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RESUMO

7

A lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), € uma
praga encontrada em todo mundo, que ataca diversas culturas e plantas
invasoras. E considerada de dificil controle devido ao seu habito noturno e ficar
enterrada abaixo do solo ou abaixo dos restos culturais durante o dia. Desta
forma, devem ser estudados métodos de manejo que auxiliem no controle
dessa praga e que reduzam a aplicacdo de agrotéxicos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar métodos alternativos de manejo da praga com
entomopatdégenos, por meio de produtos a base de Bacillus thuringiensis
(Berliner) (Bt) e Nematoides Entomopatogénicos (NEPs) Steinernema
carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) e Steinernema feltiae
(Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae). Pode se observar que as lagartas de
foram suscetiveis aos produtos de Bt, Agree® e Dipel®, e o Agree® teve maior
efeito sobre as lagartas de 48-72 horas comparado ao Dipel®. Ndo houve
diferenca entre as CLsp e CLgo entre os produtos e o Agree® apresentou maior
inclinacdo da curva resposta (concentracdo x mortalidade). As espécies de
NEPs foram eficientes no controle de A. ipsilon, e permaneceram patogénicos
no solo por oito dias apds a aplicacdo. A principal forma de manejo tem sido o
tratamento de sementes, ou a aplicacdo direta com inseticidas, sendo que
estes métodos podem ocasionar uma série de problemas ao meio ambiente e
ao homem. Desta forma, devem ser estudados métodos alternativos de manejo

de A. ipsilon.

Palavras-chave: Lagarta rosca. Controle biol6gico. Manejo integrado de
Pragas.



ABSTRACT

The black cutworm, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), is a
pest found throughout the world, which attacks various crops and weeds. It is
considered to be difficult to control because of its nocturnal habit and also is
buried under the soil or under other crops during the day. Therefore,
management methods should be studied to assist in the control of this pest and
to reduce pesticides use. The objective of this study was to evaluate alternative
pest management methods with entomopathogenic through products made of
Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt) and entomopathogenic nematodes (EPNSs)
Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) and
Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae). It can be seen
that these black cutworms were susceptible to Bt products, Bt, Agree® and
Dipel®, and Agree® had the greatest effect on the cutworms of 48-72 hours
compared to Dipel®. There was no difference between CL50 and CL90 with the
other products and Agree® showed the steepest response curve (concentration
x mortality). The species of EPNs were efficient in the control of A. ipsilon and
remained pathogenic in the soil eight days after the application. The main
management form has been the seed treatment, or direct application, and these
methods can cause a number of problems to the environment and to humans.

Hence, alternative management methods of A. ipsilon should be studied.

Keywords: Black cutworm. Biological control. Integrated Pest Management.
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CAPITULO |

1. INTRODUGCAO GERAL

O género Agrotis, pertencente a familia Noctuidae, descrito pela primeira vez
por Ochsenheimer em 1816, € diverso e amplamente distribuido pelo mundo,
formado por 320 espécies, com 56 espécies descritas na Ameérica do Sul
(POOLE, 1989; KLEIN-KOCH; WATERHOUSE, 2000; SAM BLAS; GENTIL,
2011).

A espécie Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) é principal praga
referida deste género, que popularmente € conhecida como “lagarta-rosca”.
Recebe este nome vulgar devido ao fato de ficar enrolada durante o dia no solo
ou quando tocadas. Em outros paises recebe o nome de Black Cutworm
(lagarta preta cortadeira) devido ao corte de plantulas (CAPINERA, 2006;
EBSSA; KOOPPENHOFER, 2012; MELO, 2013).

E considerada de dificil controle pelo fato de possuir habito noturno, o que
dificulta a visualizagdo no campo, onde durante o dia ficam enterradas ou
abaixo dos restos culturais, proximas das plantas que atacam (LINK;
PEDROLO, 1987; PRATISSOLI; SANTOS JUNIOR, 2015).

As informacfes de manejo desta praga no Brasil sdo escassas, sendo que o
controle é feito principalmente com inseticidas sinteticos. De maneira geral, os
produtos utilizados sédo de alta toxicidade e sua utilizacdo € de modo curativo
com jato de pulverizacdo dirigido na base da planta. Também é adotado o uso
de iscas contendo atrativo em conjunto com um inseticida, aléem do tratamento

de sementes ou de mudas com piretroides (MELO, 2013).

O grande problema ao manejo dessa praga estd relacionado na aplicagdo
incorreta de inseticidas, além da utilizagdo de produtos ndo especificos para a
praga em questdo. O que acarreta em prejuizos, como a contaminacdo do
meio ambiente e do homem, eliminacdo de organismos nao alvo e selecdo de

insetos resistentes.
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Neste sentido ha uma busca por alternativas para a producdo de alimentos
com menos residuos de agrotoxicos, menor custo de produgdo, menor
agressao ao meio ambiente e ao homem. Assim, o0 presente estudo tem por
objetivo avaliar métodos alternativos de manejo da praga com
entomopatdégenos, por meio de produtos a base de Bacillus thuringiensis
(Berliner) (Bt) e Nematoides Entomopatogénicos (NEPs) Steinernema
carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) e Steinernema feltiae
(Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae), visando o manejo de A. ipsilon.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Agrotis ipsilon

A lagarta rosca é de origem incerta embora encontrada em todos o0s
continentes. E uma praga polifaga e ja foi observada atacando em média 15
familias botanicas entre plantas cultivadas e invasoras. Entre as cultivadas,
destacam-se milho, batata, feijdo, brocolis, repolho, cenoura, espinafre,
berinjela, alface, fumo, soja, tomate, nabo, bem como muitas outras culturas
(BOUGHTON; LEWIS; BONNING, 2001).

Os adultos sdo mariposas de habito noturno e vivem em torno de 13 dias
(26+1°C). As asas anteriores variam de pardo a marrom com algumas manchas
escuras em forma de punhal em direcdo a borda exterior, com envergadura
média de 35 mm. As asas posteriores sdo semitransparentes (Figura 1A)
(COOK et al.,, 2003, MOREIRA; ARAGAO, 2009; PRATISSOLI; SANTOS
JUNIOR, 2015).

As fémeas ovipositam em média 1800 ovos e podem chegar a um total de
3.124 ovos, mostrando elevada capacidade reprodutiva da praga (BENTO et
al., 2007). As posturas séo feitas de maneira isolada ou em grupos na parte
aérea da planta, proximo das plantas hospedeiras ou no solo (CAPINERA,
2006; PRATISSOLI; SANTOS JUNIOR, 2015).

Os ovos sédo esféricos, com nervuras que irradiam do &pice, brancos no inicio
do desenvolvimento embrionario e tornam-se marrons proximo a eclosao das
lagartas. Levam em torno de trés dias para eclosao (26+1°C) (Figura 1B)
(CAPINERA, 2006; BENTO et al., 2007; GIANNASI, 2014).

