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APRESENTACAO

O e-book “Entomologia: Estudos sobre a biodiversidade, fisiologia, controle e
importancia médica dos insetos 2” é composto por sete capitulos, que abordam temas
relevantes sobre diversos insetos que causam danos a vegetais, incluindo os que séo
de importéancia econémica, uso adequado e cauteloso de agrotdxicos, além de estudo de
caso de cultivo de bioagentes para controle de pragas. E fundamental que os incentivos
financeiros sejam devidamente aplicados no avangco de conhecimento cientifico para
politicas publicas associadas ao manejo adequado em um contexto econémico, médico e
veterinario.

Nesse contexto, o capitulo | apresenta as estimativas do tempo de desenvolvimento
de Amblypelta nitida (Hemiptera: Coreidae), um fruitspotting bug (FSB) nativo da Australia
que ataca principalmente macadamia, citros, abacate, pinha, lichia, maracuja, mamao
e manga. O tempo de desenvolvimento foi estimado com base nas demandas térmicas
ovo-adulto. Identificar anualmente o ciclo desses insetos é fundamental para defesa das
plantas atacadas. O capitulo Il identifica a sele¢cdo de principios ativos de agrotéxicos
para o uso de controle quimico para o manejo sustentavel de Anastrepha curvicauda
Gertaecker, 1860 (syn. Toxotrypana curvicauda) (Diptera: Tephritidae) em cultivo de maméao
no Brasil. Sem duvida essa abordagem auxilia nos planos futuros de enfrentamento no
controle da sua entrada no pais e também no uso adequado e cauteloso de substancias
que podem ser prejudiciais ao meio ambiente se ndo manejado de forma adequada. O
capitulo Il sintetiza estudos de aplicacdo de terapia fotodindmica antimicrobiana contra
diversos patégenos. Um organismo modelo é Galleria mellonella, um lepidoptero da familia
Pyralidae, com grande destaque nas pesquisas envolvendo essa abordagem. O capitulo
IV avalia rela¢des e variagdes no tamanho corporal do inseto Hedypathes betulinus Klug
(1825) (Coleoptera: Cerambycidae. Esse estudo tem implicagbes importantes em um
contexto ecolégico e econdmico uma vez que o inseto causa a broca da erva-mate. O
capitulo V demonstra que Scirtothrips dorsalis Hood, 1919 (Thysanoptera: Thripidae) é um
inseto polifago que ataca plantas de importancia econdmica, e que ja causou viroses na
Ameérica do Sul, por isso prospectar informagdes preventivas sobre o inseto € fundamental
para estabelecer estratégias de manejo. Foram estimadas as quantidades de geracdes
do inseto sujeitas aos desenvolvimentos nos periodos de maior disponibilidade de flores/
frutos da macadamia. O Capitulo VI aborda a importancia de aproximar a populagéo dos
conhecimentos sobre a doenca de Chagas, considerada infecciosa parasitaria, orientando
como evitar a disseminacdo desse vetor, bem como destaca a importancia de uma
vigilancia entomologica efetiva. Por fim, o capitulo VII demonstra resultados promissores
com cultivo de bioagentes como Nematoides entomopatogénicos (NEPs) que séo parasitas
obrigatérios de insetos e podem ser usados como ferramentas no controle de pragas de



importancia agricola, médica e veterinaria.
Esse conjunto de artigos publicados pela Atena Editora traz temas atuais e
relevantes.

A vocé leitor e leitora, desejamos uma excelente leitura!

