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Resumo

SANTOS, José Junior dos. Avaliacdo do potencial de nematoides
entomopatogénicos a Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae). 2019.
Dissertacdo (mestrado) Programa de Pds-graduacdo em Entomologia.
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas — RS, Brasil.

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) representa uma das principais pragas
associadas a producdo de frutas pequenas no Brasil. E conhecida
popularmente por sua preferéncia a frutos de tegumento fragil e causa grandes
prejuizos na fruticultura. O uso de agentes biolégicos se mostra muito
promissor no controle do inseto, dessa forma o objetivo do trabalho foi avaliar o
potencial de nematoides entomopatogénicos em diferentes concentracdes e
temperaturas sobre a mortalidade de pupas de D. suzukii, e os efeitos na
longevidade de adultos. Os bioensaios foram divididos em 3 etapas, teste de
patogenicidade de Steinernema rarum PAM 25 e Steinernema glaseri 1J, na
concentracdo de 1000 juvenis infectantes (JIs), inoculados em 5 pupas de D.
suzukii (MATSUMURA 1931) com aproximadamente 48 horas de idade, o
experimento foi constituido por recipientes de plasticos (200 mL) contendo 50g
de areia seca e autoclavada com 5% de umidade, acondicionadas em BODs a
25°C, 80% UR, fotoperiodo de 12 horas. No segundo bioensaio avaliamos a
influéncia da concentracdo e temperatura na mortalidade de D. suzukii. O
experimento foi conduzido com seis tratamentos (1500, 2000, 2500, 3000 e
4000) com 10 repeticdes nas temperaturas de 14, 22 e 25 °C. No terceiro
bioensaio avaliamos a influéncia da presenca no isolado e sua patogenicidade
no tempo de vida do adulto. Para este experimento usamos a concentracao
com maior indice de mortalidade de cada temperatura sendo, 14°C 4000
Jis/mL, 22°C 1500 Jis/mL, 25°C 2000 Jis/mL. Para ambos 0s experimentos, 0
controle foi constituido com as mesmas configuracdes, porém, sem nematoide.
As avaliacBes foram realizadas diariamente no decorrer de sete dias apos a
inoculacdo. Os adultos infectados com S. rarum PAM 25 apresentaram
longevidade em médias de 5,18 dias a 14°C, 6,26 dias a 22 °C e 6,79 dias a
25°C dias. Houve diferenca significativa entre o grupo controle em todas as
temperaturas, porém nao héa diferenca se comparadas entre elas.

Palavras-chave: NEPs. Controle biologico. Mosca-das-asas-manchadas.

Patogenicidade. Viruléncia.



Abstract

SANTOS, José Junior dos .Potential’s evaluation of entomopathogenic
nematodes to Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae). 2019. Thesis
(masters) Graduate programin Entomology. Federal University of Pelotas.
Pelotas — RS, Brazil.

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) represents one of the main plagues
associated with the production of small fruits in Brazil. It is popularly known by
preference towards fragile integument fruits and causing large damage to fruit
harvesting. The use of biological agents shows to be very promising in
controlling the insect, this way the goal of this work was to evaluate the potential
of nematodes in different concentrations and temperatures over the mortality of
D. suzukii pupae and effects on its adults' longevity. Bioassays were divided
into 3 steps, Steinernema rarum PAM 25 and Steinernema glaseri J1
pathogenicity test, in the concentration of 1000 infective juveniles, inoculated in
5 pupae of Drosophilia suzukii (MATSUMURA 1931) with approximately 48
hours of age, the experiment was constituted by plastic recipients (200 mL)
containing 509 of dry sand and autoclaved with 5% humidity, stored in BODs at
25°C, 80% RH, 12 hours photoperiod. In the second bioassay, we evaluated the
influence of concentration and temperature on D. suzukii mortality. The
experiment counted six treatments (1500, 2000, 2500, 3000 and 4000) with 10
repetitions on 14, 22 and 25 °C of temperature. In the third bioassay, we
evaluated the influence of presence on isolation and it's pathogenicity on an
adult’s life. For this experiment, we used the concentration with the highest
mortality rate for each temperature which are, 14°C 4000 1Js/mL, 22°C 1500
[Js/mL, 25°C 2000 ljs/mL. For both experiments, the control was constituted
with the same settings, though, without nematodes. The evaluations were
realized on a daily basis for seven days after the inoculation. The infected
adults with S. rarum PAM 25 presented a longevity average of 5.18 days at
14°C, 6.26 days at 22 °C and 6.79 days at 25°C. There was a significate
difference between the control groups in all temperatures, although there is no
difference if compared to each other.

Palavras-chave: EPNSs, Biological control. Spotted-wing. Pathogenicity,

Virulence.
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INTRODUCAO GERAL

A fruticultura brasileira produz uma grande variedade de espécies
frutiferas e possui condi¢cdes climaticas favoraveis para produzir e exportar
durante todas as estacbes do ano, producdo que em 2017 foi estimada em
43,5 milhdes de toneladas (KIST et al.,, 2018). Dentre as diversas espécies
produzidas os frutos mais consumidos do mercado nacional e internacional s&o
bananas (Musa spp.), laranjas (Citrus spp.), macas (Malus domestica) e
morangos (Fragaria spp.), sendo espécies que apresentam grande adaptacdo
ao clima tropical e subtropical (SEAB, 2012).

Referente & producédo de frutas pequenas, o Brasil esta entre os trés
paises que mais produzem, destacando-se 0s cultivares de amora-preta
(Rubus spp.), morango (Fragaria spp. L.), mirtilo (Vaccinium spp.), uva (Vitis
vinifera L) e framboesa (Rubus spp.) (KIST et. al. 2018). O crescimento do
mercado de pequenas frutas se apresenta como mais uma oportunidade para o
fruticultor brasileiro diversificar a producéo e obter bons lucros (LOPES et al.,
2016).

A exportacdo de frutas in natura é muito inferior em relacdo a
capacidade de producédo, apenas 9% (ABRAFRUTAS, 2017). Os valores para
exportacdo sSao poucos expressivos, devido aos processos burocraticos
fitossanitarios, e implementacdes de medidas obrigatorias para evitar possiveis
infestacOes de insetos pragas (GARCIA et al., 2017).

Ambientes de monocultura sdo favoraveis a espécies que apresentam
potencial de se tornarem uma populacdo em desequilibrio (ALTIERI;
NICHOLLS, 2018). Estas espécies exibem capacidade de uso pioneiro de
habitat, varias geracbes em um curto tempo, altas taxas de fertilidade,
crescimento rapido, corpo pequeno e nas mais diversas situa¢des os individuos
podem ajustar—se fisiolégica ou morfologicamente ao longo de geracoes,
caracterizando assim seu sucesso como invasor (ROSECCHI et al., 2001).