As lagartas, por sua vez, sdo robustas de coloracdo de cinza ao marrom-
escuro, possuem manchas pretas com padrdao homogéneo em todo o
comprimento do corpo e atingem cerca de 45 mm no ultimo instar (Figura 1 C).
A fase de desenvolvimento larval dura em média de 25 dias (26+1°C) com seis

instares em dieta artificial, porém podem existir variacoes entre 0 5° e 9° instar
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de acordo com a fonte alimentar. Na fase larval, as lagartas vivem no solo
durante o dia enterradas ou sob os restos culturais, proximo das plantas que
atacam e no periodo da noite se alimentam das plantas (BENTO et al., 2007;
WHITWORTH, 2011; MELO, 2013; GIANNASI, 2014; PRATISSOLI; SANTOS
JUNIOR, 2015).

10 a 17 dias
12 a 15 dias

25 dias

3 dias

Figura 1. Ciclo de vida de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae).
A) Adulto; B) Ovo; C) Lagarta e dano; D) Pupa. (Fontes: DREILING; CRUZ;
HANTSBARGER; MERLE et al).

A fase pupal perdura de 12 a 15 dias e ocorre no solo a uma profundidade de 3
a 7 cm, ocorrendo variagbes em funcdo do tipo do solo, teor umidade e
temperatura (Figura 1D) (LINK; PEDROLO, 1987 CAPINERA, 2015).

A duracédo ovo-adulto é cerca de 41 dias, podendo ter variacbes de acordo com

a fonte alimentar e o ambiente (Figura 1) (BENTO et al., 2007)
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2.2INJURIA

Os danos causados pelas lagartas de A. ipsilon é a raspagem do tecido de
folhas jovens no inicio do desenvolvimento das lagartas (primeiros instares) e
posteriormente seccionam as plantulas rente ao solo na regido do colo,
ocasionando a morte (RICHETTI, 2012; MELO, 2013; LINK; PEDROLO, 1987;).

Em cultivos de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), fumo (Nicotiana tabacum L.), soja
(Glucine max L.) e milho (Zea mays L.) as lagartas nos primeiros instares se
alimentam do limbo foliar e quando atingem o terceiro ou quarto instar
seccionam a base das plantulas, cortando-as rente ao solo. Em plantas de
girassol (Helianthus annuus L.) atacam as raizes as plantas novas e cortam o
caule proximo ao solo (SALVADORI et al., 2007, ROSA et al., 2014).

Entre as solanaceas que o inseto ataca, a batata (Solanum tuberosum L.) &
uma das principais por causar grandes perdas, pois além de seccionar as
plantulas, as altas populac¢des do inseto causam perdas direto no produto a ser
comercializado, ou seja, 0s tubérculos no solo. No cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum L.) o atague tem pequena relevancia, devido as frequentes e

altas dosagens de inseticidas aplicados na cultura (SILVA et al., 2013).

Em viveiros florestais tem causado grandes problemas, principalmente na
cultura de eucalipto (Eucalyptus sp.) quando as mudas ainda apresentam
caules tenros, em que uma unica lagarta pode cortar dezenas delas em uma
noite (ANJOS et al., 1986; SANTOS et al., 2008)

Além destas culturas, a lagarta rosca foi relatada atacando cultivos de
abobrinha, agrido, aipo, algodao, alho-pord, beterraba, cebola, cenoura,
chicoria, espinafre, morango, mostarda, nabo, pastagens, pepino, pimenta,
rabanete e salsa, que demonstra seu potencial polifago (VIEIRA, 2013).

O grande prejuizo causado ao ataque da praga € devido ocasionar elevada
reducdo do stand e o perfilhamento das plantas atacadas, sendo assim,

necessario o replantio destas areas.
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2.3METODOS DE MANEJO

O manejo dessa praga pode ser realizado através do controle cultural, quimico,
biolégico por meio de parasitoides e/ou entomopatdégenos e ainda o uso de
plantas inseticidas (VIANA et al., 2003; BENTO; PARRA, 2004; SOUZA, 2005;
PRATER et al., 2006; EBSSA; KOPPENHOFER, 2012; MORAES; FOERSTER,
2012; HARRISON, 2014)

2.3.1 Controle cultural

Uma das maneiras para se manter A. ipsilon abaixo do nivel de dano
econbmico € a manutencdo da area a ser cultivada, eliminando plantas
daninhas e restos culturais que podem ser hospedeiros da praga. Recomenda-
se ainda o revolvimento do solo com aragéo e gradagem para expor as lagartas
e pupas encontradas no solo aos raios solares que séao prejudiciais ao inseto e
torna-las suscetiveis a predadores (VIANA et al., 2001; VIANA et al., 2003,
CAPINERA, 2015).

Porém, para isso faz-se necessario um planejamento que antecipe o plantio,
uma vez que, a partir do momento que o plantio é realizado torna-se inviavel o

revolvimento do solo.

2.3.2 Controle quimico

Um dos principais problemas da baixa eficiéncia do uso do controle quimico de
A. ipsilon é devido a seu habito noturno e subterraneo, se escondendo durante

o dia dificultando o alcance dos inseticidas.
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O controle quimico pode ser feito por meio de inseticidas sistémicos no
tratamento de sementes em locais que possuam histérico de incidéncia da
praga e por meio de pulverizacdes realizadas com alto volume de calda dirigido
no colo da planta e de preferéncia ao entardecer devido a maior atividade do
inseto (SOUZA, 2005).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento recomenda o
uso de inseticidas do grupo organofosforado, piretroides, metilcarbamato e
tiocarbamato para determinadas culturas, ndo abrangendo todas as culturas
que sdo atacadas pela praga, além disso, estes inseticidas sdo altamente
toxicos e com baixa seletividade a organismos néao alvo (AROFIT, 2016).

Apesar de existir produtos recomendados para A. ipsilon, h&4 escassos

trabalhos que relatem sua eficiéncia e uso destes a campo.

2.3.3 Controle biolégico

2.3.3.1 Parasitoides

Entre alguns organismos que podem ser citados no controle biologico, pode-se
mencionar o uso de parasitoides oo6fagos, no qual as espécies de
Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) sao liberados de
forma inundativa em campo auxiliando no manejo de diferentes lepidopteros
praga (PARRA, 1997; PRATISSOLI et al, 2008 ANDRADE et al., 2011).

Estes parasitoides sdo estudados abundantemente e utilizados em todo o
mundo pela eficiéncia e facilidade de criagdo em laboratorio (BRITO, 2009;
ANDRADE et al. 2011). No parasitismo de ovos de A. ipsilon as espécies T.
pretisoum e T. atopovirilia se destacam com 87,2 e 84,4% respectivamente,
demonstrando alto potencial de uso no manejo da praga (BENTO; PARRA,
2004).
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2.3.3.2 Entomopatdgenos

Os microrganismos utilizados no controle biolégico como nematoides
entomopatogénicos, bactérias, fungos e virus sdo vantajosos devido a varias
caracteristicas, como especificidade e a seletividade, alta capacidade de
multiplicacéo e dispersdo no ambiente, podem ser empregados em associacao
com inseticidas seletivos, podem ser produzidos em meios artificiais em
grandes quantidades, além da reducdo da contaminacdo ambiental e

toxicidade ao homem e outros organismos nao alvo (ALVES, 1998).