José Max Barbosa Oliveira-Junior

Lenize Batista Calvao
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RESUMO: Nematoides entomopatogénicos
(NEPs) séo parasitas obrigatorios de insetos e
demonstram alta eficiéncia quando utilizados
no manejo pragas agricolas e florestais. A
multiplicagdo massal desses organismos pode
ser realizada em sistemas de producgéo in vitro
ou in vivo. Na producéo in vitro os nematoides
sdo multiplicados juntamente com a bactéria
simbionte em tanques de fermentagdo com meio
nutritivo artificial e controlado. Para a producéo
in vivo sdo utilizados insetos hospedeiros sadios
e suscetiveis, os quais sdo a fonte de nutricéo
e ambiente para a reproducéo dos nematoides.
Muitos insetos foram estudados para serem
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empregados na producgéo in vivo de NEPs, com
destaque para o hospedeiro padrdo Galleria
mellonella, o qual é altamente produtivo. Os
resultados para a utilizacdo de NEPs no Brasil
sdo promissores, contudo, a falta de incentivo
financeiro debilita as pesquisas e retarda
o avanco do pais para o emprego desses
bioagentes no controle de pragas de importancia
agricola, médica e veterinaria.
PALAVRAS-CHAVE: Agentes de
biol6gico. Manejo de pragas.
Multiplicagdo massal.

controle
Simbiose.

ENTOMOPATOGENIC NEMATOID: A
SUMMARY

ABSTRACT: Entomopathogenic nematodes
(ENPs) are obligate parasites of insects and
demonstrate high efficiency when used in
agricultural and forestry pest management.
Mass multiplication of these organisms can
be carried out in in vitro or in vivo production
systems. In in vitro production, nematodes are
multiplied together with the symbiotic bacteria in
fermentation tanks with an artificial and controlled
nutrient medium. For in vivo production, healthy
and susceptible host insects are used, which are
the source of nutrition and environment for the
reproduction of nematodes. Many insects have
been studied to be used in the in vivo production
of EPNs, especially the standard host Galleria
mellonella, which is highly productive. The results
for the use of EPNs in Brazil are promising,
however, the lack of financial incentive weakens
research and delays the country’s progress in the
use of these bioagents in the control of pests of
agricultural, medical and veterinary importance.
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11 INTRODUGCAO

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) sé@o parasitas obrigatérios de
insetos e possuem relagdo simbionte com bactérias entomopatogénicas. Pertencem as
familias Steinernematidae, composta pelos géneros Steinernema e Neosteinernema, e
Heterorhabtidae, composta pelo género Heterorhabditis (ADANS; NGUYEN, 2002).

A primeira descricdo desses organismos foi realizada no ano de 1923 e, desde
entdo, foram descritas 118 espécies de Steinernema e 20 espécies de Heterorhabditis
(HUNT; SUBBOTIN, 2016).

Os NEPs sao eficientes no manejo de pragas que possuem pelo menos um estadio
do ciclo de vida no solo, e ainda, insetos de parte aérea das plantas. No entanto, a rapida
dissecacdo na superficie foliar € um fator limitante. Sdo eficazes e seguros ao meio
ambiente e organismos nao alvo, e podem ser multiplicados em larga escala (LACEY;
GEORGIS, 2012; TESTA; SHIELDS, 2017).

21 ASSOCIACAO SIMBIONTE COM BACTERIAS

As bactérias entomopatogénicas sdo especificas de acordo com o género e espécie
do NEP. As espécies do género Heterorhabditis tém associagdo com bactérias do género
Photorhabdus, carregando-as na regiao anterior do intestino, enquanto espécies do género
Steinernema possuem associagdo com bactérias do género Xenorhabdus, carregando-
as em uma vesicula na regidao mediana do intestino (BIRD; AKHURST, 1983; BOEMARE;
LAUMOND; MAULEON, 1996).

A dependéncia do nematoide pelas bactérias entomopatogénicas esté relacionada
a funcdo das mesmas em matar o hospedeiro, transformar seus tecidos em fonte de
alimento, disponibiliza-lo como recurso alimentar e propiciar um ambiente adequado para
reproducdo, por produzirem antibiéticos e outros metabolitos secundarios que protegem o
cadaver do desenvolvimento de microrganismos oportunistas e competidores. Por outro
lado, a dependéncia da bactéria pelos nematoides relaciona-se a disseminacgéo e protecao,
tanto do ambiente externo quanto do sistema imunolégico do hospedeiro (STOK; BLAIR,
2008).

