximadamente 35 mm, sendo estas de coloragdo marrom e
manchas pretas. Os adultos apresentam dimorfismo sexual, pois as fémeas
tem as asas escuras da base até a faixa pds-mediana, e o restante mais claro,
enquanto que os machos possuem asas de coloragcao mais uniforme (Cook et
al., 2003).

As fémeas pdem ovos isolados de coloracdo branca, dos quais apos
aproximadamente quatro dias eclodem as lagartas, que possuem variagao de
coloracao de cinza claro a escuro.

De acordo com estudos realizados por Bento et al. (2007), em dieta
artificial e temperatura de 26+1°C, a duracao da fase embrionaria de A. ipsilon
tem média de quatro dias, poendo chegar a seis dias, com aproximadamente
81% de viabilidade. O ovo no inicio tem coloragdo branca e com o passar do
tempo tende a escurecer tornando-se marrom. O ovo tem altura variando de
0,43 a 0,50 mm e de largura 0,51 a 0,58, apresentam nervuras que irradiam do
apice (Capinera, 2006).

A fase de desenvolvimento larval de A. ipsilon dura em torno de 25 dias
com temperatura de 26+1°C, 93% de viabilidade e apresentam seis instares
normalmente (Link e Pedrolo, 1987; Bento et al., 2007), podendo variar de
cinco a nove instares conforme o alimento e ambiente (Capinera, 2006).

A largura da capsula cefalica da lagarta nos primeiros quatro instares &
bem semelhante e, posteriormente, observa-se com mais facilidade a diferenca
de tamanhos da muda. Essa largura pode variar de 0,26 mm para o primeiro
instar a 4,1 mm para o oitavo instar (Capinera, 2006).

O tamanho da lagarta-rosca varia de 3,5 mm no primeiro instar até 45
mm no sexto instar, sendo o desenvolvimento larval fortemente influenciado
pela temperatura, que € étima em torno de 27° C, e por teores de umidade
mais alta no alimento como no ambiente (Schmidt e Reese, 1988). Apresentam
coloragao uniforme, variando de cinza, marrom a quase preto, e apresentam
granulos escuros na maior parte do corpo, que geralmente sdo mais claros
ventralmente que dorsalmente. As lagartas sdo agressivas em ambientes
reduzidos, apresentando habito canibal a partir do terceiro instar (Capinera,
2006).



A fase pupal ocorre no solo, com profundidade variando de 3 a 12cm e
duracdo variando conforme temperatura, mas em média de 12 dias em
condicbes de laboratério, com aproximadamente 96% de viabilidade.
Normalmente ocorre variagdo nas massas das pupas de fémeas e machos,
apresentando em meédia 484 mg e 387 mg, respectivamente (Link e Pedrolo,
1987; Capinera, 2006; Bento et al., 2007).

O periodo de pré-oviposicao do adulto dura até 10 dias, realizando suas
posturas isoladas em folhas de plantas hospedeiras, mas também ovipositam
em material seco, como palhada, e raramente no solo (Capinera, 2006).

A duragcdo do ciclo total (ovo-adulto) varia muito conforme a dieta
empregada as lagartas, sendo de 41 dias quando criada em dieta artificial e
ambiente controlado, com razao sexual de 1:1. As longevidades de machos e
fémeas de A. ipsilon sao semelhantes, durando em média 13 dias para ambos
0s sexos, com variagao de 10 a 17 dias (Bento et al., 2007).

As posturas sao realizadas durante toda a fase adulta, com uma média
de 1.806,5 ovos/fémea em dieta artificial em laboratorio, 0 que indica que a
populacado de A. ipsilon pode aumentar em média 616 vezes a cada geracao,
com o apice de taxa maxima do aumento populacional alcancada no 50° dia,
quando cruzam-se o0s valores maximos de fertilidade especifica e taxa de
sobrevivéncia (Bento et al., 2007).

Existem dados que mostram que a espécie pode hibernar na fase larval
em regides de clima temperado, como por exemplo, na regido norte-central dos
Estados Unidos, onde foi observado que lagartas que passaram os meses de
inverno na fase de lagarta entraram em hibernacéao. Porém, originaram adultos
com baixa fertilidade de ovos, com somente 14% dos ovos viaveis, e que este
percentual tende a diminuir conforme o aumento do tempo de hibernacéo
(Story e Keaster, 1982).
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1.4 CONTROLE DE Agrotis ipsilon

1.4.1 Resisténcia de plantas

Todas as plantas possuem meios quimicos e fisicos para resistir a
herbivoria, que geralmente € especifica devido a coevolugdo entre planta-
herbivoro. Por isso € comum espécies herbivoras associarem-se a um
pequeno grupo de plantas (geralmente dentro de um género ou familia).
Entretanto, espécies polifagas evoluiram para contornar tais dificuldades
quimicas, associando-se com outros organismos simbiontes, que se
responsabilizam em degradar os compostos quimicos das plantas que podem
ser toxicos para o individuo herbivoro (Lara, 1991; Gatehouse, 2002).

Entre os diversos meios que as plantas possuem para resistir ao ataque
de insetos herbivoros, destacam-se os que atuam por meio de toleréncia
(capacidade de tolerar o ataque de algum inseto), antibiose (efeito adverso da
planta sobre o inseto) e ndo preferéncia (tanto para alimentacdo, oviposicao
e/ou abrigo dos insetos). Essas resisténcias podem ser causadas por acoes
fisicas, quimicas, morfoldgicas, estruturais entre outras, que também podem
ser influenciadas por fatores da planta, do inseto e ambientais (Lara, 1991;
Gatehouse, 2002). Nao existe programa de melhoramento de milho para o
controle de A. ipsilon, porém recomenda-se a antecipagdo do controle das
plantas daninhas em areas de plantio direto, pela hipdtese de diminuir a
reproducdo da populacdo remanescente no campo que, por ser polifaga,
alimenta-se de plantas que nascem na resteva da cultura antecessora (Viana et
al., 2013).

Lagartas de A. ipsilon sdo submetidas a uma ampla variedade de
aleloquimicos por serem polifagas, logo alguns compostos aleloquimicos
podem exercer efeitos crénicos no crescimento, diminuindo assim a ingestao
de alimentos, o que pode alterar o crescimento até a fase de pupa. Entre esses
aleloquimicos, foi estudado o p-benzoquinona, que isolado e ofertado em dieta
artificial inibe o crescimento pela reducao da ingestdo de alimentos (Reese e
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Beck, 1976). Concluindo que p-benzoquinona pode alterar o equilibrio de
enzimas digestivas importantes ou proteinas da membrana das

microvilosidades do intestino médio.

1.4.2. Parasitoides e predadores

N&o existe programa para controle biolégico da lagarta-rosca no campo,
porém sabe-se que o percentual de parasitismo natural pode oscilar entre 10 e
20% (Gallo et al., 2002). Em trabalho realizado no Rio Grande do Sul, lagartas
coletadas no campo apresentavam-se parasitadas por larvas de Patelloa similis
(Townsend, 1927), Gonia pallens (Wiedemann, 1830) e G. crassicornis
(Fabricius, 1794) (Diptera:Tachinidae); Ophion sp. e Carinodes sp.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) e Apanteles bourquini (Blanchard, 1936)
(Hymenoptera, Braconidae); sendo este dultimo o principal parasitoide
observado da lagarta-rosca neste estudo (Link e Costa 1984).

Em trabalhos sobre flutuacdo de inimigos naturais em areas de milho é
comum observar a grande distribuicao de predadores generalistas, como Doru
luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae), Chrysoperla sp.
(Neuroptera: Chrysopidae), Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera:
Pentatomidae) e Calosoma sp. (Coleoptera: Carabidae). Estes predadores
podem atuar no controle de ovos e lagartas de diferentes instares de A. ipsilon
no campo, necessitando de maiores estudos para descrever a importancia

destes agentes no equilibrio da praga (Link e Costa, 1984).

1.4.3 Controle microbiano

No que se refere ao controle microbiano, trabalhos utilizando bactérias,
virus e nematoides entomopatogénicos foram realizados com relativo sucesso
em condi¢des de laboratério.
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Entre as alternativas para o manejo de A. ijpsilon com o controle
microbiano, estd o uso de produtos formulados a base de Bacillus thuringiensis
(Bt), que € uma bactéria da familia Bacillaceae, caracterizada pela producéo de
cristais proteicos que se tornam nocivos quando ingeridos pelas lagartas
(Schnepf et al., 1998). Esses cristais de Bt contém proteinas chamadas
proteinas Cry, que apresentam uma ampla diversidade de membros, com mais
de 400 populacdes (Menezes et al., 2010). A atividade téxica dessas proteinas
contra insetos possibilita 0 desenvolvimento de bioinseticidas, como também
na selecdo de genes utilizados na producdo de plantas transgénicas
resistentes a insetos (Menezes et al., 2010). O modo de acao das proteinas
Cry acontece apds a ingestdo, quando as proteinas sado solubilizadas no
interior dos insetos, devido ao pH alcalino intestinal destes (Charles et al.,
2000) e que sao ativadas por proteinases intestinais. Apds ser ativada, a
proteina reconhece e se liga aos receptores de membrana levando o inseto a
paralisia e morte por inanicao e septicemia (Silva-Werneck e Monnerat, 2001).

Menezes et al. (2010) testaram 100 diferentes sorotipos de Bacillus
thuringiensis, dos quais somente seis conseguiram atingir 100% de mortalidade
para lagartas de segundo instar de A. ipsilon. Apesar de mostrar resultados
promissores em laboratério, Kullik et al. (2011) avaliaram a campo uma cultivar
de milho hibrido da estirpe Bt Cry 1F e observaram que sob alta infestacao de
A. ipsilon, a tecnologia nao inibiu o desenvolvimento larval da praga, causando
danos consideraveis em duas areas de milho cultivadas no Canada.

Também produtos a base de Baculovirus, especialmente
nucleopoliedrovirus, parecem promissores como bioinseticidas para a lagarta-
rosca, em funcdo da sua especificidade da acgao, alta viruléncia e capacidade
de replicar ao maximo, em producado massal (Moscardi, 1999).

Prater et al. (2006) avaliaram o isolado do nucleopoliedrovirus,
AgipMNPV, amplificado de lagartas infectadas naturalmente em campos de
golfe, do estado de Kentucky, regido sudeste dos Estados Unidos. Em
condicbes de laboratério, AgipMNPV se mostrou altamente ativo contra os
primeiros estagios da lagarta-rosca. Em estadios mais avangados doses
maiores foram necessarias e, mesmo assim, as lagartas continuaram a

alimentacao durante varios dias até consumir uma dose letal.
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Outra alternativa para o controle microbiano que vem sendo testado no
controle de A. ipsilon é o uso de nematoides entomopatogénicos (NEPs). Estes
agentes possuem uma relacao de simbiose com bactérias, que sdo abrigadas
em seu intestino durante a fase que o nematoide nao se alimenta, e que séo
liberadas no interior do inseto parasitado e matam o hospedeiro em até 48
horas (Clarke, 2008).

Entre as vantagens apresentadas por este grupo de entomopatégenos,
deve-se considerar o baixo custo de producao e a possibilidade de agéo sobre
pragas que possuem pelo menos uma fase do seu ciclo de vida no solo,
podendo ultrapassar 90% de eficiéncia. Tais destaques tem aumentado nos
ultimos 15 anos o numero de estudos desenvolvidos com estes agentes,
resultando na descoberta de novas espécies das quais, muitas ja estédo
disponibilizadas como produtos comerciais (Ebssa e Koppenhdfer, 2012).