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Rhabditida: Steinernematidae e
Heterorhabditidae), sdo uma alternativa para o controle de pragas que vivem
no solo sem efeitos negativos sobre inimigos naturais e sem contaminacao do
meio ambiente e do homem (EBSSA; KOPPENHOFER, 2012).

Os NEPs sao parasitas de insetos e estabelecem uma relagcdo simbidtica com
bactérias, que é o0 agente patogénico. Quando penetram no interior da
hemocele do inseto, as células bacterianas sdo liberadas na hemolinfa onde
produzem toxinas que matam o hospedeiro dentro de 48 horas (BATHON,
1996; VOSS et al.,, 2011; EBSSA; KOPPENHOFER, 2012). Em lagartas de A.
ipsilon tem demonstrado alta eficiéncia no controle, sendo assim, uma
alternativa viavel para seu manejo (EBSSA; KOPPENHOFER, 2012; GIANASI,
2014; YAN et al., 2014; IBRAHIM et al., 2015)

Dentre o mercado de bioinseticidas a base de microrganismos o mais utilizados
sdo produtos a base da bactéria, como o Bacillus thurigiensis Berliner (Bt) que
vem sendo utilizada a mais de 70 anos no controle de insetos e representam
53% de todos os bioinseticidas vendidos mundialmente (ALVES, 1998; BRAVO
et al., 2011; CPL BUSINESS CONSULTANTS, 2010). Sao organismos capazes
de sintetizar proteinas inseticidas conhecidas como Cry, Vip e Cyt que matam
diferentes ordens de insetos (BRAVO et al., 2011).

As proteinas inseticidas podem ser toxicas a diferentes insetos-praga da ordem
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera, sendo mais usado no
controle de Lepidoptera. Na literatura ha varios representantes da ordem

Lepdopitera, familia Noctuidae, como Helicoverpa armigera (Hubner),
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Helicoverpa zea (Boddie), Heliothis virescens (Fabricius), Mamestra brassicae
(Linnaeus), Spodoptera frugiperda (Smith), Spodoptera littoralis, A.ipsilon,
Agrotis segentum (Denis; Schiffermuller), que s@o suscetiveis as proteinas de
Bt (LAMBERT et al., 1996; KLOSS, 2011; GEORGE; CRICKMORE, 2012;
MORAES; FOERSTER, 2012; HAMADOU-CHAREFI et al., 2015).

A acado dessas proteinas nos insetos se da por dois passos, em que o primeiro
€ a ligacao inicial de toxinas com um receptor especifico no intestino médio e
em seguida pela ruptura da membrana através da integracdo da proteina com
a membrana apicais das microvilosidades, onde ocorrem alteracbes na
permeabilidade levando o inseto a um choque osmdético e paralisia e a sua
morte devido a inanicéo e septicemia (ALVES, 1998; BRAVO et al., 2011).

Estudos com diferentes estirpes de B. thuringiensis em lagartas de A. ipsilon,
observa-se que seis causaram 100% de mortalidade e trés causaram
mortalidade de 75% nos bioensaios seletivos demonstrando o potencial de se

usar no controle na praga (MENEZES et al., 2011).

Além destes, outros agentes sdo relatados no controle biolégico de A. ipisilon
como possiveis ferramentas no manejo, sendo alternativas promissoras, como
uso de fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae, encontrados naturalmente em solo e causam a morte das lagartas
devido as toxinas que estes fungos liberam nos insetos (GABARTY et al.,
2014). E ainda o uso de virus patogénicos conhecidos como baculovirus
Agrotis ipsilon multiple nucleopolyhedrovirus (AgipMNPV) que sdo de acéo
especifica, alta viruléncia e com capacidade de se replicar no hospedeiro
(MOSCARDI  1999; PRATER et al, 2006; HARRISON, 2014;
WENNMANN; JEHLE, 2014).

2.3.4 Plantas inseticidas

As plantas podem produzir uma variedade de metabdlitos secundarios, e que

alguns destes metabdlitos interferem no crescimento, desenvolvimento e na


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093413004813
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093413004813
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sobrevivéncia dos insetos (MEKHLIF, 2009; JUNG et al., 2013; CARVALHO et
al., 2014; SHARABY; EL-NOJIBAN, 2015). Diante disso, o uso de o6leos
essenciais pode ser adotado no manejo integrado de pragas, podendo atuar
por contato, ingestdo, fumigacdo, ovicida e repeléncia. Estes podem ser
obtidos por diferentes érgdos da planta e sdo constituidos por misturas
complexas de compostos orgéanicos volateis produzidos como metabolitos
secundarios nas plantas, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular
(SOUZA, 2005; BRITO et al., 2006).

Estudos com 6leos essenciais no controle de A. ipsilon, demonstram a
eficiéncia do uso de tais produtos, como o 6leo de neem, azevém, anis, canela,
nim e parafina, com reducédo de danos causados pelas lagartas em testes de
casa de vegetacao, sendo o Oleo de neem causou até 100% de mortalidade
(LEE; POTTER, 2013)

Além disso, trabalhos com efeitos subletais verifica-se deformacdes em pupas
e adultos, reducdo no peso das lagartas, na eclosdo dos ovos e na fertilidade
das fémeas em insetos da mesma espécie (SHADIA et al., 2007;
JEYASANKAR, 2012; LEE; POTTER, 2013; EL-NOJIBAN, 2015).

Dessa forma, o uso de produtos botanicos ressurge como uma Opcao no
manejo de pragas, e que associado com outros métodos de controle pode
reduzir o uso de inseticidas sintéticos que causam problemas aos organismos

nao alvo e ao meio ambiente.
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CAPITULO Il

BIOINSETICIDAS A BASE De Bacillus thuringiensis (BERLINER) NO MANEJO
DE Agrotis ipsilon (HUFNAGEL) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

A lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma
praga cosmopolita e polifaga, que ataca diversas culturas e plantas invasoras.
E considerada de dificil controle devido ao seu habito noturno e ficar enterrada
ou abaixo de restos culturais. Uma das alternativas de manejo € o controle
biol6gico com o uso de bioinseticidas a base de Bacillus thurigiensis Berliner
(Bt), sendo uma opcéo viavel no controle da praga. Deste modo, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar a eficiéncia de bioinseticidas, Agree® e Dipel®
a base de B. thuringiensis sobre A. ipsilon. Para execucao dos experimentos,
foram utilizadas bandejas com microtubos de acrilico contendo ¥4 de dieta
artificial. Em cada microtubo foi pipetado 50 pL de cada produto na
concentracdo 1 x 10® esporos-mL™ e inoculado 50 lagarta em cada tratamento,
para diferentes idades, acondicionadas individualmente. Foi avaliado a
mortalidade durante sete dias e para a idade que proporcionou acima de 90%
de mortalidade, foi submetida estimativa da concentracdo letal (CLso € CLgp).
Os dois produtos avaliadados promoveram a mortalidade das lagartas de A.
ipsilon.A acdo de eficiéncia, na idade de 48-72, do Agree® foi maior que do
Dipel®. Os valores de CLsg e Clg, foi de 9,8x10° e 7,4x10° esporos mL* para
Agree® e 1,3x10° e 1,4x10’ esporos mL™ para o Dipel®, respectivamente, e ndo
houve diferenca (através do intervalo de confianga) entre os valores de CLsg €
da ClLgp dos produtos. Os resultados encontrados demonstram que os dois
produtos comerciais a base de B. thuringiensis sdo alternativas viaveis para o

manejo de A. ipsilon.