31 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida dos NEPs é caracterizado pelos estadios de ovo, juvenil (J1, J2, J3
e J4) e adulto, os quais se desenvolvem dentro do hospedeiro. O juvenil infectante (juvenil
de estadio 3) € o unico estadio de vida livre e o responsavel por localizar e infectar novos
hospedeiros (ADANS; NGUYEN, 2002) (Figura 1).
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Figura 1. Juvenis infectantes de nematoides entomopatogénicos. Fotografia obtida em microscédpio
oOptico (objetiva com aumento de 200x).

Os juvenis infectantes (JIs) penetram no hospedeiro pela cavidade oral, anus
e espiraculos, ou através do tegumento, como acontece com espécies do género
Heterorhabditis, que possuem a extremidade anterior projetada e queratinizada, a qual
utilizam para perfurar a cuticula do hospedeiro (KOPPENHOFER; GREWAL; FUZY, 2007).

Uma vez dentro do hospedeiro, os juvenis precisam alcangcar a hemolinfa para
liberarem a bactéria simbionte, que produzira toxinas responsaveis por provocar a morte
do inseto em um intervalo de 24-72 horas. Concomitante a morte do inseto, o ciclo de
desenvolvimento do JI é retomado (DILMAN; STERNBERG, 2012).

Em Steinernematidae, o JI se alimenta das bactérias e dos subprodutos por elas
produzidos, muda para o 4° estadio, e depois para machos e fémeas da primeira geragao,
0s quais se acasalam. As fémeas produzem ovos dos quais eclodem os juvenis de 1°
estadio, seguindo-se do 2°, 3°, 4° estadios e fémeas e machos da segunda geracao, que
se acasalam e dao origem a prole de terceira geragcdo. Em Heterorhabditidae, o ciclo é
semelhante, diferindo-se em relagdo a primeira geragdo de adultos, a qual € composta
somente por fémeas hermafroditas (NGUYEN; SMART JUNIOR, 1992; SMART JUNIOR,
1995).

Na terceira geragcéo, quando, geralmente, os recursos nutricionais do cadaver se
esgotam, os juvenis de 2° estadio incorporam células da bactéria simbionte e mudam para
0 3° estadio de JI, mas retém a cuticula do 2° estadio, como uma bainha de protec¢éao, e por
fim, saem do cadaver em busca de novos hospedeiros (SMART JUNIOR, 1995) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos, modificado de Dilman et al., 2012.

O periodo que compreende a entrada do JI no hospedeiro e a emergéncia da nova
geracgédo de JI € de 12 — 15 dias, variando de acordo com as espécies associadas e fatores
abiodticos como temperatura (DEVI, 2018).

41 SOBREVIVENCIA

Ao sairem do cadaver, os Jls retornam ao solo, local onde permanecem até
encontrarem um novo hospedeiro. Os JIs ndo se alimentam e a sobrevivéncia no ambiente
€ dependente das taxas metabdlicas e dos niveis de energia iniciais que armazenaram
durante o desenvolvimento dentro do Ultimo cadaver. A energia dos JIs provém 60% do
metabolismo de lipidios e esta proporcionalmente relacionada a sobrevivéncia e capacidade
infectante (HATAB et al., 1998).

Para sobreviver em condicbes de estresse ambiental, os nematoides podem
manifestar estratégias de migragdo, afastando-se da condi¢cdo adversa, adaptacdo ou
sincronizagao do ciclo de vida com o do hospedeiro. Os Jls podem persistir no solo por
mais de 400 dias, de acordo com a espécie ou linhagem, densidade do hospedeiro no
ambiente e de fatores ambientais, tanto abi6ticos, como temperatura, umidade, luz
ultravioleta, pH, teor de matéria organica e tipo de solo, quanto biéticos, como patdégenos
e predadores (TOLEDO et al., 2014; SHAPIRO-ILAN; HAZIR; LETE, 2015; WILSON et al.,
2016; HELMBERGER et al., 2017).