1.4.4 Controle Quimico

O controle quimico da lagarta-rosca € o mais utilizado nas culturas onde
o0 inseto é considerado praga, porém possui baixa eficiéncia devido aos habitos
noturnos e subterrdneos, que a tornam uma praga de dificil controle. A
escassez de dados sobre sua biologia no campo, comportamento e interacées
com os hospedeiros e meio ambiente também dificultam o controle. Durante a
noite, quando sobem para alimentar-se nas plantas hospedeiras, o uso de
maquinas pulverizadores ndo € recomendado, havendo a indicagdo para o
tratamento de sementes com inseticidas sistémicos do grupo dos
neonicotindides (Souza, 2005).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento existem
produtos registrados que podem ser usados no controle da lagarta-rosca,
principalmente produtos dos grupos dos piretréides e organofosforados, que
sao inseticidas quimicos altamente toxicos e pouco seletivos para insetos uteis
(AGROFIT, 2013). Trabalhos sobre controle quimico de lagarta-rosca,
principalmente no campo, sdo escassos, 0 que diminui a possibilidade de uma
recomendacgdo detalhada quantos aos aspectos mais eficazes do controle da
praga.
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1.5 NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a ordem Rhabditida,
na qual estdo incluidas as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae. A
familia Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema Travassos, 1927 e
Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994, enquanto a familia Heterorhabditidae
possui apenas o género Heterorhabditis Poinar, 1976.

Os NEPs tem origem provavel na era pré-Paleozoica, com cerca de 375
milhées de anos (Poinar, 1983), sendo que o género Heterorhabditis surgiu a
partir de um ancestral marinho e o género Steinernema tinha provavelmente
um ancestral terrestre (Poinar, 1983). Estudos filogenéticos baseados em
sequéncias de genes ribossémicos confirmaram que Steinernema e
Heterorhabditis ndao possuem um ancestral comum (Elsworth et al., 2011).

Em relacao a distribuicao geografica, os dois géneros sao cosmopolitas
encontrados em solos de diferentes biomas do mundo, como Neotropical,
Neoartico, Paleoartico, Etiope, Oriental e Australiano (Lawrence et al., 2006).

No que se refere a associacao com insetos, apenas algumas espécies
conseguem provocar a morte de seus hospedeiros, e entre estes, os que
conseguem parasitar insetos e sdo utilizados com éxito no controle biolégico
estdo nos géneros Steinernema e Heterorhabditis. Tal sucesso se deve ao fato
destes nematoides serem portadores de bactérias simbibnticas que sao
agentes auxiliares responsaveis pela morte do hospedeiro (Gaugler e Kaya,
1990).

Essas bactérias entomopatogénicas sao dos géneros Xenorhabdus
Thomas & Poinar, 1979 e Photorhabdus Boemare, Louis & Kuhl, 1983, com
associacdo nas espécies dos géneros Steinernema e Heterorhabditis,
respectivamente. A relagdo simbidtica entre bactéria e nematoide tem papel
importante, pois a bactéria auxilia a matar o inseto e proporciona um ambiente
favoravel para o nematoide se alimentar do cadaver do inseto em questéo,
reproduzindo-se com éxito. O nematdide por sua vez, garante abrigo e
dispersao da bactéria, transportando-a de um hospedeiro para outro (Clarke,
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2008). As bactérias do género Photorhabdus apresentam sintese de estilbenos,
que sdao moléculas normalmente sintetizadas por plantas, e que possuem acao
antibiotica (Willians et al., 2005), antiinflamatéria (Kim et al., 2008), antitumorais
(Cao et al.,, 2008) e também neuroprotetores (Orhan et al., 2008). Estas
substancias, mantém o cadaver do hospedeiro livre de bactérias e de outros
organismos saprofiticos e propicia a reproducao e multiplicacdo do nematéide
no interior do inseto morto.

Ao serem introduzidas no interior da hemocele do inseto pelo nematoide,
as células bacterianas s&o liberadas na hemolinfa, onde excretam as toxinas
que matam o inseto por toxidez e septicemia em um periodo de 24 a 48 horas,
multiplicando-se até o patamar maximo que o volume do hospedeiro permite. O
nematoide por sua vez, digere as substancias do inseto ja decomposto, além
de se alimentar das proprias bactérias que se multiplicaram (Forst e Clarke,
2002; Voss et al., 2009).

Os nematoides entomopatogénicos apresentam quatro estagios larvais
(juvenis), uma fase adulta e a fase de ovo. O ciclo de vida come¢a quando
juvenis de terceiro estagio (J3), também chamados infectantes (JIs), saem do
hospedeiro morto, em busca de um novo hospedeiro. Na fase de J3, os juvenis
possuem duas cuticulas (do segundo e terceiro estagios), de maneira que seus
orificios como boca e anus estao fechados, impedindo-os de alimentar-se, mas
por outro lado, garantindo maior protecdo contra a dessecagcdo, 0 que
possibilita a sobrevivéncia fora de um hospedeiro. Os J3 carregam células das
bactérias em uma vesicula localizada na regidao anterior do intestino, e ao
penetrar no corpo de um novo hospedeiro através de suas aberturas naturais
(boca, anus, espiraculos ou pela parede corpérea em alguns casos), migram
para a hemocele, onde perdem a cuticula extra e defecam, liberando as
bactérias simbiénticas (Poinar, 1966), que pode levar cerca de 30 minutos no
caso de infeccoes por Heterorhabditis e cerca de 6 horas apés a infeccao por
Steinernema (Li et al., 2009).

No ciclo do género Steinernema os juvenis infectantes se tornam adultos
apos penetrar no hospedeiro, originam machos e fémeas que copulam,
reiniciando o ciclo dentro do cadaver. Os juvenis do estadio um (J1) também
irdo se alimentar do hospedeiro cadaver e continuar o ciclo até os recursos

alimentares se esgotarem. Este é o indicativo para os juvenis infectantes (J3)

16



migrarem para fora do inseto a procura de outro hospedeiro, recomecando o
ciclo (Almenara et al., 2012).

No ciclo de Heterorhabditis os adultos de primeira geragdo dao origem
apenas a formas hermafroditas, tendo esse género de nematoide mais sucesso
quando penetram em um inseto, pois mesmo com a penetracdo de um unico
individuo JI ocorre a multiplicagdo dos nematoides. Outra vantagem
apresentada pelo género Heterorhabditis € que estes ndo precisam penetrar
apenas por orificios naturais dos insetos, pois possuem uma estrutura
chamada dente corneo que os permitem perfurar a cuticula do inseto (Forst e
Clarke, 2002).

Diversos insetos podem ser usados para a multiplicacdo de NEPs, porém
0 mais usado nos laboratérios de patologia de insetos séo as lagartas de traca-
dos-favos, Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), por
sua ampla suscetibilidade aos NEPs e alta multiplicacao de Jls. Uma lagarta de
G. mellonella pode sustentar a producdo de mais de 10.000 Jls, podendo
ultrapassar 100.000 Jis (Voss et al., 2009).

Nematoides entomopatogénicos sdo agentes de controle seletivos, pois
possuem uma pequena faixa de hospedeiros para cada espécie, ndo causando
mortalidade em outros seres, sendo necessaria a escolha do nematoide
especifico para o controle de uma determinada praga, pois em alguns casos,
eles podem até causar patogenicidade, mas sem haver reproducéo efetiva. A
literatura apresenta exemplos de espécies de nematoides com alta
especificidade parasitaria por hospedeiros, como por exemplo, Steinernema
kushidai (Mamiya, 1988), S. scarabaei (Koppenhdfer e Fuzy, 2004) e
Neosteinernema longicurvicauda (Nguyen, 1994). De acordo com Nguyen e
Smart (1994), N. longicurvicauda foi encontrado parasitando naturalmente uma
espécie de cupim na Flérida, Estados Unidos, sendo este, seu unico
hospedeiro.

Assim, €& possivel que alguns isolados encontrados, e ainda nao
descobertos, tenham caracteristicas de alta especificidade (Acevedo et al.,
2005). Outras espécies, no entanto, podem ser menos especificas, mas de
maneira geral, estdo restritas a ocorréncia em hospedeiros que vivem no solo,
garantindo a seguranga de inimigos naturais como predadores e parasitoides

que vivem abrigados em partes aéreas das culturas.
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Outra caracteristica interessante dos nematoides entomopatogénicos é
que estes também apresentam uma estratégia de busca pelo hospedeiro
através de sua movimentagdo, sendo assim classificados como “ambusher”
quando promovem movimentagdo propria chamada de nictacdo, deixando a
parte anterior do nematoide livre para esperar a passagem do hospedeiro num
tipo de emboscada e os “cruiser’ que nao esperam o hospedeiro passar,
buscando-o ativamente no solo, deslocando-se até localiza-los. Também
podem existir nematoides de tipo intermediarios, que apresentam os dois
comportamentos, como o0 caso da espécie S. arenarium (Grewal et al., 1994
apud Dolinski e Moino Jr. 2006).

De acordo com Almenara et al. (2012) juvenis infectivos (JIs) de
Heterorhabditis em geral, tem comportamento do tipo “cruiser’, procurando
sempre por insetos hospedeiros, e em Jls do género Steinernema é comum o
comportamento de emboscada (“ambusher”), porém, podem existir excecoes
em ambos 0S grupos.

No Brasil existem trabalhos com o uso de NEPs controlando insetos-praga
de diferentes culturas, principalmente os que tém uma de suas fases no solo.
Alguns estudos, ja tem resultados avancados, como em trabalhos de Silva
(2011), sobre a cigarra-da-raiz do cafeeiro, Quesada gigas (Olivier, 1790)
(Hemiptera: Cicadidae); Leite et al. (2002) com cigarrinha-das-raizes em cana-
de-acucar, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae); Bellini
(2011) em broca-da-cana-de-agucar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1974)
(Lepidoptera: Crambidae); Giometti (2009) com a broca-do-rizoma-da-cana-de-
acucar, Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae); para
cochonilha-da-raiz-do-cafeiro Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera:
Pseudococcidae) Alves et al. (2009b) e para a cochonilha-da-raiz-da-mandioca
Dysmicoccus sp. (dados ndo publicados de Alves, V.S.), indicando o alto

potencial destes agentes no controle de insetos das mais variadas ordens.
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2. ARTIGO A. ASPECTOS BIOLOGICOS DE Agrotis ipsilon
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ALIMENTADAS COM DIETAS
ARTIFICIAL E NATURAL (FOLHAS DE MILHO)

RESUMO

Foram avaliadas duas diferentes dietas, para o desenvolvimento das
lagartas de Agrotis ipsilon em laboratério: dieta natural (folha de milho) e
dieta artificial modificada de Greene et al. (1976). As dietas foram fornecidas
para as lagartas que foram individualizadas e alimentadas com dieta artificial e
folha de milho diariamente, para avaliar os parametros biolégicos de duragéo e
viabilidade dos instares larvais, duracao total e individual de cada instar larval e
pupa, razao sexual, deformacdo, massa de lagartas e pupas, consumo e
utilizacdo do alimento. As lagartas que foram alimentadas com folha de milho
tiveram uma maior duragéo larval e maior deformidade em pupas e adultos, e
as lagartas alimentadas com dieta artificial tiveram maior viabilidade de lagartas
e pupas e menor duracado larval, lagartas alimentadas com dieta artificial
ingeriram mais alimento, produziram mais fezes, tiveram maior ganho de peso

e metabolizaram mais alimento.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia, lagarta-rosca, nutricdo de insetos
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ABSTRACT

Natural diet (corn leaf) and modified artificial diet Greene: two
different diets on development of Agrotis ipsilon larvae was evaluated in the
laboratory Greene et al. (1976). The diets were fed to larvae that were
individualized and fed with artificial diet and corn leaf daily to assess the
biological parameters of duration and viability of larval instars, total and
individual duration of each instar larval and pupal sex ratio, deformation, weight
of larvae and pupae, consumption and utilization of food. The caterpillars that
were fed corn leaf had higher larval duration and greater deformity in adults and
pupae, and larvae fed on artificial diet had greater viability of larvae and pupae
and shorter larval duration, fed caterpillars with artificial diet ate more food,

produced more feces, gained more weight and metabolized more food.