Palavras-chave: Controle microbiano. Lagarta rosca. Manejo Integrado de

Pragas
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BIOPESTICIDES MADE OF Bacillus thuringiensis (BERLINER) IN THE
MANAGEMENT OF Agrotis ipsilon (HUFNAGEL) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

ABSTRACT

The black cutworm, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), is a
cosmopolitan and polyphagous pest, that attacks various crops and weeds. It is
considered to be difficult to control because of its nocturnal habit and also is
buried under the soil or under other crops. One of the alternative management,
is the biological control with the use of biopesticides made of Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt), being a feasible option to control the pest. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the efficiency of biopesticides,
Agree® and Dipel® made of B. thuringiensis on A. ipsilon. For the experiments,
trays were used with acrylic micro tubes containing ¥ of artificial diet. In each
micro tubes were added 50 L of each product in a concentration of 1 x 10 mL"
! spores and inoculated 50 black cutworms in each treatment, for different ages,
individually wrapped. The mortality was evaluated for seven days and for the
age that provided above 90% of mortality, and it was submitted an estimate of
lethal concentration (CLsp and Clgg). The two evaluated products promoted
mortality of the A. ipsilon cutworms. The efficiency action in the age of 48-72 in
Agree® was greater than Dipel. The values of CL520 and CL90 was 9.8 x 105
and 7.4 x 106 mL™ spores for Agree® and 1.3 x 106 and 1.4 x 107 mL™ spores
for Dipel® respectively, and there was not difference (through the confidence
interval) between the values of CLsy and CLgo in the products. The results
showed that the two commercial products made of B. thuringiensis are feasible

alternatives for the management of A. ipsilon.

Keywords: Microbial control. Black cutworm. Integrated Pest Management.
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1. INTRODUCAO

A lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma
praga encontrada em todo mundo atacando mais de 30 culturas importantes,
tais como, milho, batata, feijao, brocolis, repolho, cenoura, espinafre, berinjela,
alface, batata, tomate, nabo, entre outras (BOUGHTON; LEWIS; BONNING,
2001).

No inicio do desenvolvimento, as lagartas raspam o tecido de folhas jovens e
com o seu desenvolvimento comegam a seccionar plantulas rente ao solo
(regido do colo), o que pode ocasionar a morte destas (LINK; PEDROLO, 1987,
GALLO et al, 2002; RICHETTI, 2012; MELO, 2013).

A lagarta rosca é considerada de dificil controle pelo fato de ser um inseto de
hébito noturno, o que dificulta a visualizagcdo no campo durante o dia, além
disso, tem como hébito ficar enterrada ou abaixo de restos culturais, proximas
das plantas que atacam na maior parte do dia (LINK; COSTA, 1984; LI; CHEN;
CHEN, 2002; LI; FAN; ZHANG, 2008).

Dentre as alternativas de controle dessa praga € o controle bioloégico, em que
0s agentes bidticos regulam a populacéo da praga, sendo um componente que
assume uma importancia cada vez maior dentro da estratégia do manejo
integrado de pragas, devido a busca por uma agricultura sustentavel e que

venha agredir menos o ambiente e a satde humana (PARRA et al., 2002).

Entre os agentes biolégicos utilizados, a bactéria Bacillus thurigiensis Berliner
(Bt) controla diversos insetos, sendo mais eficientes na ordem Lepidoptera.
Além disso, é de grande importancia principalmente por ndo apresentar toxidez
a mamiferos e ndo afetar as culturas (IBRAHIM et al., 2010; SANAHUJA et al.,
2011; CANCELA, 2013)

Entretanto, a utilizacdo de produtos a base de B. thurigiensis € menos difundida
no Brasil comparada em paises desenvolvidos, e existem poucas empresas
que produzem e comercializam formulacdes a base desta bactéria, além
desses produtos serem recomendados para um numero limitado de pragas
(ANGELO; VILA-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).
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7

Portanto, € necessario uma maior divulgacdo dos produtos bioinseticidas
presentes no mercado, através de novos estudos que permitam a
recomendacao para mais pragas e incentivos para a utilizacdo destes produtos

em programas de manejo integrado de insetos.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a suscetibilidade
de A. ipsilon aos formulados comerciais Agree® (B. thuringiensis var. aizawai
GC-91) e Dipel WP® (B. thuringiensis var. Kurstaki linhagem HD-1), buscando
como uma alternativa de controle que vise sua utilizacdo no manejo integrado

de pragas.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram desenvolvidos nas dependéncias do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico em Manejo Fitossanitario
(NUDEMAFI), sediado no Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE UFES) em Alegre, Espirito

Santo.

2.10BTENCAO E MULTIPLICACAO DE Agrotis ipsilon

Para a realizacdo dos experimentos uma criacdo massal foi estabelecida no
NUDEMAFI, através de insetos cedidos do Nucleo de Estudos em Manejo
Integrado de Pragas Agricolas (AGRIMIP) da Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus Botucatu, Sdo Paulo.

A multiplicacdo dos insetos foi realizada em sala climatizada, com temperatura
de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14h. Onde os adultos
foram mantidos em gaiola de PVC (25 cm de diametro x 25 cm de altura),
revestidas internamente com folha de papel branco, sendo a extremidade
superior fechada com papel toalha e a inferior com um placa quadrada de

isopor (25 cm de lado x 3 cm de espessura), revestida com papel branco.

Como substrato alimentar para os adultos, foi oferecido uma solucado de mel a
10% (m/v) a cada dois dias, por meio de algoddao embebido na solugdo em um
frasco de vidro (5 mL). O papel toalha e o papel interno contendo as posturas

foram trocados a cada dois dias e acondicionados em potes plasticos de 1 L.

Apoés a eclosdo, as lagartas foram transferidas com auxilio de um pincel de
cerdas finas para potes de 50 mL, contendo dieta artificial de Greene et al.
(1976) adaptada e sugerida por Giannasi (2014), onde permaneciam entre o 6°

a 8° dia, e posteriormente foram individualizadas em gerbox redondo (3 cm de
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diametro) contendo um pedaco da dieta mencionada anteriormente, onde
foram mantidas até a fase de pupa.