51 ESTRATEGIAS DE BUSCA

As estratégias para encontrar novos hospedeiros variam de acordo com as espécies
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de NEPs. O habito de forrageamento dos JIs pode ser classificado em “ambusher” e/ou
“cruiser”. O tipo “ambusher” utiliza a estratégia “sentar e esperar’, permanece em pé
sobre a calda, comportamento denominado nictacdo, e espera até que um hospedeiro se
aproxime, enquanto o tipo “cruiser” procura ativamente os hospedeiros pelo solo. Contudo,
também existem espécies que apresentam habito intermediario (BAL et al., 2017).

Os NEPs também possuem quimiorreceptores que captam compostos volateis,
principalmente dioxido de carbono, liberado pelas trocas gasosas do inseto, que os
direcionam para os hospedeiros, assim como, volateis que sdo emitidos por raizes de
plantas em resposta ao ataque de insetos (ENNI et al., 2010; TURLINGS; HILPOLD;
RASMANN, 2012).

61 U'I:ILIZA(;AO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS NO CONTROLE
BIOLOGICO DE PRAGAS

Apesar de terem sido descobertos em 1923, a primeira comercializagdo de
NEPs ocorreu ap6s 60 anos e, atualmente, treze espécies dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis sdo produzidas e comercializadas no mundo (LACEY et al.,, 2015). O
aumento da demanda de NEPs impulsiona investimentos na construgao de biofabricas, as
quais estdo localizadas atualmente na Asia, América do Norte e Europa, num total de 12
grandes empresas (LACEY et al., 2015).

Os NEPs séo eficazes no controle de pragas e podem ser utilizados em cultura pura,
ou em combinagdo com inseticidas quimicos ou com outros agentes de controle microbiano,
de modo a maximizar os resultados dentro de um programa de manejo (NIEKERK; MALAN,
2015; SHAPIRO-ILAN et al., 2016; SHAURUB et al., 2016; KARY et al., 2018).

A adequacéo da espécie de NEP a ser utilizada estd em funcéo da suscetibilidade e
comportamento da praga. Para insetos ativos e sobre a superficie do solo é recomendado
se utilizar NEPs com habito ambusher, e para insetos que estao sob o solo ou em ambientes
cripticos, NEPs com habito cruiser terdo maior sucesso para encontra-los (MORTON et al.,
2008).

Os NEPs podem ser aplicados com equipamentos comuns de aplicagdo de
inseticidas quimicos, como pulverizadores pressurizados ou eletrostaticos, e também por
meio de irrigagédo por gotejamento ou cadaveres de insetos previamente infectados, sendo
que, para aplicagdo em suspensdo aquosa, varias formulagdes podem ser utilizadas como
em argila, vermiculita, carvado ativado e granulos dispersos em agua (VALLE et al., 2009;
SHAPIRO-ILAN; HAN; DOLINSKI, 2012).

Trabalhos com a amostragem de NEPs em territério nacional tém sido realizados de
modo a encontrar espécies com potencial para o controle bioldgico e incentivar a utilizagao
desses organismos no manejo de pragas com espécies nativas, adaptadas a entomofauna
e condi¢bes edafoclimaticas regionais (DOLINSKI; MOINO JUNIOR, 2006; BRIDA et al.,
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2017).

Foram descritas 11 espécies e 56 linhagens de NEPs em territorio nacional, as quais
tém mostrado potencial para o controle biol6gico, como € o caso da espécie Heterorhabditis
baujardi LPP7 (Rondénia-BR) (DOLINSKI et al., 2017). A linhagem H. baujardi LPP7 foi
utilizada em um trabalho de campo realizado pela pesquisadora Claudia Dolinski, que
implementou um programa de manejo do gorgulho da goiabeira (Conotrachellus psidii)
com produtores de Cachoeira de Macacu, Rio de Janeiro-BR. Nesse programa, além de
praticas culturais, foram distribuidos 20 cadaveres de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae) previamente infectados com juvenis do NEP a cada 9 m?, o que resultou na
reducdo de 80% da populacdo de adultos da praga (DOLINSKI et al., 2008; DOLINSKI;
CHOO; DUNCAN, 2012).

