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RESUMO

Vérios fatores devem ser considerados na avaliagéo da eficiéncia de um entomopatégeno no controle de um inseto-praga. Com relagéo aos
nematdi des entomopatogénicos, além da patogenicidade e viruléncia, & importante conhecer a capacidade de busca, pois quanto maior sua eficiéncia,
maior a chance de encontro com o hospedeiro. Assim, neste trabalho, objetivou-se avaiar o deslocamento vertical de nemat6ides entomopatogénicos
(Heterorhabditis), visando ao controle da cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro Dysmicoccus texensis(Tinsley). Para avaliaggo em laboratério, foi feito
teste em colunade areiade 5 cm (em delineamento inteiramente casualizado) onde osisolados CCA e JPM3 foram aplicados em suspensdo aguosa
no topo da coluna em trés concentragdes (50, 100 e 500 Jls/inseto), com avaliagdo da mortalidade apds 5 dias. No experimento de coluna de solo,
foi usada uma coluna de 25 cm, composta por cinco extratos de 5 cm. Foram utilizados dois isolados (CCA e JPM3) e dois métodos de aplicagéo:
cadaver infectado e suspensdo aquosa, ambos avaliados nas diferentes profundidades. O experimento foi conduzido num delineamento fatoria
3x2x5, em condicdes de casa-de-vegetacdo. No experimento de coluna de areia, ndo houve diferenca entre os isolados avaliados e ambos alcancaram
valor de 92% de mortalidade. No experimento de deslocamento em coluna de solo, observou-se que JPM3 foi mais eficiente que CCA, nos dois
métodos de aplicacdo avaliados. Quanto aos métodos de aplicacéo, o de suspensdo aquosa apresentou melhores resultados para os dois isolados, e
JPM3 aplicado em suspensdo aquosa, foi 0 melhor tratamento em quase todas as profundidades avaliadas.

Termos para indexacdo: Controle Microbiano, “cruiser”, “ambusher”, pragas do café.

ABSTRACT

Many factors must be considered in evaluating the efficiency of an entomopathogen in the control of an insect pest. With regards to
entomopathogenic nematodes, in addition to their pathogenicity and virulence, it isimportant to know the ability to search the host, which is
directly linked with its efficiency. The objective of this study was to evauate the vertical displacement of entomopathogenic nematodes
(Heterorhabditis) to control the coffee root scale Dysmicoccus texensis (Tinsley). A test was conducted in asand column of 5 cm depth under
Iaboratory conditions, using a randomized design, with the strains CCA and JPM 3 being applied in aqueous suspension at the top of the column
in three concentrations (50, 100 and 500 | Js/insect), with evaluation of mortality after 5 days. It was also conducted an experiment in a 2x2x6
factorial design, at greenhouse conditions with a soil column of 30 cm depth, composed of six extracts of 5 cm. Two nematode strains (CCA and
JPM3) and two methods of application (infected cadaver and agueous suspension) were evaluated at different depths. There was no difference
between the strains evduated in the |aboratory experiment, and both reached values of 92% mortdity. In the experiment conducted at the
greenhousg, it was observed that JPM 3 was more efficient than CCA, at the two methods of application assessed. Regarding With application
methods, aqueous suspension showed better results for both strains and JPM 3 was the best treatment in almost al depths evaluated.

”ou

Index terms: Microbial Control, “cruiser”, “ambusher”, coffee pests.
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INTRODUCAO controle microbiano, esta a capacidade de busca pelo
Os nematéides entomopatogénicos das familias  hospedeiro. Nesse sentido, eles podem apresentar dois
Steinernematidae e Heterorhabditidae tém se mostrado ~ tipos de comportamento: “cruiser” e “ambusher”. Esta
agentes promissores e alternativos ao controle quimico de  classificagdo € baseada na diferenca de tempo que o
muitos insetos-praga e sua utilizagdo em programas de  nematdide passa parado & espreita do hospedeiro
Manejo Integrado de Pragas (MIP) ja éredidade em muitos  (“ambusher”) e no tempo em que ele se desloca em busca
paises (Kaya, 1985; Georgisetal., 2005). do hospedeiro (“cruiser”) (Huey & Pianka, 1981; Brien et
Entre as vantagens apresentadas pelos nematdides  al., 1989). Alguns nematoéides podem apresentar
entomopatogénicos, com relagdo a outros agentes de  comportamento intermediario.
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Nematdides com comportamento “cruiser” tém dta
probabilidade de sucesso no controle de insetos-praga com
habito sedentario ou criptico, enquanto que nematides com
comportamento “ambusher” sdo maisindicados para o controle
de insetos ativos, que se movimentam no ambiente (Lewis et
al., 2006). Outro aspecto interessante, relacionado a essa
capacidade de movimentagao no perfil do solo, é a possibilidade
de supress@o competitiva de populagdes de nematdides
fitopatogénicos. Segundo Salgado et al.(2007), Meloidogyne
exigua Goeldi, 1887 € um nemat6ide que causa perdas severas
na producdo cafeeira, devido a alteragBes no estado nutricional
do cafeairo parasitado, decorrente da deficiente absorcéo e
trand ocagdo de &gua e nutrientes, e sua reducdo populacional
por meio de medidas ambientalmente aceitavels deve ser
considerada, assim como de outras espécies de nematoides e
pragas em lavouras infestadas.

A cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro, Dysmicoccus
texensis(Tingley) (Hemiptera: Pseudococcidag), € um exemplo
de inseto com habito criptico e seu ataque tem causado sérios
prejuizos a culturado cafegiro (Souza & Ribeiro, 2003). Os
insetos instalam-se naraiz principal, naregido abaixo do colo
daplanta, e distribuem-se para as raizes secundérias nas quais,
associados ao fungo Bornetina sp., formam as chamadas
criptas ou “pipocas’, no interior das quais se aojam. As criptas
impedem a absorgao de agua e nutrientes pela planta, que, em
dtasinfestacdes, pode morrer (Nakano, 1972; Santa-Cecilia
etal., 2000; Sousaetal., 2001).

O habito criptico desse inseto dificulta o controle
quimico e a agdo de inimigos naturais como parasitéides e
fungos entomopatogénicos. Por outro lado, os nematGides
entomopatogénicos tém demonstrado um bom potencia para
0 controle desse inseto (Andalo et a., 2004a,b). Assim,
conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaiar a
capacidade de dedocamento vertical de dois isolados de
nematdides entomopatogénicos (Heterorhabditis sp. CCA e
JPM3), aplicados por meio de dois diferentes métodos, na busca
deD. texensis, em condigBes de laboratdrio e casa-de-vegetagio.

MATERIAL E METODOS
Criacéo de Dysmicoccus texensis

A criag8o deD. texensisfoi conduzida no laborat6rio
de Patologia de Insetos da Universidade Federal de Lavras
- UFLA, em Lavras- MG, no Campus da UFLA.

Como substrato para criagdo das cochonilhas, foram
utilizadas abdboras do tipo moranga, variedade
“Cabotcha’. A infestac8o foi feita colocando pedacos de
abdbora ja infestados sobre abdboras novas, esperando
pela passagem das ninfas e adultos da cochonilha. Assim
gue ainfestagdo ocorreu, os pedacos foram retirados para
evitar a contaminagdo com fungos. A criagdo foi mantida

em condices controladas de temperatura de 27 + 1°C, com
umidade relativa de 70 + 10% e no escuro, em camara
climatizada a 27+1°C, 70+10% de umidade e no escuro.

Obtencdo de isolados de nematoides

Os isolados utilizados foram Heterorhabditis sp.
CCA (Araras, SP — Brasil) e Heterorhabditis sp. JPM3
(Lavras, MG - Brasil), obtidos do Banco de
Entomopatégenos do laboratorio de Patologia de I nsetos
daUFLA, sendo armazenados em frascos Erlenmeyer em
suspensdo aquosa, em condi¢des controladas a 16 + 1°C,
com umidade relativa de 70 + 10%, no escuro e com a
concentragdo de até 500 juvenisinfectivos (JIs)/mL.

Quando necesséria, a multiplicacdo foi feita em
larvas de ultimo instar da traga-dos-favos, Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyraidag), provenientes do
laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Entomologia da UFLA.

Deslocamento em coluna de areia (Teste em Laboratério)