As pupas coletadas foram transferidas para gaiolas de acrilico até a
emergéncia dos adultos, e apés a emergéncia destes, foram colocados nas

gaiolas de tubo PVC nas condi¢gGes anteriormente citadas.

2.2SUSCETIBILIDADE DE Agrotis ipsilon AO Bacillus thuringiensis

Para os ensaios de suscetibilidade foram utilizados os bioinseticidas comerciais
a base de B. thurigiensis Agree® (B. thuringiensis var. aizawai GC-91, Bio
Controle Métodos de Controle de Pragas Ltda, lote 002-15-8.600 ) e Dipel WP®
(B. thuringiensis var. Kurstaki linhagem HD-1, Sumitomo Chemical do Brasil
Representacdes Ltda, lote 026-13-4106).

O dois produtos foram diluidos em agua destilada estéril, e a concentracédo foi
ajustada para 1,0 x 10® esporos mL™ com o auxilio da camara de Neubauer® e

microscopio optico.

No experimento foram utilizadas bandejas confeccionadas com microtubos de
acrilico (3,0 cm x 2,0 cm de didmetro), em que foi adicionado ¥4 da mesma
dieta empregada na multiplicacdo de A. ipsilon. Posteriormente, foi pipetado
uma aliquota de 50pL da solucéo contendo 1,0 x 102 esporos mL™ sobre as
dietas e apOs a evaporacédo foram inoculadas lagartas de diferentes idades O-
24, 48-72, 96-120, 144-169- e 192-216 horas acondicionadas individualmente

nos microtubos de acrilico.

As idades foram determinadas a partir de pré-testes realizados anteriormente.
Para cada tratamento foram utilizadas 50 lagartas, em que cada grupo de 10
correspondia a uma repeticdo, perfazendo cinco repeticbes com 10 lagartas
cada. O mesmo procedimento foi feito para a testemunha, porém foi utilizado

agua destilada estéril sobre a dieta.
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O experimento foi mantido em camara climatizada (25 + 1 °C, UR de 70 £ 10%
e fotofase de 14h) e avaliado diariamente durante sete dias, utilizando para as

analises a porcentagem da soma total da mortalidade.

Foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x5 ((Produtos + Testemunha) x Idades). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Para verificar o efeito das idades da lagarta de A. ipsilon sobre a mortalidade,
os dados foram submetidos a analise de regressdo. Todas as analises

estatisticas foram realizadas no programa R (TEAM, 2015).

2.3ANALISE DE PROBIT

Para a idade que proporcionou acima de 90% de mortalidade, foi submetida
estimativa da concentragao letal necesséria para matar 50 e 90% (CLsp e CLgp),
sendo as condi¢cdes experimentais foram as mesmas do experimento anterior.
Para cada produto foi utilizado 10 concentracfes espacadas equidistantes por
meio de escala logaritmica, estabelecidas em ensaios preliminares. Para a
testemunha foi utilizado agua destilada estéril. O experimento foi repetido duas

vezes no tempo.

O experimento foi mantido em camara climatizada (25 + 1 °C, UR de 70 £ 10%
e fotofase de 14h), e avaliado diariamente durante sete dias, utilizando para as
andlises estatisticas a soma da mortalidade. As concentragfes letais foram
estimadas usando a andlise de Probit, com a utilizacdo do programa Polo-PC
(Andlise de Probit), conforme HADDAD; MORAES; PARRA (1995).



35

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1SUSCETIBILIDADE DE Agrotis ipsilon AO Bacillus thuringiensis

Os dados da analise de variancia revelaram efeito significativo dos fatores
produtos testados e as diferentes idades a 1% de probabilidade para a
mortalidade das lagartas (Tabelal), procedendo-se assim o desdobramento da

interagéo.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia em relacdo a mortalidade de
diferentes idades lagartas de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera:
Noctuidae) sob produtos a base de Bacillus thuringiensis (Berliner).

Fonte de Variacdo GL? QM? p-value®
Produtos 2 11951,50 0,00
ldades 4 11327,30 0,00
Produtos*Idade 8 2994,20 0,00

CV* 31,99%

! GL: Grau de liberdade; 2 QM: Quadrado médio; ° p-value: Nivel de significancia (<0,01); * CV:
Coeficiente de Variacéo.

A idade das lagartas influencia na mortalidade causada pelos produtos (Figura
2). Na primeira idade testada, 0-24 horas, a mortalidade atingiu préximo a
100% para Agree® e Dipel®. De maneira similar, em outros trabalhos foi
verificado que as lagartas de estadios iniciais sdo mais suscetiveis ao B.
thurigiensis quando comparadas as lagartas de idades mais avancadas das
espéceis de Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae), Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera albula (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Duponchelia fovealis (Zeller) (Lepidoptera:
Crambidae (MORAES; FOERSTER, 2012; LIMA et al, 2010, SALOMAO, 2014;
GONGCALVES, 2015).
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Figura 2. Suscetibilidade de lagartas de diferentes idades de Agrotis ipsilon
(Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) a bioinseticidas a base de Bacillus
thurigiensis Berliner.

A suscetibilidade foi inversamente proporcional em relacdo a idade das
lagartas, em que na medida em que avacou a idade, a suscetibilidade foi
decrescendo. Para ambos os produtos avaliados a mortalidade foi inferior a
15% a partir de 144 horas.

Para porcentagem de mortalidade dos tratamentos dentro dos niveis da idade
das lagartas, pode-se perceber que na idade 0-24 horas ndo obteve diferenca
significativa (p<0,01) (Tabela 2) entre os produtos Agree® e Dipel®, ocasionado
98,00 e 95,78% de mortalidade, respectivamente. Resultados semelhantes
foram observados avaliando-se produtos comercias a base de B. thuringiensis
em lagartas P. xylostella (MORAES; FOERSTER, 2012).

Tabela 2. Porcentagem de mortalidade por bioinseticidas a base de Bacillus
thurigiensis (Berliner) em diferentes idades de Agrotis ipsilon (Hufnagel)
(Lepidoptera: Noctuidae)

Idade das lagartas (Horas)

Tratamento =57 48-72 96-120 144-168  192-216
Testemunha 0,00 Ab 8,00 Ac 2,00 Ab 2,00 Aa 400 Aa
Dipel® 95,78 Aa 6111 Bb 822 Cab 1200 Ca 12,00 Ca
Agree® 98,00 Aa 8400 Aa 2022 Ba 400 BCa 12,00 Ca

Médias seguidas por letras mailsculas nas linhas e mindsculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente a 1% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Nota-se que além da 12 idade testada ser mais suscetivel ao produto, o produto
pode influenciar na mortalidade. Uma vez que na idade 48-72 horas o produto
Agree® diferiu do Dipel®, denotando a maior eficiéncia do Agree® que
apresentou 84% de mortalidade em lagartas de A. ipsilon. E além disso, ndo
obteve diferencga significativa entre as idade 0-24 e 48-72 para o produto
Agree® o que demonstra eficiéncia de tal produto para estas idades.