Na fruticultura, dentre os complexos de pragas, a familia Tephritidae
(Ordem: Diptera) popularmente chamadas de mosca-das-frutas, sé&o
conhecidos por causarem grandes perdas econdmicas em cultivares (GARCIA,
2012).

A familia Drosophilidae é amplamente distribuida por todo mundo, exibe

uma grande representatividade de espécies, ocupam diversos nichos e
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possuem capacidade de viver nas mais variadas condi¢cdes climaticas
(MARKOW; O'GRADY, 2006). Na familia Drosophilidae s&o registradas
aproximadamente quatro mil espécies, sendo quase metade pertencente ao
género Drosophila (DAVID; TSACAS, 1981; SCHLESENER et al., 2015).

A Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) teve possivel origem no
sudoeste asiatico e foi descrita por Matsumura (1931), que descreveu toda sua
morfologia e estagios de desenvolvimento, embora ja mencionada antes por
Kansawa (1916) em cerejeiras (Eugenia involucrata D.C.). A D. suzukii &
considerada endémica em diversos paises asiaticos como China, Taiwan,
Coréia do Norte, Coréia do Sul, Paquistdo, Mianmar, Tailandia, Russia e india
(CINI et al.,, 2012). Em 1980 houve o primeiro registro da espécie fora do
continente Asiatico, em Oahu, Havai, e posteriormente em outras ilhas
havaianas coletadas através de iscas de banana com cogumelo e varredura
vegetal (O’GRADY, 2002). Em 1997 e 1998 a espécie ja havia sido registrada
na Costa Rica e Equador em colecfes entomoldgicas (HAUSER, 2011).

Os primeiros registros na América do Norte ocorreram entre 2008 e
2010, onde a espécie foi associada a grandes perdas econdémicas em
cultivares de pequenos frutos nos Estados Unidos da América, e em menores
propor¢cdes no Canada (WALSH et al., 2011). Nos anos seguintes de 2010 e
2011, dispersou-se rapidamente por paises da Europa, tendo suas primeiras
ocorréncias descritas na Itdlia em cultivares de amora (Rubus sp.), capturada
através de armadilhas com iscas (HAUSER, 2011; CALABRIA, 2011; CINI et
al., 2012).

A maioria dos adultos desse género se alimenta de fungos e bactérias
associados a frutos em decomposi¢cdo ou sedimentos organicos em processo
de decomposicdo, onde também depositam seus ovos, e apds eclosdo servem
de alimento para as larvas (O’GRADY, 2002). Entretanto, a espécie D. suzukii,
popularmente conhecida como mosca-da-cereja na Asia, mosca-da-asa-
manchada ou mosca-do-vinagre nas Ameéricas, destaca- se por ser uma
excecgao por seu comportamento de ovipositar em frutos intactos (FUNES et al.,
2018).

A preferéncia por pequenos frutos de tegumento fragil se estende a
todos os niveis de maturacao, desde verdes, maturacdo media e extremamente

madura (LEE et al, 2011). Os danos no fruto sédo causados pelas fémeas que
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através de seu ovipositor serrilhado abrem perfuracbes no tegumento,
possibiltando a entrada de fungos e bactérias causando infeccdes
secundarias, além de ter a polpa danificada pelas larvas da mosca (DREVES et
al., 2009; MARIN, 2015).

A D. suzukii apresenta afinidade com diversas frutiferas, em especial
com as pertencentes da familia Rosaceae, que sdo comuns em pomares
(SENASICA, 2013). Além de frutiferas comerciais e frutos silvestres das
familias Actinidaceae: Kiwi  (Actinidia spp.) (DREVES et al.,, 2009) ,
Ebenaceae: Caqui (Diospyrus kaki) (Kanzawa, 1935) Myrtaceae: Pitanga
(Eugenia uniflora) (FDACS, 2010) , Araca (Psidium cattleianum) (Kido et al.,
1996), Goiaba (Psidium guajava) (NUNES et al.,, 2014), Rutaceae: Laranjas
(Citrus spp.) (FDACS, 2010; WALSH et al., 2011), Solanaceae: Tomate
(Lycopersicon esculentum) (FDACS, 2010), também podem utilizar plantas
ornamentais como hospedeiros alternativos quando o hospedeiro preferencial
esta ausente no pomar (ARNO et al., 2016; KENIS et al., 2016; LEE et al.,
2015).

Além disso, esta espécie apresenta preferéncia por ambientes com
umidades mais elevadas variando de 20 a 90% UR (HAUSER et al., 2009),
justificando sua presenca e chances de sucesso ha propagacao nos cultivares
da regido sul do Brasil (DEPRA et al., 2014).

No ano de 2013 os primeiros registros aconteceram no sul do Brasil no
estado do Rio Grande do Sul no municipio de Vacaria em cultivares de
morangueiro, sendo mais tarde registrada em outros municipios, Osoério, Vila
Maria, Erechim, Cangucu, Pelotas, Morro Redondo e Cap&o do Ledo (DEPRA
et al., 2014; SANTOS, 2014).

Os adultos de D. suzukii apresentam dimorfismo sexual com
comportamentos de corte no acasalamento, sdo altamente férteis e estdo aptos
h& reproduzir dois dias apos emergéncia (MILLER et al., 2017). As fémeas
além de serem maiores que 0s machos, ndo possuem manchas nas asas, €
em relacdo a outros drosofilideos, seu ovipositor € sete vezes maior, serrilhado,
estreito, com dentes esclerotizados robustos, permitindo a inser¢cdo dos ovos
dentro dos frutos (WALSH et al., 2011; HAUSER, 2011). E uma espécie muito
fértil, podendo depositar até 384 ovos durante toda sua vida e centenas de
ovos antes do periodo de diapausa (HAMBY et al. 2016).
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Seu ciclo de vida é curto, podendo apresentar varias geragdes ao ano,
variando de acordo com as condicdbes ambientais e com tempo de vida
estimado entre 21 a 63 dias em temperaturas maiores que 10 °C e menores
que 30 °C (DIEPENBROCK, 2016; MILLER et al., 2017). As larvas possuem
tempo de ecloséo de 24 a 72 horas ap0s oviposi¢cdo, chegando ao ultimo instar
em 13 dias (DAFF, 2013). O periodo de pupa ocorre geralmente dentro do
fruto, podendo eventualmente ocorrer no solo, e a duracédo desse periodo € de
trés a 15 dias (DAFF, 2010).

Um dos principais obstaculos na aplicacdo de métodos para o controle
da D. suzukii é devido sua capacidade de adaptacdo a hospedeiros tendo
comportamento oportunista, ecologia verséatil, periodo de diapausa e ciclo de
vida rapido (WALSH et al.,, 2011; CINI et al.,, 2012; BREWER et al., 2012).
Dentre as estratégias de manejo, 0 monitoramento € a primeira ferramenta a
ser utilizado no controle de pragas (LEE et al., 2011). Este método é
basicamente voltado a manutencdo dos pomares, observacdo de frutos e
monitoramento de possiveis hospedeiros para D. suzukii (DREVES;
RHODALACK, 2011; BRUCK et al., 2011).