Key-Words: Biology, black-cutworm, insect nutrition

20



2.1 INTRODUCAO

Agrotis ipsilon é uma praga polifaga, e por isso apresenta uma
grande importancia agricola pelos danos causados as plantas, com a
lagarta cortando as hastes rente ao solo, além da dificuldade de seu
controle (Link e Pedrolo, 1987).

A lagarta-rosca € um inseto de habito noturno, cujas lagartas durante o
dia permanecem enroladas no formato de uma “rosca” (motivo do nome
popular) enterradas no solo, tornando muito dificil sua visualizagdo em campo,
e também aumentando a dificuldade para o seu controle (Link e Pedrolo, 1987).

Na cultura do milho os danos comegam com a raspagem do limbo das
folnas até a seccao total da base do colmo quando as plantulas recém
germinaram, resultando em falhas na plantagédo (Nakano et al., 1981; Gallo et
al., 2002). Quando nao levam a planta a morte pela seccao total da haste, os
danos foliares causam perfilhamento e “coragcdo morto”, com prejuizos de até
7% (Nakano et al., 1981; Gallo et al., 2002). De acordo com Salvadori (2007) a
lagarta-rosca pode atacar 27% das areas plantadas com milho no estado do
Rio Grande do Sul, com uma perda potencial de 20%. Para o estado do
Parana, no entanto, ndo existem dados sobre porcentagens de dano.

A fisiologia, comportamento, ecologia e evolugcdo das espécies dos
insetos séo afetadas por fatores nutricionais, como a quantidade e
qualidade da alimentacdo durante a fase larval, pois tais fatores podem
influenciar a taxa de crescimento, o tempo de desenvolvimento, o peso do
corpo, a sobrevivéncia e influéncia na longevidade e fecundidade dos
adultos (Slansky-Jr e Scriber, 1985). Além disso, se a qualidade do
alimento interfere no ciclo de vida da praga, interfere também na
gquantidade de danos que a mesma vai causar, pois alimentos menos
nutritivos podem estender o ciclo, levando o inseto a comer mais e por mais
tempo, causando mais desfolhamento e, consequentemente, maior dano.

Dados referentes ao consumo de alimento de A. ipsilon e o efeito
desse consumo sobre seu ciclo de vida sdo bastante escassos. Diante da

auséncia de informacbes sobre o impacto desses insetos na cultura de
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milho, o presente trabalho objetivou a comparacado entre as fases larval e
pupal em dois alimentos, dieta artificial e dieta natural (folha de milho).

2.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia e Controle
Microbiano - LECOM e na casa de vegetagcdo da Unidade Centro da
Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Campus de Cornélio
Procépio, PR, (Latitude 23° 10’ 52” S, Longitude 50° 38 48” W e Altitude
676m).

2.2.1 Criacao de Agrotis ipsilon em Laboratério

Para inicio da criacdo do inseto praga, ovos de Agrotis ipsilon foram
adquiridos da empresa BUG - Agentes Bioldgicos sendo utilizada a
metodologia modificada de Avila e Milanez (2004), onde os ovos foram
mantidos em caixas de acrilico (tipo gerbox) forradas com papel umedecido e
contendo pequenos pedacos da dieta artificial, modificada de Greene et al.
(1976) (Tabela 2.1), estabelecida pela Fundacdo ABC de Castro — PR.
(Comunicacao pessoal).

Para o preparo da dieta artificial, o feijao foi cozido e transferido para o
liquidificador com a agua do cozimento e a &agua destilada para
homogeneizagdo. Acrescentou-se entdo,0 germe de trigo, a levedura, a
proteina de soja e a caseina. Nova homogeneizacao foi feita. Em uma panela o
Agar foi dissolvido em &gua e, entdo, acrescentou-se a mistura do
liquidificador. Esperou-se pela fervura e o posterior resfriamento a

aproximadamente 60°C para entdo incorporar ao meio a solug¢do vitaminica e
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os anticontaminantes (acido ascérbico, acido soérbico, nipagin, tetraciclina e
formol). Ap6s a mistura foi despejada em bandejas plasticas. Borrifou-se sobre
a dieta uma solucao de fungicida (Cercobin 700 WP, na dose de 70 g/100 L de
agua), as bandejas foram colocadas em cémara de fluxo laminar para
resfriamento e solidificacdo sob luz ultravioleta. Para melhor conservagao da
dieta, esta foi mantida em geladeira apds o completo resfriamento.

Tabela 2.1 Composi¢do da dieta modificada de Greene et al. (1976), usada
para criagao de Agrotis ipsilon.

Ingredientes Quantidade
Feijao carioca 1259
Germe de trigo 100g
Proteina de soja 659
Caseina 50¢g
Levedura de cerveja 62,49
Solucgéo vitaminica Vanderzant 15 mL
Ac. Ascorbico 69

Ac. Sérbico 39
Nipagin 59
Tetraciclina 0,259
Formol 40% 6,2 mL
Agar 409
Agua destilada 2.000 mL

As lagartas recém eclodidas foram mantidas em caixas acrilicas do tipo
gerbox contendo dieta, em cémara climatizada (27 +1°C, UR de 70£10 e
fotofase de 12 horas) até o terceiro instar, quando foram colocadas em potes
plasticos com capacidade de 10 litros, contendo pedacos de dieta artificial e
papel craft para diminuir a umidade, em numero de 20 lagartas por pote, onde
permaneceram até atingirem o quinto instar.

Ap6s o 5° instar, as lagartas foram individualizadas, devido o
comportamento canibal, em placas de Petri (9 cm de diametro), contendo dieta
artificial onde permaneceram até a fase de pupa. As pupas foram retiradas das
placas de Petri e transferidas para caixas tipo “gerbox”, com papel toalha
umedecido no fundo, onde esperou-se a emergéncia dos adultos. Os adultos
foram entdo transferidos para gaiolas de acasalamento confeccionadas com
tubo de PVC (25cm de altura x 15cm de largura, forradas com papel toalha nas
laterais e na base), em numero de 15 casais por gaiola. No interior e na parte
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superior das gaiolas colocou-se tecido tipo tule, quel era utilizado pelas fémeas
para oviposigdo. Na parte superior colocou-se papel filtro umedecido e um
recipiente contendo dieta para os adultos (mel 10% mais solugcédo vitaminica,
diluida em &agua).

Parte das lagartas (2°, 3% 4° 5° e 6° instares) foram usadas na
conducao dos ensaios, e parte foram mantidas para a continuidade da criagao.

Figura 2.1 Potes plasticos contendo lagartas de Agrotis ipsilon e dieta artificial
para alimentacdo das lagartas (A), placa de Petri com dieta artificial e lagarta
individualizada (B), gaiola de adultos em tubos de PVC de 25cm de altura e
15cm de largura com recipiente contendo mel a 10% para alimentagcao dos
adultos (C) e interior da gaiola de adultos mostrando voil utilizado para
oviposicao (D).

2.2.2. Aspectos Biologicos de Agrotis ipsilon em Diferentes Dietas

Para avaliacdo dos aspectos biolégicos de A. ipsilon, lagartas recém
eclodidas e mantidas em dieta artificial por quatro geragcdes (conforme
metodologia descrita no item 2.2.1), foram individualizadas em tubos de vidro
de fundo chato e separadas em dois grupos, com duas fontes distintas de
alimento: 100 tubos com dieta artificial adaptada de Greene et al. (1976) e 100
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tubos com folhas de milho do hibrido DKB 250 YG Dekalb, que foram usadas

como alimento natural.

2.2.2.1Tratamento com dieta artificial

Para o tratamento com dieta artificial, esta foi fracionada em cubos e
pesada em balanga analitica e inserida em tubos de vidro de fundo chato (2,5
cm de diametro x 8,5 cm de altura). Foram utilizadas 100 tubos de fundo chato,
totalizando 100 lagartas.

Depois de eclodidas, as lagartas foram passadas individualmente com
auxilio de pincel de pelo macio (Marta 0 — 308, Tigre®), os tubos que foram
fechados com papel filme transparente, para permitir a troca gasosa com o
ambiente. Paralelamente, outros dez tubos receberam apenas dieta (aliquota),
que foram mantidos de maneira idéntica ao tratamento com a intengcédo de
mensurar a perda de 4gua durante o desenvolvimento larval. Apds a
transformacao da lagarta em pupa a dieta que sobrou no tubo foi separada do
material restante (fezes e ecdises) e foi seca em estufa até que apresentasse

peso constante, juntamente com as aliquotas.

2.2.2.2 Tratamento com dieta natural

Para o tratamento com alimento natural utilizou-se folhas de milho da
cultivar hibrida DKB 250 YG Dekalb, com as sementes previamente tratadas
com fungicida Maxim XL (fludioxonil 2,5% + metalaxyl-M 0,1%). O milho foi
semeado em vasos de plastico com capacidade de oito litros (quatro
sementes/vaso) que continham uma mistura de solo (latossolo vermelho) +
substrato (Plantmax®) + vermiculita, na proporcao de 4:1:0,5, respectivamente,
totalizando 6 litros da mistura por vaso. Apdés a semeadura os vasos foram
mantidos em casa de vegetacdo, localizada na Unidade Centro da UENP,
Campus de Cornélio Procopio e foram irrigados diariamente com
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aproximadamente 500 mL de &gua/vaso. No momento da semeadura foi
adicionado 5 g de adubo comercial 5-10-20 (N-P-K), com suplementacéao de
nitrogénio (ureia) em duas aplicagdes, aos 15 e 30 dias apds a emergéncia das
plantas.

As folhas ofertadas as lagartas foram retiradas de plantas que estavam
com sete a dez folhas estendidas (estadio V7 a V10), sendo coletadas a partir
da 3° folha, lavadas com sulfato de cobre (0,65%) e 4gua destilada e deixadas
para secar sobre papel absorvente. Para alimentacao das lagartas foi usada a
parte mediana, descartando-se a nervura principal.

No tratamento com folhas de milho, foram utilizadas duas metodologias
de conducéo ao longo do experimento: inicialmente, devido ao alto percentual
de agua deste material, cuja perda pode se transformar em erro durante o
periodo inicial do desenvolvimento das lagartas em 1° e 22 instares (Crécomo e
Parra, 1985). As lagartas recém eclodidas foram agrupadas em 10 placas de
vidro de 12cm de diametro (dez lagartas/placa), totalizando 100 lagartas,
contendo papel filtro umedecido na parte inferior, para manter a turgescéncia
das folhas, e as folhas cortadas em retangulos. Diariamente as folhas ofertadas
eram pesadas e sua massa registrada como massa fresca. Paralelamente,
outras 20 repeticbes foram mantidas individualizadas em tubos de vidro de
fundo chato (2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura), sob as mesmas condigcbes
de alimentagcdo, para acompanhamento da duragdo dos estadios larvais
(descrito a seguir no item 2.2.3.1).