Nas duas ultimas idades avaliadas ndo se observou diferenca significativa
(p<0,01) entre os produtos e a testemunha, demonstrando que os produtos nao

sdo eficientes em tais idades.

A baixa mortalidade encontrada nas idades avancadas no presente trabalho
pode estar relacionada a algum mecanismo no sistema imunitario que permita
ser menos suscetivel a Bt (EL-AZIZ; AWAD, 2010; BINNING et al, 2014,
WANG; HU; WU, 2015).

Este mecanismo de defesa pode ser atribuido a habitos, alteracdes fisiologicas
e bioquimicas, que podem alterar significativamente a capacidade de ligacdo
das toxinas de B. thuringiensis nas membranas apicais das células do intestino
médio (ABDULLAH et al, 2009; WANG; HU; WU, 2015).

Resultados observados por Lima et al. (2010) e Moraes; Foerster (2012), em
que lagartas de 1° instar de S. frugiperda e P. xylostella, respectivamente,
apresentaram maior suscetibilidade comparadas a lagartas de 3° instar em
produtos comerciais a base de B. thuringiensis, assim como o trabalho de
Kloss (2011), que lagartas de 1° instar de Helicoverpa zea (Boddie)
(Lepidoptera: Noctuidae) foram suscetiveis para alguns isolados e produtos
comerciais a base de B. thuringiensis em que ocorreram 100% de mortalidade,

sendo semelhantes ao resultado encontrado.

Estudos demonstram estirpes de Bt € promissor no controle de lagartas de A.
ipsilon, corroborando com o presente estudo (MENEZES et al., 2010). Ao se
avaliar diferentes formulacdes de produtos comercias a base de Bt, verificou
que alguns produtos causaram entre 20% e 100% de mortalidade das lagartas
de S. albula (GONCALVES, 2015). E a baixa taxa de mortalidade, pode estar

relacionada ao conteudo dos inertes presentes que podem influenciar na
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eficiéncia do produto, pois os produtos testados possuiam as mesmas toxinas
Cry (MOHAN; GUJAR, 2001).

Denota-se assim, a importancia de trabalhos que determinem o nivel de
suscetibilidade de um inseto a um determinado agente patogénico ou da
viruléncia de um patégeno, através de bioensaios laboratoriais e assim
determinar a suscetibilidade entre as diferentes idades do inseto e inferir o
melhor momento de controle (ALVES, 1998; OLIVEIRA, SOSA-GOMEZ, 2015).

Deste modo, pode-se recomendar para as lagartas de 0-24 horas serem
usados quaisquer produtos testados, e o Agree® teve maior efeito sobre as
lagartas de 48-72 horas comparado ao Dipel®.

3.2ANALISE DE PROBIT

As idades que proporcionaram mortalidade superior a 90% (Figura 1), foram
submetidas a bioensaios para estimativa da concentracdo letal (CLso € CLgo),

no qual foi selecionada a idade de 0-24 horas para os dois produtos estudados.

Na estimativa da CLsy € CLgp, cOMm 0 aumento das concentragcdes dos esporos
proporcionou um aumento no nuamero da mortalidade dos insetos,
estabelecendo-se assim, uma relacdo crescente entre a concentracdo de

esporos versus o numero de lagartas mortas.

Os dados se adequaram ao modelo de Probit, apresentando um ¥? né&o
significativo (x* significativo, p> 0,05) (Tabela 2). A curva resposta entre
concentracdo e mortalidade para o Agree®, apresenta maior inclinacdo
comparada ao Dipel® (1,46 e 1,27, respectivamente), demonstrando que
pequenas variagdes da concentracdo do produto promovem grandes variagdes
na mortalidade, onde a populacdo de insetos responderam de forma mais
homogénea ao Agree® que ao Dipel® (ATKINS; GREYWOOD; MACDONALD,
1973).
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Tabela 3. Inclinacdo da curva e estimativa da CLsp € da CLgy de inseticidas a
base de Bacillus thuringiensis Berliner em lagartas de 0-24 horas de Agrotis
ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae)

Produto N? GL® Slop.+EP* Clso’ (IC°95%) Clgg® (IC°95%) x2

o 9,8x10° 7,4x10°
Agree® 556 5 1,46%0,14 5 5 5 ;
(6,3x10°-1,4x10°% (4,7x10°-1,4x10")

1,3x10° 1,4x10’

Dipel® 667 6 1,27+0,11 s . . ,
(9,9x10%1,8x10% (9,8x10°2,2x10")

! Produto: Produtos a base de Bt; > N: nimero de observacdes; °> Gl: graus de liberdade; *
Slop.+EP: Inclinacdo da curva + erro padrdo; > CL: Concentracdo letal (esporos mL™); °® IC:
Intervalo de confiancga (p<0,05); "% Qui-quadrado.

A concentracao letal necessaria para ocasionar 50% e 90% de mortalidade da
populacdo de A. ipsilon foi de 9,8x10° e 7,4x10° esporos mL™ para Agree® e
1,3x10° e 1,4x10" esporos mL™ para o Dipel®. Apesar de ndo haver diferenca,
pelo intervalo de confianca, entre os valores de CLs e da CLgo dos produtos, a

razao entre o Dipel® eo Agree® foi de 1,33 e 1,89 para a CLsp e CLgo,

Valores similares foram encontrados para outras pragas por Santos et al.
(2009) e Saloméo (2014), testando isolados e produtos comerciais a base de B.

thuringiensis, respectivamente.

Desta forma, outros testes podem ser realizados para a escolha do mais
adequado, como por exemplo, seletividade a inimigos naturais, atuacdo dos
produtos a campo exposto as condicdes ambientais e viabilidade econémica do
produto.

Os resultados encontrados demonstram que os dois produtos comerciais a

base de B. thuringiensis sdo alternativas viaveis para o controle de A. ipsilon.
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. CONCLUSAO

Os dois produtos avaliadados promoveram a mortalidade das lagartas
de A. ipsilon.
A acéo de eficiéncia do Agree® foi maior que do Dipel®.

N&o houve diferenca entre a CLsp e ClLgp dos produtos avaliados.
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CAPITULO Il

PERSISTENCIA DE Steinernema carpocapsae (WEISER) (RHABDITIDA:
STEINERNEMATIDAE) E Steinernema feltiae (FILIPJEV) (RHABDITIDA:
STEINERNEMATIDAE) NO SOLO SOB Agrotis ipsilon (HUFNAGEL)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

As lagartas de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) possuem o
habito de ficar enterradas ou abaixo dos restos culturais, proximas das plantas
alvo. Mediante este habito, uma das formas de controlar a praga € o uso de
Nematoides Entomopatogénicos (NEPs) (Rhabditida: Steinernematidae e
Heterorhabditidae), tendo como caracteristica vantajosa a ndo acao sobre
inimigos naturais, ndo contaminacdo do meio ambiente e do homem e serem
persistentes no solo por determinado periodo de tempo, o que assegura o
controle sobre as pragas mesmo por dias apos sua aplicacdo no solo. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a persisténcia da patogenicidade de
duas espécies de NEPs, Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida:
Steinernematidae) e Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida:
Steinernematidae), aplicados no solo sobre lagartas de A. ipsilon. Foi avaliado
duas espécies de NEPs na concentracéo de 150 Jis cm™ (para testemunha foi
utilizado agua destilada) em vasos de 2,5 L preenchidos com solo. Foi
inoculado cinco lagartas por vaso em 0, 2, 4, 6, e 8 dias ap0s a aplicacao dos
tratamentos e avaliado a mortalidade durante cinco dias. Nao houve diferenga
da mortalidade entre os dias de inoculacdo, em que obteve-se acima de 90%

mortalidade para ambas as espécies.