A utilizacdo de armadilhas contendo atrativos alimentares ou atrativos
com feroménios, atraindo os insetos em busca de alimento, parceiros sexuais e
oviposi¢ao sédo as mais utilizadas como medidas de controle e mensuragao de
infestagdes de D. suzukii (LANDOLT et al., 2011),

Entretanto, apos aferir o nivel de infestacdo, o método de controle mais
utilizado para mosca-das-frutas (Familia Tephritidae), € através da pulverizacdo
de inseticidas organofosforados, piretroides ou espinosinas (BEERS et al.,
2011). Os inseticidas registrados para cerejeiras apresentaram alta eficiéncia
no controle de adultos de D. suzukii chegando a quase 100% de mortalidade
(BRUCK et al., 2011).

Os mesmos produtos utilizados para controle de outras espécies de
dipteros de importancia agricola tém eficiéncia no controle de D. suzukii
(SWEENEY, 2014). Porém, no Brasil para D. suzukii ainda néo existe registro
de inseticidas para nenhuma cultura (GARCIA et al., 2017). Estes métodos
utilizando inseticidas para controle de D. suzukii, foram testados em laboratoério
no Brasil, apresentando mortalidade de 100% em adultos ou inviabilizando
ovos (SCHLESENER et al., 2017).



16

Entretanto os inseticidas quimicos apresentam pouca especificidade
para determinadas espécies, causando grande impacto nas comunidades de
insetos ndo alvos, por exemplo, polinizadores, inimigos naturais,
decompositores ou demais grupos de invertebrados com importante papel
ecolégico (CAPRILE et al., 2014). Assim como as demais pragas associadas a
fruticultura, as espécies do género Drosophila também apresentam pré-
disponibilidade a desenvolverem mecanismos de resisténcia a certos
inseticidas, acarretando em uma baixa eficacia, selecdo de organismos
resistentes e aumento de dosagens para seu controle, além de acumular nos
recursos naturais e em longo prazo se tornar nocivo a outros organismos
(BRUCK et al., 2011; CINI et al., 2012; LANTEREN et al., 2017).

Diante dos efeitos nocivos da utilizagdo de inseticidas para controle de
pragas e excessiva procura por alimentos livres de toxinas, os métodos
alternativos para supressao de espécies consideradas pragas vém ganhando
atencdo no mercado (GARCIA et al., 2017). A partir desse contexto as técnicas
de controle biol6égico se apresentam como uma alternativa promissora, pois
além de serem eficientes sdo inofensivos aos humanos e ao ambiente
(LANTEREN et al., 2017).

H& uma grande diversidade de organismos que podem ser utilizados
como agentes de biocontrole, como, fungos, bactérias, virus, predadores,
parasitoides e nematoides que apresentam potencial para introdu¢cdo em
possiveis programas de manejo integrado para o controle de D. suzukii
(SCHLESENER, 2017b). A compatibilidade de alguns micro-himenopteros
parasitoides, como, Ganaspis, Leptopilina (Hymenoptera, Figitidae) e Trichopria
(Hymenoptera, Diapriidae) tém sido estudadas (CINI et al., 2012; NOMANO et
al., 2015). Entretanto, ha dificuldade de se obter parasitoides de ovos e larvas
para D. suzukii, considerando que no estagio de ovo e larva da mosca, ocorre
geralmente no interior do fruto, dificultando o ataque desses agentes de
controle biologico (KACSOH; SCHLENKE, 2012).

Pesquisas com predadores para controle de D. suzukii, ainda é escasso.
As espécies de predadores comercialmente disponiveis Orius majusculus
(Reuter, 1879), Orius laevigatus (Fleber, 1860) (Hemiptera, Anthocoridae),
Atheta coriaria (Kraatz, 1856) (Coleoptera, Staphylinidae), Hypoaspis miles
(Berlese, 1892) (Acari, Laelapidae) e Anthocoris nemoralis (Fabricius, 1794)
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(Hemiptera, Anthocoridae) foram testadas em larvas, pupas e adultos de D.
suzukii em laboratério, entretanto, nenhum dos predadores tiveram numero
significante de mortalidade, sendo incapazes de controlar efetivamente
(CUTHBERTSON et al., 2014).

Outros organismos entomopatogenicos sao os fungos e bactérias que
tem sido pesquisados para fins de supressdao de D. suzukii. Os fungos
Lecanicillium muscarium (Petch) Zare & W. Gams e Beauveria bassiana (Bals-
Criv.) Vuill, causam uma reducao em populacdes de D. suzukii em condi¢des
de laboratério, porém, ndo houve diferenca significativa na emergéncia de
adultos entre os tratamentos e o controle (CUTHBERTSON et al., 2014). A
contaminacdo por Wolbachia spp feita em laboratério, apresentou uma baixa
na populagdo da mosca, pois seus efeitos incluem a redugéo da fecundidade
das fémeas de D. suzukii (TOCHEN et al., 2014).

Dos diversos organismos utilizados no controle biol6gico, os nematoides
entomopatogénicos (NEPs) vem despertando atencdo nos programas de
manejo integrado de pragas (MIP) destacando-se por sua eficiéncia no controle
de insetos pragas e sua permanéncia em campo (PARRA et al.,, 2002;
GAUGLER et al., 2002; ZYL; MALAN, 2014).

Os NEPs séo considerados organismos exclusivos do solo podendo ser
encontrados em todo globo terrestre, em &reas agricolas, florestas, fundo do
mar, geleiras, deserto (GREWAL, 2000; SUBRAMANIAN; MUTHULAKSHMI,
2016).

No controle de pragas apresentam sucesso de interacdo, pois, seus
hébitos biologicos e associagfes com bactérias simbiontes e mutualisticas do
género Xenorhabdus Thomas & Poinar, 1979 e Photorhabdus Louis & Kuhl,
1983, permitem eficiéncia na mortalidade de insetos (DOLINSKI et al., 2006).
Os NEPs apresentam o comportamento de busca ativa por hospedeiro e
eficiente capacidade de permanéncia no solo, caracteristicas exclusivas de seu
ciclo de vida rapido que pode envolver uma ampla gama de hospedeiros
(GREWAL et al., 2001).