As lagartas permaneceram nas placas até a realizagdo da 32 ecdise,
quando foram individualizadas em tubos iguais aos utilizados com dieta
artificial, contendo papel filtro umedecido e alimento (retdngulo da folha) e
fechados com papel filme transparente.

Diariamente foi medida a massa da sobra das folhas e oferecido novo
alimento, previamente pesado (massa fresca). O material restante da excregao
da lagarta (fezes e exuvia) também foi coletado diariamente e transferido para
recipientes para a realizacdo da secagem em estufa (60°C), até massa

constante, medindo-se a massa deste material ao final do experimento.
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2.2.3 Parametros Bioldgicos

Foram avaliados os parametros biol6gicos: duracdo e viabilidade dos
instares larvais, duracao total da fase larval e pupa, razao sexual, porcentagem
de deformacdo em pupas e em adultos, massa das lagartas em maximo
desenvolvimento e massa das pupas (com 24h de idade).

2.2.3.1 Duracao dos instares larvais

Para avaliacdo dos instares larvais, foram selecionadas ao acaso 30
repeticdes (30 lagartas), por dieta ofertada, que foram acompanhadas durante
todo o seu desenvolvimento, anotando-se a data da troca de cada instar pela
presenca de ecdise e capsula cefalica.

Ambos os ensaios foram mantidos em camara climatizada controlada

com temperatura de 25°C+1, umidade relativa 70+10% e fotofase de 12 horas.

2.2.3.2 Duracao total e viabilidade das fases larval, pupal, deformacao em
pupas e adultos e razao sexual

A duracéo e a viabilidade das fases de lagarta e pupa foram feitas nas
200 lagartas das duas dietas ofertadas, através de observacbes diarias e,
quando as lagartas atingiram o dltimo instar, considerado maximo
desenvolvimento, foi feita a medicdo da massa das lagartas para cada dieta.

As pupas foram separadas por sexo de acordo com a metodologia de
Butt e Cantu (1962) e pesadas com 24h de idade. Foi também anotado o
namero de pupas que apresentavam algum tipo de deformacdo como
alongamento dos urémeros, falhas na quitinizacdo do 3° e 42 urémeros,

retencéo dos caracteres morfolégicos larvais e tumores na asa.
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Para os adultos, foram considerados deformados aqueles com asas
defeituosas e sem capacidade de se desprender da pupa (Ng et al., 1985).

2.2.4. Estudo do Consumo e Utilizacao do Alimento

Durante a conducdo do ensaio com as duas diferentes dietas, foram
avaliados também os seguintes parametros:
T = duragao do periodo de alimentacao (dias);
Af = peso do alimento fornecido ao inseto (g);
Ar = peso da sobra do alimento fornecido ao inseto (g), apds T;
F = peso das fezes produzidas (g) durante T;
B = ganho de peso pelas lagartas (g) durante T;
B = peso médio das lagartas (g) durante T;
| = peso do alimento ingerido (g) durante T;
| - F = alimento assimilado (g) durante T;
M = (I - F) - B = alimento metabolizado durante o periodo de alimentacao.
Em seguida, usando-se estes parametros, foram calculados os
seguintes indices:

- Taxa de consumo relativo (g/g/dia) - RCR = I/(B*T)

- Taxa de crescimento relativo (g/g/dia) - RGR = B/(B*T)

- Taxa metabdlica relativa (g/g/dia) - RMR = M/(B*T)

- Digestibilidade aproximada (%) - AD =[(I - F)/I] * 100

- Eficiéncia de conversao do alimento ingerido (%) - ECI = (B/1)*100

- Eficiéncia de conversao do alimento digerido (%) - ECD = [B/(I-F)]*100

- Custo metabdlico (%) - CM =100 - ECD

Onde:

- RCR - Taxa de consumo relativo, é representada pela quantidade de
alimento que a lagarta ingeriu por miligrama de peso corpéreo por dia;

- RGR - Taxa de crescimento relativo, serve para indicar o ganho da

biomassa pelo inseto em relagdo ao seu peso;
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- RMR — Taxa metabdlica relativa, indica a quantidade de alimento
gasto no metabolismo do inseto;

- AD - Digestibilidade aproximada, representa a porcentagem de
alimento que foi ingerido pelo inseto que € efetivamente assimilado pelas
paredes do intestino;

- ECI - Eficiéncia de conversdao do alimento ingerido, indica a
porcentagem de alimento que foi ingerido pelo inseto e transformado em
biomassa;

- ECD - Eficiéncia de conversdo do alimento digerido, representa a
porcentagem do alimento digerido que € convertido em biomassa pelo sistema
biolégico;

- CM — Custo metabdlico, indica a porcentagem de alimento que foi
metabolizado em energia e foi utilizado para manutencdo da vida.

O peso do maximo desenvolvimento foi realizado com 12 lagartas de
cada alimento, apds a pesagem estas foram mortas em freezer.

O peso inicial do inseto foi considerado zero, medindo apenas 0 peso
do inseto no final do periodo de alimentagcao (T) para determinagédo do ganho
de peso (B).

Para a determinacao dos indices de nutricao quantitativa da fase larval,
adotou-se a metodologia modificada por Scriber e Slansky Jr. (1981).

As aliquotas, a sobra das dietas e as fezes no final do experimento
foram secas em estufa (600 C) até peso constante, juntamente com as lagartas
que foram mortas no freezer.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
sendo cada lagarta considerada uma repeticdo. As variaveis: fezes produzidas,
alimento assimilado, alimento metabolizado, taxa metabdlica relativa, eficiéncia
de conversao do alimento digerido e custo metabdlico foram transformadas
para V (x + 0,5) e as médias foram comparadas pelo teste ‘T’. Para o calculo da
razdo sexual foi usado o teste do Chi quadrado (X?), com expectativa de 0,5

para machos e fémeas.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Aspectos Biologicos

2.3.1.1. instares larvais

Foi observada uma maior duracdo do ciclo larval e também um maior
namero de instares nas lagartas alimentadas com folhas de milho (ocorréncia
de até 9 instares), quando comparadas com as lagartas alimentadas com dieta
artificial (até 6 instares).

A mortalidade observada nas lagartas ao longo do periodo de
alimentagao foi similar nos quatro primeiros instares em ambas as dietas. No
entanto, a partir do 5° instar, houve diferenca entre as duas dietas: nos ultimos
instares das lagartas alimentadas com dieta artificial (5 e 6°) ndo houve
mortalidade, enquanto que para as lagartas alimentadas com folhas de milho a
mortalidade nos ultimos instares (52, 62, 79, 82 e 99) foi de até 16% (Tabela 2.2).
Em hip6tese, a mortalidade observada em lagartas, alimentadas com folhas de
milho, nos ultimos instares, mostra a baixa eficiéncia nutricional do alimento

ingerido.

Tabela 2.2 Duracdo meédia (T) e Porcentagem de Mortalidade (Mort.) dos
diferentes instares de lagartas (n = numero observado) de Agrotis ipsilon
alimentadas com folha de milho e dieta artificial adaptada de Greene et al. 1976
Cornélio Procépio - PR, 2014.

Instares

Alimento Parametros T 2 32 20 5 g 72 8 9  Tomwl

Milho T (dias) 39 26 33 34 39 45 85 84 12,3 50,8
(n=24) Mort. (%) 16,7 42 42 42 0 42 0 0 16,7 50,2

Dieta T (dias) 30 24 24 413 70 48 - - - 237
(n=28) Mort.(%) 143 36 0 36 0 0 - - - 215

Bento et al. (2007) desenvolvendo trabalho com A. ipsilon com dieta
artificial diferente da dieta utilizada nesse presente trabalho, e em condicbes
semelhantes de umidade e temperatura aos usados neste trabalho, obtiveram
100% das lagartas, alcangando o 6° instar, corroborando com os resultados
aqui observados.
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Em revisdo sobre a variagcdo no numero de instares de diferentes
espécies de insetos Esperk et al. (2007) observaram que para A. ipsilon o
aumento do numero de instares € desfavoravel para a espécie.

A questdo nutricional do alimento impera como o principal fator no
aumento do numero de instares para insetos de maneira geral, como também
em A. ipsilon (Scriber e Slansky, 1981; Santos e Shields, 1998). Dietas
artificiais apresentam elevado teor nutricional (carboidratos, lipidios e
proteinas), quando comparada com folhas de plantas (Whitman et al., 1994), o
que explica o maior numero de instares para as lagartas alimentadas com
folhas de milho, pois como o alimento € mais pobre nutricionalmente, o inseto
precisa comer uma maior quantidade, para alcancgar a fase adulta, e isso s6
possivel, com o prolongamento do ciclo.

Kidd e Orr (2001) desenvolveram trabalho com Pseudoplusia includens
(Lepidoptera: Noctuidae) que eram alimentadas com dieta artificial e depois
eram transferidas para dieta natural, e observaram que a alimentacdo com

dieta natural aumenta o tempo de desenvolvimento e 0 numero de ecdises.

2.3.1.2 Duracao total da fase larval e pupa, percentual de pupas e adultos
deformados e razao sexual

Nos aspectos bioldgicos avaliados em A. ipsilon alimentadas com duas
diferentes dietas (folhas de milho e dieta artificial) foi observada uma maior
duracao da fase de lagarta quando alimentadas com folhas de milho (36,89 *
0,62 dias), do que nas lagartas que receberam dieta artificial (19,73 + 0,14
dias) (Tabela 2.3). Para a fase de pupa nao houve contraste na duragao nos
diferentes alimentos ofertados, apresentando em média 11,43 e 12,70 dias
para milho e dieta artificial, respectivamente (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 Médias da duracao e viabilidade (dias + EP) das fases de lagarta,
pupa e do estagio de pré-pupa; percentual (%) de adultos (AD) e pupas (PD)
deformadas; e razdo sexual (total de fémeas/machos + fémeas) de Agrotis
ipsilon alimentada com folha de milho e dieta artificial (adaptada de Greene et
al., 1976). Cornélio Procépio - PR, 2014.

Dieta Lagarta Pré-Pupa Pupa PD+ Razao
Duragdo  Viab. Duragdo Viab. Duragéo Viab. AD  Sexual
(dias) (%) (dias) (%)  (dias) (%) (%)
Milho 36,89+0,62 53,9 1,33x0,09 91,7 11,43+0,30 455 18,2 0,37
(n=100)

Artificial 19,73+0,14 79,22 1,67+0,10 98,36 12,70+0,23 76,67 16,7 0,53
(n=100)

As viabilidades observadas para as fases de lagarta e pupa foram
menores nos insetos alimentados com folha de milho, quando comparados com
os alimentados com dieta artificial (Tabela 2.3). Em trabalho realizado no Egito,
Amin e Abdin (1997) avaliaram os aspectos biolégicos de A. ipsilon
alimentadas com nove diferentes plantas (quatro espécies cultivadas e cinco
daninhas) e concluiram que o milho é uma planta de preferéncia intermediaria
para esta espécie de praga, com mortalidades de 12,6% e 76% para as fases
de lagarta e pupa, respectivamente.

Quando o inseto praga se alimenta de uma dieta com baixa qualidade
nutricional, como a folha de milho (comparada a dieta artificial), o seu ciclo
larval € ampliado (Bavaresco et al., 2003). Em condi¢cbes de campo, isto pode
ter varias implicagdes, pois significa que um maior dano na cultura atacada ira
ocorrer (Lopes et al., 2008).