Palavras-chave: Juvenis infectivos. Insecta. Controle biologico.
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PERSISTENCE OF Steinernema carpocapsae (WEISER) (RHABDITIDA:
STEINERNEMATIDAE) AND Steinernema feltiae (FILIPJEV) (RHABDITIDA:
STEINERNEMATIDAE) IN SOIL UNDER Agrotis ipsilon (HUFNAGEL)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT

The black cutworms, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), have
the habit to stay buried or under crops, close to the target plant. Through this
habit, one of the ways to control the pest is using entomopathogenic nematodes
(EPNs) (Rhabditida: Steinernematidae and Heterorhabditidae), which have an
advantageous characteristic of not acting upon natural enemies, do not
contaminate the environment and humans, and are persistent in the soil for a
certain period of time, that ensures the pest control even after days of its use in
soil. The objective of this study was the evaluate the pathogenicity persistence
of two EPNs species, Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida:
Steinernematidae) and  Steinernema  feltiae  (Filipjev) (Rhabditida:
Steinernematidae), applied to the soil on top of the A. ipsilon cutworms. Two
EPNs species were tested in a concentration of 150 Jis cm? (distilled water
was used for control) in pots filled with 2.5 L of soil. Five black cutworms were
inoculated per pot 0, 2, 4, 6 and 8 days after applying the treatments and
evaluated the mortality during five days. There was no difference in the mortality
between inoculation days, which was obtained above 90% of mortality for both

species.

Keywords: Infective juveniles. Insecta. Biological control.
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1. INTRODUCAO

A lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma
praga de habito noturno, que durante o dia as lagartas ficam enterradas ou
abaixo dos restos culturais, proximas das plantas alvo(LINK; PEDROLO, 1987;
MELO, 2013). Mediante esse habito torna-se dificil a implementacdo de

sistemas me manejo de pragas.

Devido ao habito da lagarta de A. ipsilon de viver no solo, o uso de Nematoides
Entomopatogénicos (NEPs) (Rhabditida: Steinernematidae e
Heterorhabditidae) pode ser eficiente em um sistema de manejo. Estes tém
como uma caracteristica vantajosa de ndo causarem efeitos negativos sobre
inimigos naturais e ndo contaminar 0 meio ambiente e 0 homem (EBSSA;
KOPPENHOFER, 2012).

Os NEPs sao parasitas de insetos e estabelecem uma relagcao simbidtica com
bactérias, que é o agente patogénico. Os nematoides ao penetrarem no interior
da hemocele do inseto, liberam as células bacterianas na hemolinfa onde
produzem toxinas, capazes de matar o hospedeiro dentro de 48 horas
(BATHON, 1996; VOSS et al., 2011; EBSSA; KOPPENHOFER, 2012). Sua
alimentacéo ocorre através dos nutrientes liberados na digestao dos tecidos do
inseto e das proprias bactérias que proliferam no cadaver do inseto. Quando
eles consomem por completo, saem a procura de novos hospedeiros
(ALMENARA et al., 2010).

Esses agentes de controle bioldégico se destacam ainda, pelo potencial de
persisténcia no solo por determinado periodo de tempo, 0 que assegura o
controle sobre as pragas mesmo por dias ap6s sua aplicacdo no solo, o que
garante essa persisténcia, ao juvenil infectante (JI), € devido a presenca de
duas cuticulas superpostas, serem tolerantes a diferentes produtos
fitossanitarios e fertilizantes (KAYA; GAUGLER, 1993; GREWAL et al., 2001,
KOPPENHOFER; GREWAL, 2005)

Apesar de sua grande potencialidade, pesquisas com esse agente de controle
biolégico sdo escassas, além de estudos que evidenciem a persisténcia dos

NEPs no solo para auxiliar no manejo de pragas. Desse modo, o objetivo do
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presente trabalho é avaliar a persisténcia da patogenicidadeéncia das espécies
de NEPs, Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) e

Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae), aplicados no solo.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram desenvolvidos nas dependéncias do Nucleo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico em Manejo Fitossanitario
(NUDEMAFI), sediado no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE UFES) em Alegre, Espirito

Santo.

2.10BTENCAO E MULTIPLICACAO DE Agrotis ipsilon

Para a realizacdo dos experimentos uma criacdo massal foi estabelecida no
NUDEMAFI, através de insetos cedidos do Nucleo de Estudos em Manejo
Integrado de Pragas Agricolas (AGRIMIP) da Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus Botucatu, Sdo Paulo.

A multiplicacdo dos insetos foi realizada em sala climatizada, com temperatura
de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14h. Onde os adultos
foram mantidos em gaiola de PVC (25 cm de diametro x 25 cm de altura),
revestidas internamente com folha de papel branco, sendo a extremidade
superior fechada com papel toalha e a inferior com um placa quadrada de

isopor (25 cm de lado x 3 cm de espessura), revestida com papel branco.

Como substrato alimentar para os adultos, foi oferecido uma solucado de mel a
10% (m/v) a cada dois dias, por meio de algodao embebido na solucdo em um
frasco de vidro (5 mL). O papel toalha e o papel interno contendo as posturas

foram trocados a cada dois dias e acondicionados em potes plasticos de 1 L.

Apods a eclosao, as lagartas foram transferidas com auxilio de um pincel de
cerdas finas para potes de 50 mL, contendo dieta artificial de Greene et al.
(1976) adaptada e sugerida por Giannasi (2014), onde permaneciam entre o 6°

a 8° dia, e posteriormente foram individualizadas em gerbox redondo (3 cm de
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diametro) contendo um pedaco da dieta mencionada anteriormente, onde
foram mantidas até a fase de pupa.

As pupas coletadas foram transferidas para gaiolas de acrilico até a
emergéncia dos adultos, e apés a emergéncia destes, foram colocados nas

gaiolas de tubo PVC nas condi¢bes anteriormente citadas.

2.2PERSISTENCIA DE Steinernema carpocapsae E Steinernema feltiae
NO SOLO E EFEITO EM Agrotis ipsilon

Os experimentos de persisténcia dos NEPs em solo e o efeito sobre a

mortalidade foi realizado em condicfes de temperatura de 21,5+4,7 °C.