O ciclo de vida dos nematoides ap6s a eclosdo do ovo apresenta quatro
estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4), considerando que o J3 é a forma infectante e
0 Unico e que caminha de formam livremente no solo em busca do hospedeiro
(RITZINGER et al., 2010).
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Os (J3) penetram no corpo dos hospedeiros através de estruturas que
permitem perfurar a cuticula do inseto ou se aproveitam de orificios naturais de
seus hospedeiros, como boca, anus ou espiraculos (GAUGLER et al., 2002).
ApOs instalarem dentro do hospedeiro, liberam as bactérias na hemocele,
causando a morte por septicemia de 24 a 48 horas podendo chegar até 72
horas (GUTIERREZ; GONZALES, 2010). Essas bactérias quando liberadas
servem de alimento para os préprios nematoides, que apés termino do recurso,
abandonam o cadaver do inseto e buscam um novo hospedeiro (CHASTON;
GOODRIH-BLAIR, 2010).

A familia Heterorhabditidae é representada por 20 espécies sendo o0s
nematoides do género Heterorhabditis (Poinar, 1976) simbiontes com bactérias
do género Photorhabdus sp (Louis & Kuhl, 1983) (POINAR, 1990). S&o
capazes de infectar os hospedeiros pelo tegumento, pois apresentam
estruturas especializadas como dentes corneos localizados na regido terminal
da cabeca (BURNELL; STOCK, 2000). O ciclo de vida dessa familia &
composto por ovos, juvenis com quatro estadios e adulto, e possuem uma
geracdo que apresenta hermafroditismo (NGUYEN, 2007; HOMINICK, 2002).
No Brasil as primeiras espécies descritas do género Heterorhabditis foram
Heterorhabditis (Rhabditis) hambletoni (Pereira, 1937) Heterorhabditis sp. foi
relatado em citros no Estado de S&o Paulo (PAIVA; GARCIA; AGUILLERA,
2003) e Heterorhabditis baujardi (Phan et al., 2003) no Estado de Ronddnia
(PHAN et al., 2003; DEL VALLE; DOUCET, 2014). Heterorhabditis
amazonensis (Andalé, 2006) foi descrita no Brasil no Estado do Amazonas
(ANDALO; NGUYEN; MOINO JUNIOR, 2006).

A familia Steinernematidae € composta por 62 espécies sendo 0s
nematoides do género Steinernema (Travassos, 1927) simbiontes com
bactérias do género Xenorhabdus sp. (Thomas & Poinar, 1979) (POINAR,
1990). Atuam infectando os hospedeiros por aberturas naturais do corpo, como
boca, anus e espiraculos. O ciclo de vida dessa familia é similar ao género
Heterorhabditis, exceto pelo fato da primeira geracdo ter a formacédo de
machos e fémeas (SUBRAMANIAN; MUTHULAKSHMI, 2016).

Atualmente no Brasil tem - se realizado levantamentos em diversas
regioes e culturas, sendo descritas duas novas espécies, como H.

amazonensis (Andald, Nguyen & Moino Jr., 2006) e S. brazilense (Nguyen et
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al., 2010). Além destas espécies, sete espécies do género Steinernema: S.
australe (Edgington, Buddie, Tymo, Hunt, Nguyen, France, Merino & Moore), S.
Diaprepesi (Nguyen & Duncan), S. feltiae Filipjev, 1934), S. glaseri (Steiner,
1929), S. puertoricense (Roman & Figueroa, 1994), S. rarum (Doucet, 1986) e
S. riobrave (Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994) e trés espécies do género
Heterorhabdits: H. bacteriophora (Poinar, 1976), H. baujardi (Phan; Subbotn;
Nguyen; Moens, 2003) e H. indica Poinar, Karunakar, David, 1992, foram
registradas (DOLINSKI et al, 2017).

Dentre as diversas espécies de NEPs ja relatadas, S. glaseri e S. rarum
sdo nematoides que devem ser considerados por apresentarem potencial
entomopatogénico, podendo ser promissores no controle de D. suzukii
(NGUYEN et al., 2006; CAGNOLO; ALMIRAN, 2010; DOUCET; GRAYETTO,
1994). Neoaplectana glaseri, ou mais conhecido pelo seu sindbnimo S. glaseri,
foi descrito por Steiner (1929). No Brasil, seu primeiro registro foi em ovos do
bicudo-da-cana-de-acucar, Migdolus fryanulus na Usina Améalia em Santa Rosa
de Viterbo, Estado de S&o Paulo (GAUGLER et al., 1992; PIZANO et al., 1985:
BRIDA, 2015). Glaser e seus colaboradores descreveram o ciclo de vida,
preferéncia por hospedeiros e modo de infeccdo, de S. glaseri e diante da sua
persisténcia em campo, assegurou sua resposta positiva para ser isolado em
laboratério (GLASER, 1932; GLASER et al, 1940), entretanto as exigéncias
térmicas de S. glaseri, podem variar, em temperaturas menores a 10 °C nao
apresenta boas respostas de emergéncia e desenvolvimento em Galleria
mellonella, (Lepidoptera: Pyralidae) jA em 20, 22 e 25 °C apresenta um
aumento gradativo de producédo de JIs e emergéncias de seus hospedeiros
(ZERVOS et al., 1990).

Em trabalhos visando controle de dipteros, S. glaseri provocou
mortalidade baixas em mosca-dos-chifres (Haematobia irritans L.) (Diptera:
Muscidae) e mosca-dos fungos Bradysia mabiusi Lane (Diptera: Sciaridae)
(RODRIGUEZ-SOLANO et al., 2004: LEITE et al., 2007; TAVAREZ et al. 2012).

A espécie Steinernema rarum (Doucet) (DOUCET, 1986), foi isolado em
amostras de solo em milharais na area de Rio Cuarto, provincia de Coérdoba,
Argentina, e também foi registrado na América do Norte no Mississipi (isolado
J1) e outro em Louisiana (isolado 17C), sendo o primeiro relato desta espécie
nos Estados Unidos (NGUYEN et al., 2006). Essa espécie teve sua
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patogenicidade e viruléncia avaliada em varios insetos-pragas como o bicudo
do algoddo (Anthonomus grandis Boh, 1843) (Coleoptera: curculionidae),
Gorgulho-da-raiz  (Diaprepes abreviatus Linnaeus 1758) (Coleoptera:
curculionidae), lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda Smith, 1979)
(Lepidoptera: noctuidae), formiga de fogo (Solenopsis invicta) (Hymenoptera:
formicidae) e o cupim subterraneo (Coptotermes formosanus Shiraki, 1909)
(Blattodea: Rhinotermitidae), Culex apicinus Philippi e Cullex pipens L.
(Diptera: Culicidae) apresentando mortalidade de 75% (CAGNOLO; ALMIRAN,
2010). Culex quinquefasciatus (Culicidae) com mortalidade 89,2 % (de
DOUCET; GRAYETTO, 1994) Musca domestica L. (Muscidae) e Ceratitis
capitata W. (Tephritidae) que se apresentam suscetiveis ao nematoide (de
DOUCET et al. 1999).