Hirai (1976) sugere que periodos larvais muito longos, refletem uma
alimentacdao inadequada, o que explica a diferenca de duragdo do periodo
larval quando comparamos o tempo do ciclo das lagartas alimentadas com
dieta natural (folhas de milho) com dieta artificial. Este fato também € discutido
por Nealis (1987), que observou maior numero de instares em lagartas
desenvolvidas com alimentos menos nutritivos.

De maneira semelhante ao observado neste trabalho, Santos e Shields
(1998) também trabalhando com A. jpsilon, observaram uma maior duracao na
fase de lagarta quando alimentada com folha de milho, comparado com dieta
artificial, corroborando com os resultados aqui observados.

De acordo com Slansky Junior e Scriber (1985), ndo existe correlagéo
direta entre duracdo do periodo de desenvolvimento de lagarta e aumento do
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namero de instares, no entanto, nos dados aqui apresentados, quando
comparados os dados entre dieta artificial e natural (folha de milho) foi
observado um aumento no numero de instares, o que automaticamente,
aumentou o tempo da fase larval.

O aumento do numero de instares pode ser explicado pela diferenca
fisica entre os alimentos, que podem implicar em alteracdes nos parametros
biolégicos das lagartas, principalmente em resposta ao maior percentual de
fibra da folha de milho do que na dieta artificial. A presenga de maior teor de
fibras leva possivelmente a um maior desgaste das mandibulas, evidenciando
por parte do inseto um maior numero de ecdises durante o tempo de
alimentacao (Slanski Junior e Rodriguez, 1987). Além do teor de fibras, a
presenca de outros nutrientes, como o silicio em folhas de milho, confere uma
maior resisténcia as lagartas, também indicando um maior gasto das
mandibulas e o0 aumento de ecdises (Goussain et al., 2002).

O percentual de pupas e adultos deformados em ambos os alimentos foi
similar, apresentando 18,2% e 16,7% para folha de milho e dieta artificial,
respectivamente (Tabela 2.3). Ja para a razdo sexual, o valor observado de
fémeas nos insetos alimentados com folha de milho foi menor (37%) do que na
dieta artificial (53%). Porém, estes resultados nao diferem pela probabilidade

calculada pelo teste de Chi quadrado, para uma proporgcéo esperada de 50%.

2.3.2 ESTUDO DO CONSUMO E UTILIZACAO DO ALIMENTO DE
AGROTIS IPSILON EM DIFERENTES DIETAS

As lagartas alimentadas com dieta artificial alcangaram os maiores
valores nos parametro avaliados, quando comparados com as lagartas
alimentadas com folha de milho (Tabela 2.4). Scriber e Slansky (1981)
observaram que a umidade da dieta é um fator preponderante para uma maior
ingestdo de alimento pelo inseto, o que justificaria a maior ingestdo da dieta
artificial, e consequentemente, os maiores indices observados. No entanto,
neste trabalho o percentual de agua observado nos alimentos avaliados foi
similar, com 78,4% e 78,5% para folha de milho e dieta artificial,
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respectivamente, e portanto, este fator ndo alterou o comportamento de
ingestdo do alimento, que foi superior na dieta artificial (Tabela 2.4). Esta
observacao evidencia que o tempo de consumo (duracao da fase de lagarta) foi
inversamente proporcional a massa ingerida.

Nos parametros fezes produzidas (F), ganho de peso (B) e alimento
assimilado (I-F), foi observado uma mesma tendéncia de maiores valores nas
lagartas alimentadas com dieta artificial do que aquelas alimentadas com folhas
de milho. O que nao se repetiu no parametro alimento metabolizado (M), que
foi similar em ambas as dietas (Tabela 2.4).

E importante destacar que as lagartas alimentadas com dieta artificial,
consumiram maior quantidade de alimento, produziram maior quantidade de
fezes e assimilaram maior quantidade de alimento, o que é justificado pela
maior massa apresentada pelas lagartas neste tratamento. Por outro lado, para
as lagartas alimentadas com dieta natural, embora a quantidade de alimento
consumido tenha sido menor, o percentual de alimento metabolizado foi similar
ao outro tratamento, indicando que devido a maior duracdo da fase larval e do
maior numero de instares das lagartas alimentadas com folha de milho, estas

apresentaram metabolismo mais eficiente (M).

Tabela 2.4 Médias em gramas (xEP) dos paradmetros: peso do alimento
ingerido durante o periodo de alimentagédo (l); peso das fezes produzidas
durante o periodo de alimentacao (F); ganho de peso pelas lagartas durante o
periodo de alimentagdo (B); alimento assimilado durante o periodo de
alimentacgao (I-F); alimento metabolizado durante o periodo de alimentacao (M);
peso da lagarta (ML) e peso de pupa (MP) de Agrotis ipsilon alimentadas com
folha de milho e dieta artificial em condi¢des de laboratério. Cornélio Procépio —
PR, 2014.

Parédmetros avaliados Alimento Utilizado
Folha de milho Dieta Artificial

I (g) 0,49+0,02 1,24+0,03

F (9) 0,3210,01 0,96+0,02

B (9) 0,040,002 0,17+0,005
I-F (9) 0,17+0,02 0,28+0,02

M (g) 0,1240,02 0,11£0,02

ML (g) 0,33+0,02 0,88+0,02

MP (g) 0,20£0,01 0,48+0,02
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Como dito anteriormente, lagartas e pupas que foram alimentadas com
dieta artificial apresentaram massas maiores, com valores medios de 0,889 e
0,489 respectivamente, quando comparadas com lagartas (0,33g) e pupas
(0,209) alimentadas com folhas de milho (Tabela 2.4).

Com relacao a taxa de consumo relativo (RCR) e a taxa de crescimento
relativo (RGR), pode-se observar que o alimento artificial apresentou maiores
valores para ambas (Tabela 2.5), demonstrando que o inseto consumiu maior
quantidade de dieta artificial, comparadas aos valores das lagartas alimentadas
com folha de milho. Relacionado a esta observacéo, as lagartas alimentadas
com dieta artificial também apresentaram maiores massas em lagarta e pupa
quando comparadas com os dados em folha de milho.

No que se refere a taxa metabdlica relativa (RMR), que indica a
quantidade de alimento gasto no metabolismo do inseto, observou-se que o
tratamento com dieta natural (folha de milho) apresentou maior valor (Tabela
2.5), 0 que indica que o inseto utilizou maior quantidade de alimento para seu
metabolismo, isso é, utilizou mais energia para se desenvolver o que
prejudicou 0o ganho de peso. Esse dado evidencia que o inseto precisou
compensar algum aspecto negativo do alimento da dieta natural e por isso teve
valor elevado quando comparado a dieta artificial (Bhat e Bhattacharya 1978).

Os dados de digestibilidade aparente (AD), que indicam a porcentagem
de alimento ingerido pelo inseto que é assimilado pelas paredes do intestino,
apresentaram valores maiores para a dieta natural (folha de milho) (Tabela
2.5), indicando que o inseto digeriu a maior parte do alimento natural
consumido. Tal dado é confirmado pela maior producéo de fezes dos insetos
alimentados com dieta artificial, que evidenciam que nem todo alimento
consumido desta dieta foi assimilado.

A deficiéncia em digerir a dieta artificial pode ser pela falta de agua,
fibras ou desequilibrio nutricional, ao contrario do apresentado no presente
trabalho, pois a quantidade de agua presente no alimento dieta artificial
apresentou valor similar no teor de agua ao alimento natural (Meneguim et al.
2010).
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Tabela 2.5 indices de conversao alimentar de Agrotis ipsilon, alimentada com
dieta natural (folha de milho) e dieta artificial em condicoes de laboratério.
Temperatura de 25°C, UR de 70 £ 10% e fotofase de 14h. Cornélio Procépio -
PR, 2014.

. . Alimento Utilizado
Indices Nutricionais

Folha de milho Dieta Artificial
RCR (g/g/dia) 0,285+0,010 0,367+0,009
RGR (g/g/dia) 0,026+0,002 0,051+0,002
RMR (g/g/dia) 0,071+0,007 0,032+0,005
AD (%) 34,16x+1,61 22,62%1,54
ECI (%) 9,24+0,69 13,82+0,47
ECD (%) 27,04+3,11 61,08+2,29
CM (%) 72,96+3,11 38,92+2,29

Taxa de consumo relativo (RCR), taxa de crescimento relativo (RGR), taxa
metabdlica relativa (RMR), digestibilidade aproximada (AD), eficiéncia de
conversao do alimento ingerido (ECI), eficiéncia de conversdo do alimento
digerido (ECD) e custo metabdlico (CM).

A eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) mostra o que foi
ingerido pelo inseto e transformado em biomassa, sendo maior na dieta
artificial, onde ocorreram lagartas de tamanho maior (ML) (Tabela 2.5).

A eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD) representa o
alimento que foi digerido e convertido em biomassa, sendo maior para lagartas
alimentadas com dieta artificial. Esse valor ndo depende somente da
digestibilidade, mas também do valor nutricional que o alimento apresenta e de
acordo com Meneguin et al. (2010) quanto maior a taxa metabdlica relativa
(RMR) menor a eficiéncia de conversao do alimento digerido (ECD), o que
pode ser observado no presente estudo, onde a RMR foi maior para as lagartas
alimentadas com folha de milho e menor o ECD, indicando que o alimento
natural tem piores valores nutricionais quando comparado a dieta artificial.

Quando o alimento apresenta maior AD, no caso de lagartas
alimentadas com dieta natural, apresentam baixos ECI e ECD, e segundo
Reese (1979) esse fato pode ser apresentado pela presenca de substancias
que podem bloquear a utilizacdo de nutrientes, corroborando com os dados
aqui obtidos, e mais uma vez demonstrando que a dieta natural é mais pobre

nutricionalmente.
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O custo metabdlico indica a porcentagem de alimento que foi
metabolizado em energia e foi utilizado para manutencao da vida. Observou-se
que as lagartas alimentadas com dieta natural utilizaram mais alimento para
produzir energia metabdlica, gasta na manutencdo da vida durante o ciclo
aumentado. Além disso, o maior numero de instares apresentado pelas
lagartas alimentadas com dieta natural, demandaram grande gasto metabdlico,
justificando os resultados. De acordo com Scriber e Slansky (1981) esse custo
pode ser atribuido a presenca de substancias que podem afetar a fisiologia do

inseto.