O teste de deslocamento em coluna de areia foi
conduzido no laboratério de Patologia de Insetos do
Departamento de Entomologia da UFLA. Foram usadas
placas de Petri de 5 cm de didmetro, com 20 g de arela grossa
esterilizada + broto de batata para onde foram transferidas
10 fémeas adultas da cochonilha. Em seguida, um cilindro
de PVC de 5 cm de adtura e 4 cm de didmetro foi colocado
sobre a base da placa, mantendo-se o broto no fundo, e
entdo, o cilindro foi preenchido com areia até o topo
(aproximadamente 80 g). A arelafoi umedecidacom 8 mL de
agua destilada (10% do peso da areia) e, a seguir, as
suspensdes de nematdides foram aplicadas em trés
concentragdes (50, 100 e 500 Jig/inseto). O cilindro de PVC
foi coberto com atampa da placa de Petri, armazenado em
caixas plasticas, contendo algoddo umedecido e mantidas
em camara climatizada a 27+1°C, 70£10% de umidade e no
escuro. Cada tratamento foi repetido cinco vezes. A
avaliagdo foi feita apos cinco dias, sendo os insetos mortos
transferidos para camara seca, para confirmacgédo da
mortalidade por meio da da observacdo da sintomatol ogia.
Para o tratamento testemunha, foram seguidos os mesmos
passos, porém esse tratamento recebeu aplicacdo apenas
de &gua destilada esterilizada. O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casuaizado e os dados de
mortalidade foram submetidos a andise de variancia e a0
teste Scott-Knott (P<0,05) para comparagdo entre as médias.

Deslocamento em coluna de solo (teste em casa-de-
vegetacao)
Os dois isolados foram também avaliados quanto a

capacidade de deslocamento em coluna de solo, simulando
uma situacao mais proxima as condigdes de campo.
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Para montagem da coluna foram utilizados cilindros
de PVC de 150 mm de didmetro, com altura de 5 cm, com tela
pléstica colada em uma das extremidades. Cada cilindro, apds
ser preenchido com solo (Latossolo Vermelho Amarelo),
recebeu um broto de batata sobre o qual foram transferidos
10 insetos. Os cilindros foram ent@o empilhados até a dtura
de 25 cm (cinco cilindros) e unidos com fita adesiva.

Foram avaliados dois métodos de aplicacao:
suspensdo aquosa (150 mL/coluna) e pelo método de
cadaver infectado (larvas de G. mellonella, previamente
infestadas), sendo usada uma larva por coluna, enterrada
na superficie da mesma. A suspensio aquosa foi aplicada
no topo da coluna na concentragdo de 28 Jis/cm? para CCA
e 29 Js/cn? para JPM 3. Apds a aplicacdo, as colunas de
solo foram mantidas em casa-de-vegetacdo do Departamento
de Entomologiada UFLA. A avaliag8o foi feitacinco dias
apos, desmontando-se as colunas e contando o nimero de
insetos vivos e mortos em cada extrato da coluna

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3 (dois
isolados e atestemunha) x 2 (dois métodos de aplicacéo)
x 5 (diferentes profundidades). Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia. As médias referentes
aos diferentes métodos de aplicacéo foram comparadas
entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05), enquanto que as
médias referentes ao desempenho de cada tratamento,
quanto ao deslocamento, foram estudadas por regresséo
(P<0,05).

RESULTADOSE DISCUSSAO
Deslocamento na colunadeareia

Foi possivel observar que ambos os isolados foram
eficientes no deslocamento pelo método coluna de areia,
causando mortalidade minima de 72% na menor
concentragdo (CCA) e maxima de 92% na maior concentragao
(CCA e JPM3). N&o houve diferenca entre os dois isolados
em nenhuma das concentrages testadas (Tabela 1).

Stuart et al. (1997) desenvolveram trabalho
semelhante, para avaliar a capacidade de deslocamento de
vérias espécies de nematoides, objetivando o controle de
Dysmicoccus vacinni (Hemiptera: Pseudococcidae).
Segundo os autores, H. bacteriophora e H. indicus
causaram até 90% de mortalidade na concentragéo de 500
Jis/placa.

Também Poinar & Hom (1986) avaliaram a
capacidade de deslocamento de S. carpocapsae, em
condi¢des de laboratorio. Segundo eles, fatores como
temperatura, umidade e tipo de solo podem influenciar na
capacidade de deslocamento dos Jis.

Vé&ios fatores podem estar envolvidos no processo
de deslocamento de JIs. Esses fatores podem ser ambientais
como umidade, composicédo e granulometria do solo,
temperatura, presenca ou ndo de hospedeiro, liberacdo de
substéncias de sinalizagdo pelas plantas atacadas entre
outros; e também préprios do nemat6ide como idade e reserva
de energia (Poinar & Hom, 1986; Tol etal., 2001; Wennemann
etal., 2004; Rasmann etd., 2005; Fitters & Criffin, 2006).

Dedocamento em coluna de solo

No experimento de deslocamento em coluna de solo,
foram avaiados os fatores independentemente e também a
interacdo entre os dois isolados avaliados com os métodos
de aplicagdo e com a profundidade, e ainda ainteracdo dos
métodos de aplicagao com a profundidade. A interac& método
de aplicacdo e profundidade, ndo foi significativa, entretanto,
o fator isolado e 0 método de aplicagdo quando combinados
com a profundidade, apresentaram interages significativas.