N&o hé registro de estudos com S. rarum para controle de D. suzukii,
porém as espécies S. feltiae (Filipjev, 1934), S. carpocapsae (Weiser, 1955) e
H. bacteriophora (Poinar, 1976), permitiram mortalidade a pupas de D. suzukii,
podendo reduzir em até 90% a emergéncia de adultos (CUTHBERTSON;
AUDSLEY, 2016; HUBNER et al., 2017). O isolado H. bacteriophora aplicado
em culturas de morangueiro e mirtileiros, juntamente com predadores naturais
(Orius insidiosus (Hemiptera: Anthocoridae) e Dalotia coriaria (Coleoptera:
Staphylinidae) reduziram a emergéncia de adultos de D. suzukii de 60 a 81%
(RENKEMA; CUTHBERTSON, 2018).

Considerando a ocorréncia da D. suzukii no Estado do Rio Grande do
Sul, seu potencial de dispersdo e propagacao, juntamente com a ampla
disponibilidade de alimento e condi¢des climaticas favoraveis, a investigacao
da eficacia de agentes biologicos alternativos sdo importantes para os avangos
de métodos de controle e supressdo de D. suzukii. O uso de nematoides
entomopatogénicos pode ser uma alternativa promissora no manejo integrado

dessa praga.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a patogenicidade de Steinernema rarum PAM 25 e Steinernema

glaseri 1J a pupas de Drosophila suzukii;

Verificar a influéncia da concentracdo de Juvenis Infectantes (JIs) de
NEPs na mortalidade de pupas de Drosophila suzukii em diferentes

temperaturas;

Avaliar o efeito da temperatura na longevidade de adultos de Drosophila
suzukii apos a infeccdo de juvenis infectantes (JIs) de Steinernema

rarum PAM 25 em pupas.

3. HIPOTESES

H! Nematoides entomopatogénicos sdo patogénicos a pupas de D.

suzukii;

H! O efeito da concentracdo de Jis de S. rarum PAM 25 sobre a

mortalidade de D. suzukii é influenciada pela temperatura;

H! A longevidade de adultos de D. suzukii € afetada, quando aplicado

Jis de S. rarum PAM 25 em fase de pupa.
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Artigo 1 — Patogenicidade de Steinernema rarum PAM 25 (Rhabditida:
Steinernematidae) a D. suzukii (Diptera: Drosophilidae) e seu efeito na

longevidade dos adultos
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1. INTRODUCAO

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) € uma
praga polifaga que ataca diversas frutiferas e tem uma alta capacidade de
disseminacdo (LEE et al., 2015). Esta praga causa prejuizos em pequenos
frutos (DIEPENBROCK et al., 2017)., como; amoras (Rubus spp.), morangos
(Fragaria spp.), mirtilo (Vaccinium spp.), uva (Vitis vinifera L) e framboesa
(Rubus spp.) tendo também uma ampla variedade de hospedeiros alternativos
para completar seu ciclo de vida (LEE et al., 2011).

A D. suzukii, assim como as demais espécies dentro da familia
Drosophilidae, responde de forma direta as influéncias causadas por variacdes
na temperatura (DALTON et al., 2011). A temperatura pode o aumentar a
populacdo no inicio das estacbes quentes e diminui-las em estacdes frias,
podendo apresentar periodo de hibernacéo na fase adulta (KANSAWA, 1939;
KIMURA, 2004).

Os danos causados pelas fémeas da mosca-da-asa-manchada sé&o
ocasionados devido seu ovipositor grande e serrilhado que perfura o tegumento
dos frutos para depositar seus ovos, abrindo a porta para infeccoes
secundarias causadas por outros organismos como bactérias e fungos
(BERRY, 2012). As depreciacbes causadas nos frutos pelas larvas, que se
alimentam da polpa, € um fator importante a ser considerada na producéo e
exportacdo de frutas no Brasil, como j& foram observadas em outros paises,
onde foram registradas perdas contabilizadas em aproximadamente US$ 43
milnées no leste dos Estados Unidos da América, em cultivares de
framboesa (Rubus idaeus L.) (GOODHUE, et al. 2011; BURRACK, 2014).

Considerando que D. suzukii apresenta o ciclo de vida curto podendo ter
varias geracdes ao ano, faz-se necessario buscar alternativas de controle desta
praga (DEPRA et al., 2014; HAYE et al. 2016). Nessas circunstancias o uso de
inseticidas apresenta como uma medida rapida para seu controle, entretanto
problematica, devido aos residuos deixados nos frutos, recursos naturais e
levar a selecéo de individuos resistentes (GOODHUE et. al., 2011).

Um dos comportamentos comumente observados em D. suzukii € o
abandono do sitio onde a larva se encontra, para empupar no solo, (WOLTZ;
LEE, 2017). Neste contexto, visando o Manejo Integrado de Pragas, e

alternativas sustentaveis ao meio ambiente e aos seres humanos, 0 uso de
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nematoides entomopatogénicos (NEPs) apresenta-se como uma ferramenta
promissora no controle biolégico de pragas, pois sdo vermes terrestres que
parasitam obrigatoriamente insetos para completar seu ciclo de vida (HOMINIK
et al., 1996; BRIDA et al., 2018).

Os NEPs da familia Steinernematidae, género Steinernema sao
registrados com uma ampla diversidade de hospedeiros, e sdo descritos em
varias pesquisas que confirmam sua patogenicidade em insetos considerados
pragas (KAYA; GAUGLER, 1993; GEORGIS et al.,1995).0s juvenis infectantes
(JIs) entram no hospedeiro através de aberturas naturais ou através da cuticula
e liberam a bactéria do género Xenorhabdus spp. (Thomas; Poinar, 1979) no
interior da hemocele (LEWIS et al.,, 2006; FUJIMOTO et al., 2007), onde
reproduzem e matam o hospedeiro por septicemia dentro de 24 a 48 horas
(CICHE; ENSING, 2003; MEKETE et al., 2005), tornando o ambiente favoravel
para o desenvolvimento e reproducdo de nematoides (GREWAL, 2012;
KUCHARSKA et al., 2015).

Embora estratégias de controle com estes agentes entomopatogenicos
ainda sdo escassas para D. suzukii. As espécies de nematoides Steinernema
kraussei (Steiner, Travassos), Steinernema feltiae (Filipjev) e Steinernema
carpocapsae (Weiser) foram testadas para o controle de larvas de D. suzukii,
mas apresentaram baixas taxas de mortalidade em laboratério, exceto
Heterorhabditis bacteriophora (Poinar) com taxas de mortalidade em torno de
95 % contra larvas de D. suzukii (CUTHBERTSON et al., 2014; WOLTZ et al.,
2015; CUTHBERTSON; AUDSLEY, 2016), e as espécies Heterorhabditis
amazonenis (Andald, 2006) IBCBn 24, Heterorhabditis indica (Poinar;
Karunakar; David, 1992) IBCBn 05 causaram 33 e 43% mortalidade em pupas
de D. suzukii (BRIDA et al., 2019).