Os resultados para a utilizagdo de NEPs no Brasil séo promissores, contudo, a falta
de incentivo financeiro debilita as pesquisas e retarda o avango do pais para o emprego
desses bioagentes do controle de pragas de importancia agricola, médica e veterinéaria
(DOLINSKI et al., 2017).

71 SISTEMAS DE PRODUCAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

Os sistemas de producéo de NEPs podem ser de in vivo ou in vitro, cada qual com
vantagens e desvantagens (Tabela 1).

Sistemas de producgéo

In vivo In vitro-meio s6lido In vitro-meio liquido
Dispendio de capital Baixa Intermediario Alta
Especializagéo técnica Nominal Intermediaria Ampla
Obtencéo de qualidade Facil Dificil Dificil
Mé&o-de-obra Alta Intermediaria Baixa
Economia de escala Baixa Intermediaria Alta
Facilidade de adaptagéo a novas Facil Dificil Dificil

espécies

Tabela 1. Comparagéo entre os sistemas de produgéo de nematoides entomopatogénicos

Adaptada de Shapiro-llan, Han e Qiu, 2014.

7.1 Producao in vitro

A producéo in vitro de NEPs baseia-se na introdugéo de juvenis em uma cultura
pura da bactéria simbionte em um meio nutritivo estéreo. O meio contém ingredientes que
evitam contaminagdo com bactérias indesejaveis, retém a bactéria simbionte e fornece

todos os nutrientes necesséarios para a multiplicagdo dos nematoides (DEVI, 2018)
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(Figura 4).

O cultivo dos nematoides nesse método pode ser em meio sélido ou liquido, o qual
€ esterilizado, inoculando-se a bactéria simbionte e, posteriormente, os nematoides, cuja
produtividade é influenciada diretamente pela concentracdo de nutrientes do meio, e a
colheita € realizada ap6s duas a cinco semanas (LEITE et al., 2016).

A producdo em meio sélido € realizada em recipientes do tipo Erlemmeyers, e em
meio liquido, é realizada em biorreatores de ago inoxidavel de até 100.000 litros, com
controle de pH, temperatura e agitagéo constante, de modo a suprir a demanda por oxigénio
dos NEPs (Figura 4) (DEVI, 2018).

Figura 3. Cultivo de Heterorhabditis. bacteriophora em meio liquido. A esquerda encontra-se um
fermentador com o meio liquido antes da inoculagcdo com a bactéria simbionte Photorhabdus, e a
direita, 0 mesmo meio, ap6s 21 dias de cultivo dos nematoides (INMAN; SINGH; HOLMES, 2012).

O conhecimento da biologia do nematoide, assim como da bactéria simbionte, € de
extrema importancia, pois cada género e/ou espécie tem caracteristicas especificas, o que
resultard no sucesso ou fracasso desse sistema de producao (DEVI, 2018).

Apesar da alta produtividade e baixa demanda de méo de obra, a producéo in vitro
ainda é restrita, pois demanda de altos investimentos, mao de obra especializada, além da
dificil adaptacgéo as diferentes espécies de NEPs (SHAPIRO-ILAN; HAN; QIU, 2014).

7.2 Producgao in vivo

Consiste em um sistema bidimensional que utiliza hospedeiros vivos e sadios para
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a multiplicacdo dos NEPs. Geralmente, segue as etapas de inoculagdo do hospedeiro com
0 nematoide, colheita, concentracdo e descontaminagéao.

Ainoculacéo pode ser realizada por imerséo, pulverizagao ou aplicando a suspensao
sobre um substrato condutor. Apés um intervalo de 2 a 5 dias, os cadaveres sao recolhidos
e dispostos em armadilhas do tipo “White”, por meio das quais os JIs migram do cadaver
para a 4gua (Figura 3) (WHITE, 1927; SHAPIROILAN et al., 2002).

Figura 4. Armadilha de White (1927) modificada, constituida de anel de PVC (25 mm de didametro e 50
mm de altura), papel filtro e agua.