2.4 CONCLUSOES

Os resultados observados neste trabalho mostraram que:

- lagartas de A. ipsilon alimentadas com folhas de milho apresentam um
maior periodo de lagarta e maior numero de instares larvais, em comparacao
as lagartas alimentadas com dieta artificial;

- com os dados observados dos indices nutricionais foi observado que
as lagartas alimentadas com folhas de milho alimentaram-se menos,
metabolizaram mais e, consequentemente, apresentaram menores massas (de
lagarta e pupa), quando comparadas com lagartas alimentadas com dieta
artificial.
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3. ARTIGO B. PATOGENICIDADE DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS SOBRE Agrotis ipsilon (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EM CONDICOES DE LABORATORIO E CASA DE
VEGETACAO

RESUMO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) apresentam uma associacéao
simbionte com bactérias e assim conseguem controlar insetos. Os juvenis
infectivos de nematoides dos géneros Steinernemae Heterorhabditis buscam
seus hospedeiros no solo e, quando os encontram, penetram em suas
aberturas naturais ou perfuram sua cuticula matando o inseto em até 48 horas.
A lagarta-rosca, Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga de
importancia econémica em varias culturas, inclusive milho (Zea mays) podendo
chegar a perda potencial de 20%. Esse trabalho tem como objetivo a utilizagdo
de isolados de NEPs contra A. ipsilon podendo ser uma alternativa promissora
para a diminuicdo do uso de inseticidas quimicos em plantagdes de milho. Foi
feito a selegdo em laboratério de isolados de NEPs utilizando nove isolados,
sendo eles: Heterorhabditis amazonensis (RSCO05); Heterorhabditis indica
(IBCB-n05); H. sp. (JPM4), H. sp. (IBCB-n40); H. sp. (NEPET 11); H. sp. (IBCB-
n44); H. sp. (Alho); Steinernema carpocapsae (IBCB-n02) e S. sp. (CHS3).
Também foi realizado teste de diferentes concentracées (0 — testemunha, 50
JIs/cm?, 100 Jls/cm?, 150 JIs/cm? e 200 Jls/cm?) de NEPs e produgéo in vivo
em lagartas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) com isolados
IBCB-n02, IBCB-n05 e Alho, onde no teste de selecado e concentracao foram
utilizados lagartas de 3° instar de A. ipsilon. Na selecdo somente o isolado
NEPET 11 ndo alcangcou mortalidade eficiente (10%), o que diferiu do restante
que foi superior a 80%, chegando a 100% com o isolado CH3. No teste em
diferentes concentragbes de NEPs, o isolado Alho alcangou 10% de
mortalidade para a concentragdo de 50 Jls/cm?e o isolado IBCB-n05 alcancou
100% de mortalidade na concentragao de 200 Jls/cm?. No teste de produgao in
vivo o isolado Alho apresentou a maior producao que foi de 112.138Jls/lagarta
de G. mellonella. Os resultados observados neste trabalho mostram que
diferentes isolados de NEPs possuem infectividade eficiente em laborat6rio
(maior que 80%) para a utilizagdo em programas de controle bioldgico de A.
ipsilon.

Palavras-Chave: Lagarta-rosca. Milho. Controle microbiano. Noctuidae
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ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (NEPs) have an association with
symbiotic bacteria that can control insects. The infective juvenile nematodes of
the genera Steinernema and Heterorhabditis seek their hosts in the soil, and
when they find them in their natural openings penetrate or pierce their cuticle
kiling the insect within 48 hours. The black cutworm Agrotis ipsilon
(Lepidoptera: Noctuidae) is an important pest in several crops, including corn
(Zea mays) reaching potential loss of 20%. This paper aims to use NEPs
isolates against A. ipsilon may be a promising alternative for the reduction of
chemical insecticides in corn plantings. The selection was made in the
laboratory isolates of NEPs using nine isolates, namely: Heterorhabditis
amazonensis (RSCO05); Heterorhabditis indica (IBCB-n05); H. sp. (JPM4), H. sp.
(IBCB-n40); H. sp. (NEPET 11); H. sp. (IBCB-n44); H. sp. (Alho); Steinernema
carpocapsae(IBCB-n02) and S. sp. (CH3). Was also conducted testing different
concentrations (0, 50 Jls/cm?, 100 Jls/cm?, 150 Jls/cm? e 200 JIs/cm?) of NEPs
and in vivo production in larvae of Galleria mellonella with isolated IBCB-n02,
IBCB-n05 and Alho, where the test selection and concentration were used 3"
instar larvae of A. ipsilon. In selecting only isolated NEPET 11 mortality reached
not efficient (10%), which differ from the remainder was greater than 80% to
100% with the isolated CH3. In the test at different concentrations NEPs the
isolated Alho reached 10% mortality at the concentration of50 Jls/cm? and
isolated IBCB-n05 reached 100% mortality at the concentration of 200 Jls/cm?
In production test in vivo the isolated Alho showed the highest production which
was 112.138 Jls/larvae of G. mellonella. The results of this work show that
different isolates of NEPs have infectivity efficient laboratory (higher than 80%)
for use in biological control programs of A. ipsilon.

Key-words: Black cutworm. Corn. Microbial control. Noctuidae
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3.1INTRODUCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo vermes capazes de
matar insetos, cuja propriedade inseticida se deve ao fato de apresentarem
simbiose com bactérias, que levam o hospedeiro a morte, sendo essa uma
das razbes para que tenham alcangcado sucesso no controle microbiano. A
associacao de bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus se da com
juvenis infectivos (JIs) de Steinernema e Heterorhabditis respectivamente,
ficando armazenadas no intestino dos nematéides (Almenara et al., 2010).

Os Jls invadem o corpo de seus hospedeiros e liberam suas bactérias
na hemolinfa do mesmo, causando a rapida morte do inseto. Em seguida, os
NEPs alimentam-se dos tecidos do inseto morto e também de algumas
bactérias, e ali reproduzem-se em diversas geracées. Quando o alimento
esgota-se os JlIs saem do hospedeiro a procura de novos hospedeiros (Ferraz,
1998).

Dentre as espécies de entomopatdgenos estudadas os fungos sédo os
principais, porém nematoides entomopatogénicos possuem maior tolerancia a
variagdes ambientais, ao uso de outras técnicas de controle, inclusive ao
controle quimico, e sdo mais indicados para o controle de pragas associadas
ao solo e com habitos cripticos, pois ao contrario dos demais
entomopatdgenos, os nematoides podem deslocar-se em busca do hospedeiro
(Ferraz, 1998; Toledo et al., 2010).

Embora os estudos com nematoides entomopatogénicos sejam recentes
no Brasil, nos ultimos anos varios trabalhos tem demonstrado o potencial
destes agentes para o controle de diversas pragas (Machado et al., 2005; Alves
et al., 2009a; Alves et al., 2012; Bortoluzzi et al., 2013) entre elas, insetos da
ordem Lepidoptera (Leite et al. 2005; Andalé et al., 2010; Andalé et al., 2012;
Andalé, 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho, foi avaliar o potencial de nematoides
entomopatogénicos através da selecao de isolados para A. ipsilon, bem como
avaliar a suscetibilidade de diferentes instares do inseto, a producao destes
isolados pelo método in vivo, além de realizar testes em casa de vegetacao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Criacao de Galleria mellonella e Multiplicacao dos Isolados de
Nematoides entomopatogénicos

A traga dos favos, Galleria mellonella, é considerada um hospedeiro
altamente susceptivel a nematoides entomopatogénicos e, por esse motivo, €
utilizada para multiplicacdo desses patégenos (Cardoso et al., 2007). Os
isolados de NEPs utilizados nesse trabalho foram obtidos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Embrapa Trigo-RS e do Instituto Biol6gico de
Campinas e permaneceram armazenados em suspensdo aquosa dentro de
recipientes plasticos (500 mL), em cémaras climatizadas (17x1°C e
escotofase). Quando necessario foram multiplicados em lagarta de ultimo instar
de G. mellonella conforme descrito por Molina e Lépez (2001).

Para a multiplicagdo dos NEPs, foram utilizadas 10 lagartas de G.
mellonella que foram colocadas em placas de Petri (9cm de didmetro),
contendo duas folhas de papel filtro e 2 mL de suspenséo aquosa contendo em
média 500 Jls/mL. As placas foram mantidas durante trés dias em camara
climatizada a 25° C, quando as lagartas mortas e com sintomatologia
caracteristica da infeccao por nematoides foram transferidas para camara seca
(placa de Petri com um papel filtro), e mantidas em camara climatizada por
mais cinco dias.

Apos esse periodo, as lagartas foram transferidas para armadilha de
White (White, 1927) que é constituida de placa de Petri de 9cm de didmetro
contendo um papel filtro suspenso por um suporte de plastico de 0,3 cm de
altura, onde as lagartas foram acomodadas, em seguida, adicionou-se
aproximadamente 5 mL de agua destilada para estimular a saida dos
nematoides do cadaver do hospedeiro, que ficou suspenso sobre o suporte.
Essa suspenséao foi recolhida diariamente e armazenada em becker contendo
agua destilada e bomba para aeragcdo por no maximo uma semana antes do

USO NOS ensaios.

41



3.2.2 Selecao de Isolados de Nematoides Entomopatogénicos para
Agrotis ipsilon

Foram utilizados nove isolados para o teste de selecdo (Tabela 3.1), que
foram mantidos e repicados conforme metodologia descrita no item 3.2.1.

Para conducdo do experimento, foram usados potes plasticos com
capacidade de 100 mL com 7 g de vermiculita estéril, que receberam
previamente duas sementes de milho e foram mantidos em temperatura
ambiente por aproximadamente uma semana, aguardando a germinacao das
sementes e crescimento das plantas, até alcancarem aproximadamente 10 cm,

qguando foram usadas no experimento.

Tabela 3.1 Lista dos isolados (géneros/espécies) e local de origem dos
nematoides utilizados para a selecdo quanto a patogenicidade sobre Agrotis
ipsilon em condi¢oes de laboratorio.

Isolados Género/ Espécie Localidade
ALHO Heterorhabditis sp. Lavras — MG — Brasil
CHS3 Steinernema sp. -
JPM4 Heterorhabditis sp. Lavras — MG — Brasil
RSC05 Heterorhabditis Benjamin Constant — AM
amazonensis — Brasil
NEPET 11 Heterorhabditis sp. Palmeira das Missbes —
RS — Brasil
IBCB-n02 Steinernema carpocapsae Flérida — Estados Unidos
IBCB-n05 Heterorhabditis indica Itapetininga — SP - Brasil
IBCB-n40 Heterorhabditis sp. Taboporéa — SP — Brasil
IBCB-n44 Heterorhabditis sp. Santa Adélia — SP —
Brasil

Quando os potes com as plantas estavam prontos, os isolados de
nematoides, foram quantificados e aplicados sobre a vermiculita, na
concentracdo de 100 Jls/cm? (a testemunha recebeu apenas agua destilada),
padronizando-se o percentual de umidade de 20%. Em seguida, uma lagarta

42



de A. ipsilon de terceiro instar foi colocada em cada pote, sendo que cada
parcela era formadapor 10 potes.

Os tratamentos foram mantidos em camara climatizada a 25°C+1, UR de
70+10 com fotofase de 12 horas por cinco dias, quando foi feita a avaliagéo,
observando-se 0 numero de insetos mortos. As lagartas mortas foram
dissecadas em microscopio estereoscopio, para confirmacdo da mortalidade
por nematoides e os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).

3.2.3 Teste com Diferentes Estagios Larvais de Agrotis ipsilon

Para avaliacao da suscetibilidade dos diferentes instares de A. ipsilon
foram utilizados trés isolados que apresentaram maior patogenicidade no teste
de selecédo de isolados (IBCB-n02, IBCB-n05 e ALHO), sendo um isolado do
género Steinernema: IBCB-n02 e dois do género Heterorhabditis: IBCB-n05 e
Alho, e foram utilizadas lagartas de 2°, 4°, 5° e 6° instares, e pupas.

O ensaio foi conduzido utilizando copos plasticos com capacidade de
100 mL preenchidos com 7g de vermiculita estéril, onde uma lagarta de A.
ipsilon foi colocada na superficie juntamente com um pedaco de dieta para
alimentacdo e, para a fase de pupas, estas foram enterradas na vermiculita
sem dieta. Em seguida, a suspensdo de nematoide na concentracdo de 100
JIs/cm? foi aplicada na superficie (para o tratamento testemunha, utilizou-se
apenas agua destilada), padronizando-se o percentual de umidade de 20%.

Os copos foram mantidos em camara climatica a 25+2°C, UR de 70+10
e fotofase de 12 horas durante cinco dias, quando procedeu-se a avaliacédo
através da contagem das lagartas mortas, que foram também dissecadas para
confirmacgéo da mortalidade por nematoides.