Diante a escassez de informacdes sobre estratégias de controle desta
mosca e a gama de espécies que 0 género Steinernema apresenta, pesquisas
devem ser desenvolvidas para fins da utilizacdo destes organismos no controle
bioldégico de pragas. Portanto o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de
nematoides entomopatogénicos em diferentes concentracdes e temperaturas
sobre a mortalidade de pupas de D. suzukii, e os efeitos na longevidade de

adultos em laboratorio.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1Local e criagcdo e manutencdo de Drosophila suzukii

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecologia de Insetos
(LABEI) do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética pertencente ao
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande Sul,
Brasil.

As espécies de nematoides entomopatogénicos Steinernema rarum
PAM 25 e Steinernema glaseri 1J foram obtidos da cole¢cdo de microrganismos
entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu” do instituto biolégico de S&o
Paulo, Sao Paulo, Brasil.

A criacdo de D. suzukii foi mantida em ambiente climatizado (22 + 1 °C),
com umidade relativa (UR) de 70 £ 10% com fotoperiodo 12/12 h. Os adultos
sdo mantidos em tubos de vidro cilindrico com fundo chato (85mm x 25 mm %
0,5 mm) e alimentados com dieta artificial. A dieta é adaptada da metodologia
descrita por Dalton et al. (2011), que consiste em: 500m| de agua, Agar (49),
levedura (20g), farinha de milho (40g), acgucar (50g), Acido propiénico 1,5ml,
Nipagin (10%) (3,5ml) (DALTON et al., 2011).

2.2 Manutencao e multiplicacdo das espécies de NEPs

Os juvenis infectantes (JIs) de S. rarum PAM 25 e S. glaseri 1J foram
multiplicados em lagartas de quinto instar de Galleria mellonella (Linneaus)
(Lepidoptera: Pyralidae). Para a multiplicacdo cinco lagartas de G. mellonella,
foram colocadas em placa de Petri (9 cm) com duas folhas de papel filtro, sobre
as quais foram inoculados uma suspensao de 1,5 mL na concentragdo com
500 Jls/placa. As placas de Petri foram vedadas com filme de PVC e
armazenadas em camara climatizada BOD a 25+2°C e UR de 80+10%. Apos
trés dias da mortalidade, as lagartas mortas foram transferidas para armadilha
de White (White, 1927). Os JIs que deixaram os cadaveres da lagarta de G.
mellonella, foram coletados em agua destilada (um cm de profundidade) em
Erlemeyers mantidos em camara climatizada BOD a 18+1°C, 70+10% UR e
utilizados um dia apds a coleta (SHAPIRO-ILAN; GAUGLER, 2002).
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2.3 Patogenicidade e viruléncia de NEPs a pupas de D. suzukii

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com 3 tratamentos e 10 repeticbes. Para cada repeticdo foram utilizadas cinco
pupas de D. suzukii. As pupas de D. Suzukii (48h de idade) foram colocadas
em recipientes plasticos (200 ml) com tampas perfuradas contendo 50g de
substrato areia autoclavado, com umidade a 5%. Foi inoculado uma suspenséao
de 2 ml na concentracdo de 1000 Jis/mL de S. rarum PAM 25 e S. glaseri 1J. O
tratamento controle foi constituido de 2 mL de agua destilada (sem nematoide).
Posteriormente os tratamentos foram armazenados em BOD a 25 £ 1°C, sem
fotoperiodo com UR 70 + 10%. As avaliacdesforam realizadas ao longo de 10
dias (média de tempo para emergéncia total de adultos a 25 °C) e realizada a
contagem de pupas mortas. Os cadaveres das pupas de D. suzukii foram
dissecados para a observacdo da causa morte e 0s juvenis infectantes

quantificados.

2.4 Influéncia da concentracdo de NEPs e da temperatura na
mortalidade de D. suzukii

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com 5 tratamentos e 10 repeticbes. Para cada repeticdo foram utilizadas cinco
pupas de D. suzukii. As pupas de D. suzukii (48h de idade) foram colocadas
em recipientes plasticos (200 ml) com tampas perfuradas contendo 50g de
substrato areia autoclavado, com umidade a 5%. Foi inoculada uma suspenséo
de 2 ml em concentracdes de 1500, 2000, 2500, 3000, 4000 Jis/ml de S. rarum
PAM 25. O tratamento controle foi constituido de 2ml de agua destilada (sem
nematoide). Posteriormente os tratamentos foram armazenados em BOD em
temperaturas de 14°, 22° e 25°C.e 70 £ 10% de umidade relativa e 12 horas de
fotoperiodo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
seis tratamentos de 10 repeticOes para cada temperatura.

As avaliacdes foram realizadas ao longo de 10 dias (média de tempo para
emergéncia total de adultos a 25 °C) e realizada a contagem de pupas mortas.
Os cadaveres das pupas de D. suzukii foram dissecados com auxilio de
estereoscopio em agua destilada usando alfinetes entomolédgicos (40 x 0.50

mm), para a observacao da causa morte e 0s juvenis infectantes quantificados.
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Com base nos resultados, foram estimadas as concentragdes necessarias
para matar 50% e 90% (Concentracéo Letal “CL50 e CL90”) das pupas de D.

suzukii expostas ao isolado S. rarum PAM 25.

2.5 Longevidade de adultos D. Suzukii pos-infeccdo de JIs de S. rarum

PAM 25

Buscando avaliar a longevidade de adultos de D. suzukii, foram utilizadas
as concentracbes com a maior taxa de mortalidade de pupas de cada
temperatura estudada; sendo, a concentragdo de 4000 Jis a 14 °C, a de 1500
Jis a 22 °C e a de 2000 Jis a 25 °C. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos por temperatura,
com 10 repeticdes. O tratamento controle foi constituido de 2 mL de &agua
destilada (sem nematoide). Para cada tratamento foram utilizadas recipientes
contendo 50g de substrato, areia autoclavado, com 5% de umidade e com
cinco pupas de D. suzukii de (48h de idade). Apés a inoculagédo dos Jis de S.
rarum PAM 25, os recipientes plasticos foram tampados com tampas
perfuradas (aprox. 1 mm de diametro) para aeragdo e mantidos em BOD nas
respectivas temperaturas com 70 £+ 10% de umidade relativa e 12 horas de
fotoperiodo. As avaliagdes foram realizadas ao longo de 10 dias (média de
tempo para emergéncia total de adultos) e realizada a contagem de pupas
mortas.