Verificou-se que o isolado JPM3 foi mais eficiente
para a cochonilha D. texensis em ambos os métodos de
aplicacdo, causando 84 e 60% de mortalidade, quando
aplicado em suspensdo aquosa e cadaver infectado,
respectivamente. Ja o isolado CCA demonstrou-se eficiente
guando aplicado em suspensdo aquosa, causando 68% de
mortalidade, porém, quando aplicado na forma de cadaver
infectado, causou apenas 15% de mortalidade (Tabela2).

Quanto ainteracdo isolado x método de aplicagao,
0 tratamento suspensédo aquosa JPM3 apresentou
diferenca significativa, causando 84% de mortalidade. O
isolado CCA também diferiu da testemunha, apresentando
vaor maximo de 68% de mortalidade (Tabela2).

No tratamento cadaver infectado, o resultado foi
semelhante, porém, a porcentagem de mortalidade foi
inferior ao tratamento suspenso aquosa, sendo os valores
maximos de mortalidade de 15 e 60% para CCA e JPM3,
respectivamente.

Comparando os dois métodos de aplicagdo do
nematdide, pode-se observar que a aplicacdo em
suspensdo aquosa foi a mais eficiente para ambos os
isolados, sendo o CCA e 0 JPM 3 causaram um indice de
mortalidade de aproximadamente 4,5 e 1,4 vezes,
respectivamente, superior a mortalidade causada pelo
nematéide aplicado por meio do método cadaver infectado.

Comparando os dois métodos de aplicagéo dentro
de cadaisolado, ambos apresentaram variagéo significativa.
O isolado CCA causou 68% de mortalidade no tratamento
suspensdo aquosa e apenas 15% no tratamento cadaver
infectado, enquanto que o isolado JPM 3 causou 60% de
mortalidade nos tratamentos cadaver infectado e 84% no
tratamento suspensdo agquosa, tornando evidente seu
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melhor desempenho em ambos os métodos de aplicacdo
nabuscadeD. texensis.

A interag@o método x profundidade também foi
significativa. Analisando primeiramente o fator métodos
de aplicacéo, nas diferentes profundidades para cada
isolado, o isolado CCA, aplicado por meio do método
suspensdo aquosa foi mais eficiente no deslocamento,
causando 88 e 55% de mortalidade na menor e maior
profundidade, respectivamente. Por outro lado, a
aplicagdo do nematdide por meio do método cadéver
infectado, apresentou baixa eficiéncia, causando na
menor profundidade mortalidade méximade 23% e, na
maior profundidade causou mortalidade de apenas 5%
(Fig. 1).

Em relagdo ao isolado JPM 3, 0 método de aplicacdo
do nematdide por meio de suspensdo aguosa também foi
mais eficiente, com o indice de mortalidade variando entre
90 e 68%, entre a menor e maior profundidade. No
tratamento cadéver infectado, o valor maximo de
mortalidade foi obtido na profundidade de 10 cm (73%), e
0 menor, na profundidade de 20 cm (43%) (Fig. 2).

Analisando os dois isolados avaliados, dentro de
cada método de aplicacdo, podemos observar que, no método
cadéver infectado, JPM3 apresentou melhores resultados
gue o isolado CCA (Fig. 3). Resultados semelhantes foram
observados no méodo de suspensdo aquosa (Fig. 4), com
excecdo na profundidade 5 cm, onde o desempenho dos
dois isolados foi semelhante. Porém, a medida que a

profundidade foi aumentada, o isolado JPM3 causou maior
mortalidade, quando comparado ao isolado CCA.

A producéo de nematGides entomopatogénicos em
larga escala tem evoluido nos Ultimos anos, bem como os
métodos de estocagem desse tipo de produto. Entre as
novas formas de estocagem, o uso de cadaveres infectados
€ uma forma promissora de aplicagcdo de nematéides
entomopatogénicos no controle de insetos-praga,
apresentando, entre outras vantagens, a diminuicéo nos
custos e a auséncia do estresse fisico, provocado no
método de suspensdo aguosa (Shapiro-llan et a., 2001).

No entanto, de acordo com os dados obtidos neste
trabalho, a aplicacéo de nematdides pelo método de cadaver
infectado teve desempenho inferior & aplicacdo via suspensdo
aguosa, para ambos os isolados avaliados. Uma possivel
explicacdo seria a diferenca de umidade, ja que no tratamento
de cadéver infectado ndo foi aplicado &gua no momento da
inoculacdo. Este fator pode ter influenciado na emergénciae
mesmo no deslocamento dos JI's, na coluna de solo.