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 4 x 5, considerando trés
isolados mais a testemunha (4) e quatro instares mais a fase de pupa (5),
sendo que cada tratamento foi constituido de quatro repeticdes (10
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copos/repeticao), totalizando 40 insetos por tratamento e os dados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de média de Tukey a 5% de

probabilidade, do programa estatistico Sisvar.

3.2.4 Efeito de Diferentes Concentracées de Nematoides
Entomopatogénicos Sobre Lagartas de Agrotis ipsilon

Foram utilizados os trés isolados que apresentaram maior
patogenicidade no ensaio de sele¢cdo de isolados (IBCB -n02, IBCB-n05 e
ALHO).

Foi utilizada a mesma metodologia do item 3.2.2, variando apenas as
concentracdes que foram de 0 (testemunha) 50, 100, 150 e 200 JIs/cm? (Figura
3.1).

Figura 3.1 A - Pote plastico contendo vermiculita, dieta artificial e uma lagarta
de Agrotis ipsilon; B - Potes plasticos utilizados para a montagem do ensaio

com as diferentes concentragdes de cada isolado de nematoide.

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 3 x 5, considerando trés
isolados mais e cinco concentragdes dos mesmos, sendo que cada tratamento
foi constituido de quatro repeticées (10 copos/repeti¢ao), totalizando 40 insetos
por tratamento e os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste

de média de Tukey a 5% de probabilidade, do programa estatistico Sisvar.
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3.2.5 Producao in vivo dos Isolados IBCB -n02, IBCB-n05 e Alho

Os isolados IBCB-n02, IBCB-n05 e Alho foram avaliados também quanto
a capacidade de multiplicacao in vivo, usando lagartas de G. mellonella. Para
isso os JIs destes nematoides foram multiplicados em lagartas de G. mellonella
para reativar sua viruléncia, de acordo com a metodologia descrita por Molina e
Lopez (2001).

Em seguida, cada isolado foi aplicado na concentracao de 100cm? Jls
em placas de Petri de 9 cm contendo papel filtro duplo, onde foram colocadas
dez lagartas de G. mellonella. As placas foram mantidas sob temperatura de
25+2°C, UR de 70£10 e no escuro constante durante 48h em cémara de
germinacao, de acordo com metodologia de Taylor e Shields (1990).

Apés esse periodo, as lagartas infectadas foram colocadas em placas de
Petri com papel filiro seco e limpo (cadmara seca), a uma temperatura de
25x2°C, UR de 70% por cinco dias em camara de germinacao, tempo no qual
se observou a sintomatologia tipica de infeccdo por NEPs dos géneros, os
quais deixam as lagartas de cor amarela até cor café (Steinernema) e de
coloracdo roxo a preto (Heterorhabditis) para as lagartas infectadas. As
lagartas que ndo apresentaram essa sintomatologia foram descartadas.

Em seguida as lagartas foram transferidas para armadilhas de White,
para facilitar a emergéncia e recuperagdo dos NEPs e uma vez observada a
emergéncia de Jls, estes foram coletados diariamente até a observacdo do
esgotamento da lagarta.

A suspensao de Jls coletada diariamente das armadilhas de White foi
vertida em proveta graduada para estabelecimento do volume total diario e, em
seguida, a suspensao foi quantificada e calculado o total de producgéo/dia por
repeticao.

Para tanto, cinco repeticoes de 50 pL, foram colocadas individualizadas
em placas do tipo Eliza para quantificagdo do numero de JIs produzidos. Esse
procedimento foi realizado cinco vezes para cada repeticdo, e em seguida
calculou-se a média ponderada para cada repeticdo. Conhecendo o volume

total e o numero total de nematoides em 50 pL, estabeleceu-se o niumero de
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JIs por mL, possibilitando realizar o calculo do nimero de juvenis emergidos do
hospedeiro por dia.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado,
com trés tratamentos (diferentes isolados avaliados) e com quatro repeticoes
por tratamento, totalizando 12 parcelas. As varidveis avaliadas foram producéo
diaria (numero total de Jls emergidos/dia) e producdo acumulada (numero total
de JIs que emergiram até o esgotamento do hospedeiro). Para cada variavel,
foi elaborada uma curva de regressao para avaliar a produgdo ao longo do
periodo de produtividade.

3.2.6 Testes em Casa de Vegetacao

Para o teste de suscetibilidade de A. ipsilon em condi¢cdes de casa de
vegetacao, foram preparados previamente vasos com capacidade de oito litros,
contendo solo preparado na propor¢ao de 4:1:0,5 terra, substrato (Plantmax®)
e vermiculita, totalizando em cada vaso 2 litros da mistura de substratos. Foram
plantadas cinco sementes de milho hibrido DKB 250 YG Dekalb, com
tratamento fungicida Maxim XL (fludioxonil 2,5% + metalaxyl-M 0,1%), em cada
vaso, e foram irrigados com aproximadamente 200 mL de agua por dia.

Apos 10 dias da emergéncia do milho, cinco lagartas de A. ipsilon foram

liberadas em cada vaso, e estes foram separados em agrupamentos de 15
vasos/tratamento para aplicacdo dos isolados IBCB-n02, IBCB-n05 e ALHO na
concentracdo de 100JIs/cm? com auxilio de uma pipeta. O tratamento
testemunha recebeu apenas agua destilada.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado,
contendo quatro tratamentos (trés isolados e testemunha), com 15 repeticoes
cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A eficiéncia de
controle dos tratamentos foi calculada pela formula de Abbott (1925) (Ferreira,
2011).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Selecao de Isolados de Nematoides Entomopatogénicos para
Agrotis ipsilon

Dos nove isolados testados, somente o isolado NEPET 11 ndo causou
mortalidade significativa (10% de mortalidade) e, portanto, ndo diferiu da
testemunha. Os demais isolados, causaram entre 80% (IBCB-n40, JPM 4, RSC
05 e IBCB-n44) e 90% de mortalidade (IBCB-n02, IBCB-n05, ALHO).

O isolado que apresentou maior mortalidade no teste de selecao foi o
CH3 (100%), porém, este isolado € de dificil multiplicacdo em laboratério, e
embora infecte e mate as lagartas de Galleria mellonella, muitas vezes nao
ocorre multiplicagéo, dificultando o uso do mesmo nos ensaios. Por este
motivo, este isolado nédo foi utilizado nos testes subsequentes.

Com relacao a suceptibilidade, Ebssa e Koppenhéfer (2012) testaram os
isolados Heterorhabditis bacteriophora, H. megidis, Steinernema carpocapsae,
S. feltiae, S. kraussei e S. riobrave contra lagartas de Agrotis ipsilon, obtendo
resultados com mortalidade acima de 90% exceto para S. kraussei que causou
somente 60%.

Essa variagdo de suscetibilidade a diferentes isolados é esperada,
porque diferentes isolados coevoluiram com diferentes espécies de
hospedeiros, que convergiram para este nicho ecolégico nos tempos atuais, e
portanto, possuem especificidades, que os tornam mais ou menos virulentos

sobre determinado hospedeiro (Almenara et al., 2012).

3.3.2 Teste com diferentes estagios nas fases larvais de Agrotis ipsilon
e fase de pupa

Nenhum dos isolados avaliados (IBCB-n05, Alho e IBCB-n02) nos

diferentes instares (2°%, 4%, 5° 6°9), apresentou maior mortalidade quando
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comparado com o teste de selecao que foi realizado com 3¢ instar larval
(Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Porcentagem de mortalidade de diferentes instares de Agrotis
ipsilon ap6s a aplicagcao dos isolados IBCB-n05, Alho e IBCB-n02 na
concentragdo de 100JIs/cm? em condicdes de laboratério. Temperatura de
25+2°C, UR de 70+10 e fotofase de 12 horas.

Mortalidade (%) em diferentes instares

NEPS 2° 40 5@ 6° Pupa
IBCB-n05 42,50+8,5 Ab 82,516,3 Aab 47,5x7,5 Ab 60,0+15,8 Aab
Alho 47,5x2,50 Ac 80,0+5,8 Aab 60,0+10,8 Abc 75,0%+2,9 Aabc
IBCB-n02 15,0+2,9Bc 82,5+8,5Aa 50,0+4,1Ab 45,0+8,7Abc
Test. 0,0+0,0B 0,0+0,0B 0,0+0,0B 0,0+0,0B

Dados seguidos de mesma letra maildscula na coluna e mindscula na linha ndo diferiram
entre si pelo Teste de Tukey com P<0,05.

A baixa mortalidade em lagartas de 2° instar pode ser devido a baixa
atividade metabdlica apresentada pelas lagartas de menores instares e
menor movimento nessa fase, pois os NEPs localizam seus hospedeiros
pela concentragdo de CO; ao seu redor (Nishimatsu e Jackson 1998).

Trabalho realizado por Ebssa e Koppenhéfer (2012) corroboram com
este resultado, onde realizando testes com diferentes instares de A. ipsilon
para a espécie Steinernema carpocapsae observaram maior mortalidade para
lagartas de 3° e 4? instares, quando comparadas com o 5° e 6° instares. De
acordo com estes autores, em geral, lagartas dos primeiros instares sao mais
suscetiveis que lagartas mais velhas.

Neste mesmo trabalho, porém com isolados do género Heterorhabditis,
Ebssa e Koppenhdfer (2012) alcangaram somente 60% de mortalidade em 4% e
5¢ instares da lagarta-rosca, corroborando mais uma vez com os resultados
aqui obtidos.

No que se refere a suscetibilidade das pupas, a mortalidade observada
nao alcangou valor significativo para nenhum dos isolados avaliados.

De maneira semelhante, em trabalho desenvolvido por Chambers et al.
(2010) para a espécie de lepidoptero Cydia pomonella (traca-da-maca) as

pupas também foram menos suscetiveis que as lagartas (Lacey et al., 2005).
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Ainda, Molina-Ochoa et al. (1996) demonstram em estudo que a suscetibilidade
de algumas espécies de lepiddpteros a nematoides entomopatogénicos, é
altamente variavel de acordo com a idade do inseto, podendo variar a
mortalidade entre insetos mais jovens e mais velhos

Entre as alternativas propostas para a baixa suscetibilidade das pupas
de A. ipsilon, pode-se sugerir que devido a menor emissao de CO, nessa fase,
diminui a atracdo, ou mesmo orientacado do deslocamento do JI em direcao ao
inseto é afetado, pois 0 CO, é um atraente de Jls até o inseto (Ebssa e
Koppenhdofer, 2012).

Um outro fator sdo as mudancas fisiologicas e morfoldgicas que ocorrem
nesta fase, pois ocorre rompimento de alguns tecidos e formagcdo de novos
tecidos, devido ao crescimento e metamorfose. Além disso, a esclerotizacdo da
cuticula torna mais resistente (histogénese) podendo ser responsavel pela
dificuldade do nematoide em penetrar na cuticula mais dura do inseto (Leite,
2011).

3.3.3 Efeito de Diferentes Concentracoes de Nematoides
Entomopatogénicos Sobre Lagartas de Agrotis ipsilon

Todos os isolados foram patogénicos a lagarta-rosca em todas as
concentracdes avaliadas, apresentando mortalidade confirmada entre 10 e
100% (Figura 3.2).