Os cadaveres das pupas de D. suzukii foram dissecados com auxilio de
estereoscopio em agua destilada usando alfinetes entomolédgicos (40 x 0.50
mm), para a observagao da causa morte e o0s juvenis infectantes quantificados.
Os adultos que emergiram nos tratamentos, foram transferidos para copos
plasticos de 500 ml, com fundo revestido com tecido voile (5 cm) (gaiola) e
alimentados com dieta artificial adaptada de Dalton et al. (2011), que consiste
em: 500ml de agua, Agar (49), levedura (20g), farinha de milho (40g), acucar
(50g), Acido propidnico 1,5ml, Nipagin (10%) (3,5ml). A agua foi fornecida em
algodao umedecido.

As avaliacbes foram realizadas diariamente, apdés a emergéncia dos
adultos. Os adultos mortos foram transferidos para placas de Petri e
dissecados com auxilio de alfinetes entomologicos (40 x 0.50 mm) em agua

destilada, quantificando os Jls no interior do inseto quando presentes.
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2.6 Analise estatistica

Os modelos lineares generalizados do modelo exponencial de
distribuicbes (Nelder e Wedderbum, 1972) foram utilizados para as andlises
das variaveis estudadas (mortalidade de pupas (%), nUmero de juvenis para
pupas e adultos e longevidade de adultos).

Quando houve diferencas significativas entre 0s tratamentos,
comparagdes multiplas (teste de Tukey, P <0,05) foram realizadas utilizando a
fungéo glht por meio do pacote Multicomp, com ajuste dos valores de p. Todas
as analises foram realizadas utilizando o software estatistico "R" versdo 2.15.1
(R Development Core Team, 2012).

Um modelo binomial com fungdo complementar log-log (modelo gompit) foi
utilizado para estimar as concentracdes letais (LC50 e LC90), utilizando o
Procedimento Probit no software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Patogenicidade e viruléncia de NEPs a pupas de D. suzukii

Os isolados utilizados S. rarum PAM 25 e S. glaseri 1J foram
patogénicos a pupas de D. suzukii. A taxa de mortalidade de pupas por S.
rarum PAM 25 foi de 48% e de S. glaseri J1 de 28 %. O numero de Jls
infectantes também diferiu significativamente, em S. rarum, apresentou 18,1
JIs/ pupas, e S. glaseri apresentou 5,6 Jis/ pupa. Para a continuidade do
trabalho utilizamos apenas o S. rarum PAM 25, por apresentar maior numero

de JiIs por pupa e maior taxa de mortalidade.

3.2 Influéncia da concentracdo de S. rarum PAM 25 e da temperatura na

mortalidade de D. suzukii

Em 14°C, a mortalidade de pupas de D. suzukii foi de 70%, na
concentracdo de 4000 Jis/ml com 33,9 Jis/pupa (Tabela 1). Nao houve
diferenca na taxa de mortalidade nas demais concentracdes que variou de 28 a
44%. Contudo, o numero de Jls em pupa apresentou diferenca variando de
5,90 JIs na concentracdo de 1500 Jis/ml a 23,6 Jls/pupa na concentracao de
3000 Jis/mL.
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Na temperatura de 22 °C a concentracdo de 1500 Jls/ml provocou 62% de
mortalidade em pupas de D. suzukii. As concentracfes de 2500 e 4000 Jis/mi
foram as que provocaram as menores taxas de mortalidade em pupa de 42 e
46% respectivamente. Entretanto, a viruléncia da concentracao de 4000 Jis/ml,
mostrou — se maior, 35,4 Jis/pupa, quando comparada com as demais
concentracdes. As concentracfes de 1500, 2000 e 3000 ndo houve diferenca
para os juvenis variando de 5,5 a 9,7 Jls/pupa.

Na temperatura de 25 °C, a menor taxa de mortalidade foi de 18% na
concentragéo de 1500 Jis/ml e as maiores taxas em concentragdes de 2000 e
2500 Jis/ml com 30% de mortalidade de pupas em ambas as concentracdes.
As médias de Jls apresentaram uma grande variacdo significativa de 1,4 a
45,1JIs/pupa. Entretanto, na concentracdo de 2000 Jis/ml foi encontrado um
maior numero de juvenis infectantes 26,8 Jis/pupa.

As concentracdes letais (CL50 e CL90) foram obtidas em menores
quantidades de JIs para o isolado S. rarum PAM 25 na temperatura de 22°C
com 1.436,4 Jls para CL50 e 3.711 para CL 90 (Tabela 2).

3.3 Longevidade de adultos D. suzukii pés infeccdo de S. rarum

A longevidade dos adultos de D. suzukii foi influenciada pela presenca dos
JIs de S. rarum PAM 25 (Fig. 1).

Para a temperatura de 14 °C na concentracdo de 4000 Jis/mL, a média da
longevidade dos adultos infectados foram de 5,18 dias, diferindo da
testemunha com 8,97 dias com média de 1,67 Jls/adulto. Na temperatura de
22°C na concentracdo de 1500 Jls/mL, as meédias da longevidade dos adultos
infectados foram de 6,26 dias, diferindo da testemunha com 10,10 dias com
meédia de 5,59 Jls/adulto. Para temperatura de 25° na concentracdo de 2000
Jis/mL, a média da longevidade dos adultos infectados foram de 6,79 dias,

diferindo da testemunha com 9,53 dias com média de 8,08 Jls/adulto.
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Tabelal: Mortalidade e viruléncia de juvenis infectantes de Steinernema rarum
PAM 25 a pupas de Drosophila suzukii em diferentes concentragbes e

temperaturas.
Temperatura Concentration of 1Js Mortalidade N° de Jis
Testemunha 20,0 +2,98C -
1500 28,0 +7,42B 5,90 + 2,00C
14°C 2000 44,0 +7,18B 16,7 + 4,03B
2500 40,0 + 6,66B 23,6 £ 6,85AB
3000 28,0+7,91B 16,3 + 8,66B
4000 70,0 £ 10,0A 33,9+ 2,10A
F 16,5 11,3
gl 5 5
P >0,0001 >0,0001
Testemunha 30,0 £ 2,25C -
1500 62,0+ 1,17A 10,0 £1,49B
22°C 2000 56,0 + 4,42A 9,7+1,84B
2500 46,0 + 4,35AB 55+1,91C
3000 58,0 + 5,10A 8,0+ 1,86B
4000 42,0 +4,25B 35,4 + 8,55A
F 12,11 10,4
gl 5 B
P >0,0001 >0,0001
Testemunha 28,0+ 2,11A -
1500 18,0 £ 3,12B 1,4 +0,54C
25°C 2000 30,0+3,12A 26,8+ 7,88AB
2500 30,0 +£4,12A 22,9 +6,10B
3000 20,0 £ 1,45AB 3,4+1,75C
4000 20,0 +4,11AB 45,1 + 8,31A
F 14,1 13,4
gl 5 B
P >0,0001 >0,0001

O numero de médias com a mesma letra (para cada temperatura) ndo é
significativamente diferente (GLM com distribuicdo quase binomial seguida pelo teste

post hoc de Tukey; P <0,05).