As principais despesas para a produc¢éo in vivo incluem os insetos hospedeiros e a
ma&o de obra (Shapiro-llan et al., 2014). Tecnologias para reduzir a mao de obra e promover
uma escala de producdo massal foram desenvolvidas e aprimoradas, como € o caso do
método LOTEK, no qual as etapas de colheita, separacédo e limpeza sdo automatizadas
para reduzir custos (GAUGLER et al., 2002).

A escolha da espécie hospedeira e do nematoide a ser produzido € dependente,
principalmente, do rendimento de JIs por custo do hospedeiro e adequacgdo da espécie
do nematoide ao inseto praga alvo. O hospedeiro deve ser suscetivel, ter alto potencial
reprodutivo e multiplicado facilmente com a utilizacao de materiais de baixo custo (COSTA;
DIAS; MORENZ, 2007).

A qualidade do hospedeiro € um dos fatores limitantes, pois quanto maior for o
recurso nutricional do inseto para o NEP, maior serd a produtividade e qualidade dos
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nematoides produzidos (FLANDERS; MILLER; SHIELDS, 1996).

O teor de lipidio € um dos principais fatores que propiciam qualidade ao meio de
cultivo, visto que se a fonte de lipidio for insuficiente a demanda dos nematoides, ocorrera
a producgéo subdtima de Jls, além de poder afetar a persisténcia e desempenho dos JIs em
infectar novos hospedeiros (HATAB; GAUGLER, 2001).

A espécie G. mellonella € o hospedeiro mais utilizado por apresentar alta
suscetibilidade a maioria das espécies de NEPs e propiciar alta produtividade de juvenis.
Contudo, a producéo de galerias desses insetos em meio a dieta e fortes casulos, o custo
de multiplicacéo e a fragilidade dos cadaveres séo algumas desvantagens (MONTEIRO et
al., 2014; DEVI et al., 2018).

Alarva da farinha, Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera: Tenebrionidae), € um hospedeiro
alternativo; o baixo custo de producgéo e a rigidez do tegumento sdo algumas vantagens, no
entanto, a produtividade de juvenis é substancialmente inferior a G. mellonella (MONTEIRO
et al., 2014).

Espécies de Lepidoptera, Cydia pomonella, Helicoverpa armigera, Corcyra
cephalonica e Agrotis ipsilon, de Diptera, Hermetia illucens e Bactrocera dorsalis, e de
Coleoptera, Alphitobius diaperinus, sdo exemplos de outros hospedeiros estudados
como alternativos a G. mellonella. No entanto, apesar de, geralmente, o custo desses
hospedeiros ser menor, a produtividade de JlIs é inferior a G. mellonella, por questbes de
suscetibilidade e/ou tamanho do inseto (COSTA; DIAS; MORENZ, 2007; ALI et al., 2008;
EBSSA; KOPPENHOVER, 2011; ZIL; MALAN, 2015; TOURTOIS; ALI; GRIESHOP, 2017;
GODJO et al., 2018).

Além do hospedeiro, outros fatores que interferem na producdo in vivo sdo
temperatura, concentragdo de JIs, método de inoculacdo e densidade de hospedeiro
por recipiente durante a inoculagdo dos nematoides, dentre outros (SHAPIRO-ILAN;
GAUGLER, 2002; SHAPIRO-ILAN et al., 2012; TESTA; SHILDS, 2017).

Apesar do avango da tecnologia, a ado¢do do sistema de produgdo in vivo é
crescente, sendo utilizado principalmente em paises em desenvolvimento ou em industrias
artesanais em paises desenvolvidos, devido ao investimento relativamente baixo, néo
dependéncia de mao de obra especializada e facilidade no processo (GAUGLER et al.,
2002; HAZIR et al., 2003).

Em geral, o inseto hospedeiro ainda representa a maior fragdo dos custos de
producdo in vivo de NEPs; dessa forma, h4 necessidade de se encontrar um inseto
altamente produtivo e com baixo custo de multiplicagédo, o que ira maximizar a producgéo e
reduzir o custo do produto final (SHAPIRO-ILAN et al., 2002; TESTA; SHILDS, 2017).
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