Pode-se observar que para o isolado IBCB-n02 (Steinernema
carpocapsae) houve um aumento progressivo da mortalidade das lagartas de
acordo com o aumento da concentracdo utilizada, e a mortalidade maxima
(90%) foi alcancada em uma concentracdo de aproximadamente 100 Jls/cm?.
Ja o isolado IBCB n05 (Heterorhabditis indica) alcancou 100% de mortalidade,
porém apenas na maior concentragdo avaliada (200 Jls/cm?). Por sua vez, o
isolado Alho (Heterorhabditis sp.), mesmo na maior concentracdo avaliada,
atingiu apenas 70% de mortalidade confirmada.
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Figura 3.2 Porcentagem de mortalidade total de lagartas de Agrotis ipsilon
causada por diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos em
diferentes dosagens (JIs/cm?), em condicdes de laboratério (T= 25 + 12, UR 90

*+ 10% e fotofase de 12 horas).

IBO2= y = 4E-05x° - 0,0166X° + 2,2435x - 0,1071; IB05= y = 3E-05x° - 0,0116x* + 1,6286x -
0,2143

ALHO =y = -0,0015x* + 0,715x - 6,5

Segundo Souza (2011), este fato pode ser explicado quando o NEP
infecta 0 hospedeiro, causa sua morte, mas nao ocorre multiplicacdo, nao
apresentando nematoides em seu interior quando dessecados para
confirmacdo da morte das lagartas. Porém nao se descarta a possibilidade
delas terem sido mortas pelos JIs, uma vez que no tratamento testemunha a
auséncia de mortalidade comprova que pode nao ter sido causada por outro
agente. Logo, é possivel dizer que as lagartas de A. ipsilon apesar da alta
infectividade ndo € um hospedeiro adequado para a multiplicagao deste isolado
(Alho). Além disso, observou-se que as lagartas mortas apresentaram
sintomatologia caracteristica da infeccao por NEPs do género Heterorhabditis,
o que fortalece a hipbétese de infeccdao do nematoide, porém nao a sua
multiplicagao na lagarta.

E importante destacar que o isolado IBCB n02 também foi o mais eficaz
quando aplicado na menor concentragéo avaliada (50 JIS/cm?) proporcionando
aproximadamente 75% de mortalidade das lagartas, indicando uma alta
viruléncia sobre 0 hospedeiro. Além disso, a aplicagdo do nematoide em baixas
concentracgOes, pode ser um indicativo de menores custos ao realizar o controle

a campo.
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Em diversos estudos com nematoides para controle biolégico de
lepidépteros, em especial S. frugiperda, observou-se um aumento na
mortalidade acumulada para lagartas quando a concentracdo utilizada foi
aumentada (Polanczyk & Alves, 2005).

Por outro lado, Souza (2011) em trabalho com S. frugiperda, também
observou que isolados do género Heterorhabditis sdo mais virulentos que os
Steinernema para este inseto, e embora os isolados Steinernema tenham
apresentado patogénicidade, a viruléncia foi baixa para todos os isolados
avaliados e pertencentes a este género.

No entanto, no trabalho desenvolvido por Souza (2011) com S.
frugiperda, o autor ndo descarta a possibilidade dos isolados do género
Steinernema serem patogénicos e mais virulentos em outras condi¢cées ou
outros instares do inseto, indicando que além da concentracdo, também é
importante avaliar a suscetibilidade do hospedeiro em diferentes instares de
desenvolvimento, como foi observado em ensaio descrito anteriormente neste

trabalho.

3.3.4. Producao in vivo dos Isolados em Lagartas de Galleria mellonella

Os trés isolados avaliados quanto a produgcdao foram IBCB n02
(Steinernema carpocapsae), I1BCB-n05 (Heterorhabditis indica) e Alho
(Heterorhabditis sp.).

Em armadilha de White observou-se que os isolados do género
Heterorhabditis comegaram a produzir somente a partir do segundo dia,
enquanto o isolado do género Steinernema (IBCB-n02) apresentou produgéo

no primeiro dia.
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Figura 3.3 Producdo total diaria de Juvenis Infectivos (JIs) de nematoides
entomopatogénicos durante o periodo total de producdo em lagartas de
Galleria mellonella.

O isolado Alho (Heterorhabditis sp.) foi 0 que alcangou maior produgéo
total (1,1x10° Jls/lagarta), seguido pelo isolado IBCB-n05 (Heterorhabditis
indica) que, embora tenha demorado mais para comecgar a produzir,
apresentou producdo total, de 9,4x10* Jls/lagarta. O isolado IBCB-n02
(Steinernema carpocapsae) teve a menor produgdo total, com 4,2x10*
JIs/lagarta.

Em trabalho desenvolvido por Barbosa (2005), usando também como
hospedeiro lagartas de G. mellonella e 0 mesmo método de infecgao, foi obtido
uma producao total de 7,9x10* Jls/lagarta para Heterorhabditis bacteriophora.
O mesmo autor testou a produgao do isolado H. bacteriophora em hospedeiros
alternativos, usando lagartas de A. ipsilon, que apresentaram menor producao,
quando comparado a produgdo em lagartas de G. mellonella, de Jls, devido a
menor suscetibilidade ao isolado H. bacteriophora, com 2,5x10* JIs por lagarta.

Tabela 3.3 Numero médio (tEP) de nematoides dos isolados Steinernema
carpocapse, Alho e Heterorhabditis indica produzidos por lagarta de G.
mellonela em laboratorio. Cornélio Procopio, PR — 2014.

Isolados Nematoides/lagarta de G. mellonella
IBCB-n02 4,2x10°+13.884 a

Alho 1,1x10°£10.039 b

IBCB-n05 9,4x10°+5.516 b

Dados seguidos de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey com
P<0,05.
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Adams e Nguyen (2002) afirmam que a producdo de nematoides
entomopatogénicos também depende do tamanho do hospedeiro e das
reservas alimentares do mesmo, ao contrario do apresentando por Barbosa
(2005), ao usar A. ipsilon, o maior hospedeiro avaliado obteve menor producéo.

Por sua vez, Barreto (2013) fez produgdo in vivo de Steinernema
brazilense usando lagartas de G. mellonella, porém mantidas em substrato
areia, e obteve uma producdo de 3,3x10® JIs por lagarta enquanto que
Heterorhabditis indica mostrou 9,7x10% Jls por lagarta. Tais dados corroboram
com o0s resultados obtidos nesse trabalho, onde a produgdo de
heterorhabditideos foi maior que as de steinernematideos.

Segundo Stuart (2006) existem diferencas em relacdo a viruléncia de
NEPs que podem ser atribuidas a especificidade, morfologia, origem e até
mesmo a variabilidade genética desses isolados. O menor tamanho do JI de
Heterorhabditis facilita a penetragcdo e permite um maior acesso desses Jls
produzindo por serem menores e o corpo do hospedeiro tolerar maior nimero

de geracgdes, tendo mais individuos no final do ciclo.

3.3.5. Casa de Vegetacao

O isolado IBCB-n02 reduziu a sobrevivéncia das lagartas de terceiro
instar de A. ipsilon no solo, quando comparadas com o tratamento
testemunha, sendo que somente esse isolado diferiu da testemunha (Figura
3.4) em condicbes de casa de vegetacéao.

53



70

60 ‘ir
50

40 I
30 :|:

20

Lagartas mortas (%)

10

Testemunha IBCB-n05 IBCB-n02 Alho

Tratamentos

Figura 3.4 Porcentagem média de mortalidade de lagartas de terceiro instar de
Agrotis ipsilon com os diferentes isolados IBCB-n02, IBCB-n05, Alho e
Testemunha (adgua) por tratamento, em condicbes de casa de vegetacao.
Cornélio Procépio, PR — 2014.

A nao presenga de mortalidade com os outros isolados testados
evidencia que a concentragdo testada de 100 Jls\cm? ndo foi suficiente para
causar a mortalidade esperada em casa de vegetacdo, visto que no teste
anterior a concentragdo de 100 Jls\cm? para IBCB-n02 foi suficiente para
alcancar 100% de mortalidade em laboratério.

As lagartas causaram dano informado por varios autores, seccionando
as hastes da planta de milho, tanto nas testemunhas quanto nas repetigcoes
com nematoide.

Foi observado durante o ensaio que a temperatura dentro dos vasos
aumentava durante as horas mais quentes do dia, talvez pelo fato do vaso ser
de cor preta, e as lagartas para minimizar essa adversidade subiam nas
plantas de milho, e se alimentavam das folhas, nao ficando em contado com o
solo, diminuindo também o tempo de contato com o nematoide.

Estes resultados podem ser comparados com Riga et al. (2001) que
testou dois esteinernematideos (S. glaseri e S. feltiae) contra quatro pragas de
milho, sendo uma delas o noctuideo Spodoptera frugiperda em condi¢des de

casa de vegetacgao, verificarando que esses isolados diminuiram as injurias
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contra as plantas de milho quando comparadas com o tratamento testemunha
(sem nematoide).

De acordo com Ebssa e Koppenhdfer (2012) o isolado S. carpocapsae
(IBCB-n02) foi que causou maior mortalidade em A. jpsilon em condigdes de
casa de vegetacéo.

Salvadori (2011) relata que o uso de nematoides para o controle
biolégico de pragas agricolas depende nao sé da especificidade do isolado e
do inseto hospedeiro, mas principalmente, dos fatores ambientais como as
caracteristicas do solo, que podem ter diminuido a agéao do isolado IBCB-n02
em casa de vegetacao quando comparado com os dados em laboratério.

Segundo Flanders et al. (1996), fatores como a temperatura,
influenciam a infectividade dos nematoides entomopatogénicos, e existem
diferencas entre as espécies, heterorhabditideos sdo mais sensiveis a
temperatura do que os da familia Steinernematidae, o que pode ter causado
menor mortalidade no tratamento com Heterorhabditis.

3.4 CONCLUSOES

Com os dados obtidos em laboratério e casa de vegetagdao vimos
que:

- todos os isolados testados foram patogénicos a lagarta-rosca Agrotis
ipsilon;

- 0s nematoides Heterorhabditis sp. (CH3), Steinerma carpocapsae
(IBCB-n02), Heterorhabditis sp. (Alho) e Heterorhabditis indica (IBCB-n05) sao
0s mais virulentos contra as lagartas de A. ipsilon;

- o isolado S. carpocapsae (IBCB-n02) apresentou maior mortalidade na
concentragdo de100Jls/cm?;

- 0 isolado H. indica (IBCB-n05) apresenta maior mortalidade na maior
concentracao testada;

- 0 isolado que mais produziu em lagartas de Galleria mellonella foi H.
sp. Alho.
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4. CONCLUSOES GERAIS

e Lagartas de Agrotis ipsilon quando alimentadas com dieta natural
(folhas de milho) aumentam o numero de instares quando

comparadas com lagartas alimentadas com dieta artificial;

e Lagartas de Agrotis ipsilon quando alimentadas com dieta artificial
tem maior ganho de peso, e maior viabilidade;

e Todos os isolados testados foram patogénicos a lagarta-rosca
Agrotis ipsilon;

e Os nematoides Heterorhabditis sp. (CH3), Steinernema
carpocapsae (IBCB-n02), Heterorhabditis sp. (Alho) e
Heterorhabditis indica (IBCB-n05) sdo os mais virulentos contra

as lagartas de A. ipsilon;

e O isolado H. indica IBCB-n05 apresenta maior mortalidade na
concentracdo de 100Jls/cm?;

e O isolado IBCB-n02 apresentou maior mortalidade na menor
concentracao testada;

e As lagartas de terceiro instar sdo mais suscetiveis a nematoides

entomopatogéncios;

¢ Nematoides entomopatogenicos podem ser uma boa alternativa
de controle biolégico para lagartas de A. ipsilon.
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