Por outro lado, na auséncia de condicoes favoréveis
(umidade, temperatura e presenca de outro hospedeiro),
os Jis podem persistir dentro do hospedeiro, esperando
por condic¢des adequadas para sua emergéncia.

Quanto a dispersao vertical dos nematéides, varios
fatores podem influenciala. Boff & Smits (2001) estudaram
ainfluéncia da densidade, idade e presenca do hospedeiro
na dispersdo de H. megidis, Segundo os autores a
dispersao € maior quando os JIs estéo em altas densidades
e quando s30 mais jovens.

Tabela 1 — Porcentagem de mortalidade de Dysmicoccus texensis em trés diferentes concentracfes de Heter orhabditis

sp.(CCA e JPM3) aplicados sobre a colunade areia.

Concentragdes (Js/inseto)

Isolados 50 100 500
Heterorhabditis sp.CCA 72+012a 90+ 0,03a 92+0,00a
Heterorhabditis sp. JPM3 76+ 0,04 a 92+ 0,00 a 92+ 0,00 a
Testemunha 4+0,00b 4+0,00b 4+0,00b

IMédias seguidas por letras distintas mindscul as nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

C.V.=820%

Tabela 2 — Porcentagem média de mortalidade de Dysmicoccus texensis causada pel os isolados Heter orhabditissp. CCA
e Heterorhabditis sp. JPM3 em coluna de solo aplicados pel os métodos de suspensio aquosa e cadaver infectado.

Tratamentos Métodos de Aplicacéo
Suspensao Aquosa Cadaver Infectado
CCA 68+1300  Ab' 15+12,00 Bb
JPM3 84+ 12,20 Aa 60 £+ 21,00 Ba
Testemunha 7+ 8,00 Ac 7 + 8,00 Ac

*Médias seguidas de letras iguais maiGscul as nas linhas e minuscul as nas colunas néo diferem entre si pelo teste de médias Scott-

Knott (P<0,05).
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Suspensdo = -0,028x%+0,7543x%-4,9857+91,514  R?= 0,68

Figura 1 —Curva de regressdo parao isolado CCA, aplicado
pelos métodos suspensdo aquosa e cadaver infectado,
considerando a porcentagem de mortalidade de
Dysmicoccus texensis em fungdo da profundidade em cm.

% Mortalidade

25

Profundidade (cm)

¢ JPM3 m CCA a Testemunha
JPM 3 = -0,1371x%+1,5029x+66 R?=0,97
CCA =-0,0714x3+0,3286+22,429 R2=0,66
Testemunha = -16x2+0,2x+6 R>=0,2

Figura 3 —Curva de regressdo para o isolado JPM3, CCA
e Testemunha, aplicados pelo método cadaver infectado,
considerando a porcentagem de mortalidade de
Dysmicoccus texensis em fungéo da profundidade em cm.

CONCLUSAO

De maneira geral, o isolado JPM 3 teve mel hor
desempenho que o isolado CCA, quanto a capacidade
de busca pela cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro. O
método de aplicacdo por suspensdo aquosa também
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¢ Suspensdo m Cadaver a Testemunha
Testemunha = -0,0133x3+0,4x3-3,9667x+8 R=1
Cadaver = -0,0153x3+0,5314x2-6,1452x+83,231 R?= 0,99
Suspensado = -0,0067x3-0,2714x2-1,7619x+21,42 R?= 0,67

Figura 2 —Curvade regressdo para o isolado JPM 3, aplicado
pelos métodos suspensdo agquosa e cadaver infectado,
considerando a porcentagem de mortalidade de
Dysmicoccus texensis em fun¢do da profundidade em cm.
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¢ CCA m JPM3 a Testemunha
JPM 3 = -0,028x°+0,7543x%-4,9857x+91,514 R?=0,89
CCA =-0,0153x%+0,5314x2-6,1452+86,231 R?=0,99
Testemunha = -0,0133x%+0,4x?-2,6667x+8 R?=1

Figura4 — Curva de regressdo para o isolado JPM3, CCA
e Testemunha, aplicados pelo método suspensdo aquosa,
considerando a porcentagem de mortalidade de
Dysmicoccus texensis em fungéo da profundidade em cm.

se mostrou mais eficiente que o método de cadaver
infectado. Além disso, a eficiéncia de ambos os isolados
€ inversamente proporcional a profundidade, ou sgja,
a eficiéncia diminui & medida que a profundidade
aumenta.
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