Foram avaliadas espécies de NEPs, S. feltiae e S. carpocapsae, cedidos pela
empresa KOPPERT Biological Systems. A determinacdo da concentracédo de
nematoides foi baseada nos resultados obtidos por Giannasi (2014), com S.

carpocapsa sobre A. ipsilon em casa de vegetacao.

A concentracdo ajustada foi de 150 JIs cm™, para ambas as espécies e
aplicado com uma pipeta no volume de 5 mL por vaso. Na testemunha foi
utilizada a mesma metodologia, porém foi aplicado somente 4gua destilada.
Cada tratamento utilizou 10 vasos (repeticdes) de 2,5 L, preenchidos com solo
na propor¢do 3:1:1,5 (solo:esterco:areia), umedecidos com agua destilada

durante o experimento.

ApOs a aplicagdo das concentragdes foram liberadas cinco lagartas entre 3° e
49 instar, colocadas individualmente em eppendorf com 10 furos para permitir a
entrada dos NEPs.

Para avaliar a persisténcia da patogenicidade foram inoculadas no solo as
lagartas em 0, 2, 4, 6, e 8 dias ap0s a aplicacao dos tratamentos e retiradas do
solo, apdés 48 horas de exposicdo. Posteriormente foram transferidas para

gerbox quadrado (11x 11 x 3,5 cm) contendo dieta artificial, para a verificagéo
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da suscetibilidade das lagartas aos nematoides durante cinco dias, sendo

verificado o niUmero de lagartas mortas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema de parcelas subdividida no tempo 3X5 ((produtos + testemunha) X

inoculagdes).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias do fator
produto comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Todas as andlises

estatisticas foram realizadas no programa R (TEAM, 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da anélise de variancia nao revelaram efeito significativo dos fatores
produtos testados e ao tempo de inoculacdo a 1% de probabilidade para a
mortalidade das lagartas (Tabela 4). Observou que dentre os tratamentos

(nematoides) houve diferenca significativa.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia em relacdo a mortalidade de
lagartas de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) inoculadas em
diferentes tempos sob nematoides entomopatogénicos.

Fonte de Variacédo GL! QM? p-value®
Tratamento 2 153280 0,00
Erro a 27 33
Inoculacéo 4 91 0.07614
Tratamento*Inoculacdo 8 74 0.08811
Errob 108 42
Total 149

CV* parcela: 8,91%
CV subparcela: 9,96%

! GL: Grau de liberdade; > QM: Quadrado médio; ° p-value: Nivel de significAncia
(<0,01); CV: Coeficiente de Variagao.

A persisténcia e a eficacia de agentes biolégicos no ambiente garante o
sucesso do seu emprego em programas de controle bioldgico (ALVES, 1988).
No presente estudo, pode se observar que os NEPs foram persistentes por oito
dias (periodo total de avaliacdo) de inoculacéo das lagartas, demonstrando que
as espécies estudadas foram eficientes no controle, onde a mortalidade foi
acima de 90% em todo o experimento (Tabela 5). Assim como estudos com S.
carpocapsae e S. feltiae em campos de golfe, demonstraram que os Jl
aplicados sobre o solo podem persistir e matar lagartas de A. ipsilon até 47
dias apos a aplicacdo (EBSSA; KOPPENHOFER, 2011).
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Tabela 5. Porcentagem de mortalidade de Agrotis ipsilon (Hufnagel)
(Lepidoptera: Noctuidae) por nematoides entomopatdgenicos
Dias de inoculacao

Tratamenos 1 5 3 2 5
Steinernema carpocapsae 94,0a 100,0a 100,0a 940a 96,0a
Steinernema feltiae 940a 100,0a 98,0a 100,0a 92,0a
Testemunha 20Db 0,0b 0,0b 25b 0,0b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

De modo diferente, Leite et al., (2007) ao avaliar a persisténcia de NEPss em
substratos organicos, perceberam que 15 dias apés a aplicacdo nao foi
virulento a Bradysia mabiusi (Lane) (Diptera: Sciaridae). JA& Wilsom Gaugler
(2004) relataram que a mortalidade de Galleria mellonella decresceu

drasticamente a partir do 5° dia de avaliacéo.

Entre os fatores que influenciam a persisténcia dos nematoides no solo,
destaca-se a temperatura, umidade, textura do solo, radiacdo ultravioleta e
presenca de hospedeiro (SHAPIRO-ILAN et al., 2006). A temperatura ideal
para sobrevivéncia dos nematoides no solo e que levem a melhores resultados
é entre 15°C a 28°C (GREWAL; SELVAN; GAUGLE; 1994; AKHURST; SMITH,

2002), e temperatura obtida no presente trabalho ficou dentro deste intervalo.

A umidade do solo também pode ter influenciado na patogenicidade dos
nematoides, uma vez que o solo foi mantido Umido durante o experimento,
proporcionando assim condicfes para 0s nematoides se locomoverem e se
manterem viaveis (GRANT; VILLANI, 2003; ROHDE et al., 2010).

Estudos demonstram que os NEPs tem potencial de manejo em A. ipsilon,
causando mortalidades superiores a 90% em lagartas (SEAL; JHA; LIU, 2010;
EBSSA; KOPPENHOFER, 2011; EBSSA; KOPPENHOFER, 2012; GIANASI,
2014).

Com os dados obtidos é possivel enfatizar que as duas espécies estudadas, S.
carpocapse e S. feltiae, apresentam uma alta patogenicidade para A. ipsilon,
permitindo dizer que apresentam eficiéncia no manejo dessa praga e que por
oito dias, apOs a aplicacdo, essa patogenicidade persiste no solo. Contudo,
mais estudos devem ser realizados para verificar por quanto tempo estas

espécies podem permanecem ativas no solo.
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. CONCLUSAO

Os nematoides entomopatdgenicos, S. carpocapse e S. feltiae, séo

patogénicos as lagartas de A. ipsilon.
Os nematoides entomopatogenicos, S. carpocapse e S. feltiae,

permaneceram patogénicos no solo por oito dias ap0s a aplicacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A lagarta rosca, A. ipsilon, causa grandes perdas em diversas culturas e
reduzem o stand destas, tornado-se assim, de grande importancia estudos que
fornecam novas ferramentas a serem utilizadas no manejo integrado de praga,

uma vez que ha um uso indiscriminado de insetidas no controle desta praga.

O presente trabalho verificou-se, em nivel de laboratorio, que os bioinseticidas
Agree® e Dipel® foram promissores em lagartas de 0-24 horas e o Agree® teve
maior efeito sobre as lagartas de 48-72 horas comparado ao Dipel®.

As duas espécies de nematoides entomopatogénco estudadas, S. carpocapse
e S. feltiae, apresentam uma alta patogenicidade e eficiéncia para A. ipsilon, e

permanecem patogenicos por oito dias, apds a aplicagao.

Os resultados encontrados demonstram que os dois bioinseticidas e o0s
nematoides entomopatogénco sdo alternativas viaveis para 0 manejo de A.

ipsilon.