Tabela 2: Estimativa da LC50 e LC90 (JIS / mL) e intervalo de confianca (IC 95%) de nematoides entomopatogénicos em pupas de

Drosophila suzukii em diferentes temperaturas.

Temperature Slope + SE LCso (Cl 95%) @ LCoo (CI 95%)P X°¢ d.f.d
14°C 3.11 +0.40 3.200,25 (3.026,2 — 3.524,8) 5.703,4 (5.480,4 — 6.2010,8) 9.32 5
22°C 3.19+0.19 1.436,4 (1.115.0 — 1.738,5) 3.711,0 (3.160.4 — 4.345,4) 6.14 5
25°C 3.14 +0.25 5.545,0 (5.219,2 - 6.676,8) 9.155,1 (8.388,9 — 10.342,8) 9,73 5

O numero de médias com a mesma letra (para cada temperatura) ndo é significativamente diferente (GLM com distribuicdo quase binomial
seguida pelo teste post hoc de Tukey; P <0,05).
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Fig. 1. Longevidade de adultos de Drosophila suzukii apés a aplicacdo de
nematoides entomopatogenicos em diferentes concentragbes (14 °C 4000
Jis/ml, 22 °C 1500 Jis/ml, 25 °C 2000 Jis/ ml). *Asteriscos indicam diferencas
significativas dentro da mesma temperatura de acordo com o teste t de Student
(P <0,05).

4. DISCUSSAO

No presente estudo, pupas de D. suzukii foram suscetiveis aos juvenis
infectantes de S. rarum PAM 25. Esta espécie se apresenta como mais
virulento quando comparado ao isolado S. glaseri 1J. Embora ambas as
espécies tenham sido patogénicas a pupas de D. suzukii, deve ser levado em
consideracdo algumas diferencas morfolégicas do nematoide. Os Jis de S.
rarum possuem em média 499 micrometros, enquanto Jis de S. glaseri 1.130
micrometros (DOUCET, 1986; POINAR, 1990; NGUYEN, 1995).

No processo de infeccdo dos Jls, o tamanho do nematoide deve ser
considerado em relagédo ao tamanho de seu hospedeiro, em muitos testes de
patogenicidade, este parametro pode acabar comprometendo o processo de
infeccdo e multiplicacdo dos Jis hospedeiro (EHLERS, 2003), segundo Boff
(2001) os NEPs respondem melhor quando possui tamanho inferior ao seu

hospedeiro, e ainda em insetos menores a quantidade de geracao dos JlIs pode
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ser reduzida. O tamanho das pupas de D. suzukii também apresenta as
caracteristicas do dimorfismo sexual, porém, ndo tdo acentuada. As pupas dos
machos sdo menores que os das fémeas, tendo 2,90 x 0,90 mm para machos e
3,18 x 1,06 mm em fémeas (WALSH et al., 2011; DAFF, 2013), Este processo
pode comprometer a eficiéncia destes nematoides na infecgcdo considerando
qgue os JIs de S. glaseri sé@o relativamente grandes se comparados ao tamanho
das pupas de D. suzukii. Embora as pupas de D. suzukii sejam suscetivel a S.
glaseri, no presente estudo, os experimentos foram voltados a espécie S.
rarum que foi altamente eficiente na mortalidade e viruléncia de JIs em pupa.

Outras espécies de NEPs foram avaliadas a pupas de D. suzukii, como S.
carpocapsae IBCBn 02, S. feltiae IBCBn 47, H. indica IBCBn 05 e H.
amazonensis IBCBn 24 em concentragbes de 1000 Jis/ml. Neste trabalho de
Brida et al. (2019), os NEPs causaram mortalidade abaixo de 50%, entretanto
teve uma repercussao positiva com adultos, atingindo mortalidades de 80 a
84% com os respectivos isolados H. amazonensis IBCBn 02 e S. carpocapsae
IBCBn 24.

Outras espécies foram testadas em pupas de D. suzukii como S. kraussei
(Steiner, Travassos) que a 22 °C tiveram resultado de 33% de mortalidade, a
25°C 57 % de mortalidade. Ja S. feltiae (Filipjev) na temperatura de 22 °C
ocasionou 34% de mortalidade e 34% na temperatura de 25 °C. S.
carpocapsae (Weiser) mortalidade a 22 °C teve 43% e a 25 °C com 52%
mortalidade. Todas as espécies citadas foram testadas em concentracdes altas
de Jls, 10.000 Jis/mL (CUTHBERTSON et al., 2014; CUTHBERTSON;
AUDSLEY, 2016).

Respostas de patogenicidade de S. rarum foram verificadas em estudos
com outros dipteros como Culex apicinus (Diptera: culicidae) e se mostrou
patogénico com 75% de mortalidade em larvas na concentracdo de 2000
Jis/mL & 25 °C (CAGNOLO; ALMIRON, 2010). Ja no trabalho de Doucet
(1999) Culex pipens nédo apresentou mortalidade, porém, 0s outros organismos
testados Musca domestica L. e Ceratitis capitata apresentaram mortalidade de
aproximadamente 60% na concentracao de 500 JIs/ mL na temperatura de 25
°C.

Steinernema rarum PAM 25 foi isolado por Barbosa - Negrisoliet al. (2010)

em areas nativas do Rio Grande do Sul e correspondeu ao nematoide mais
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encontrado nas amostras de solo (36,8%), com grande prevaléncia em solos
arenosos em temperaturas médias de 25 °C e altitude de 700 a 1.100 m.

Embora S. rarum PAM 25 apresente 6timas exigéncias térmicas a 25°C no
presente trabalho, as melhores taxas de mortalidade foram encontradas nas
temperaturas de 14 e 22 °C, esta Ultima considerada Otima para o
desenvolvimento de D. suzukii. Na temperatura de 25°C houve uma grande
emergéncia de adultos que variou de 60 a 76%, a mesma temperatura néo
mostrou grandes resultados para mortalidade das pupas.

Um fator importante a ser salientado s&o as influéncias causadas pelas
temperaturas baixas no metabolismo dos insetos, vistos que a D. suzukii entra
em periodos de diapausa, cessando suas atividades metabdlicas e
aumentando seu tempo no estagio de pupa que consequentemente prolonga
seu periodo de exposi¢cdo ao parasito. Deste modo, podemos explicar a alta
taxa de mortalidade (72%) na temperatura mais baixa testada, 14 °C. Os JiIs
entre 8 e 20 °C conservam reservas lipidicas por mais tempo, logo, a
capacidade do JIs de infectar é superior, pois carregam reservas energéticas
possibilitando maior busca dos seus hospedeiros (ANDALO et al., 2011).

Segundo Meira (2018) S. rarum PAM 25 nas temperaturas de 22 °C teve
uma rapida emergéncia de seus hospedeiros (4,75 dias), respondendo
significativamente, que em temperaturas em torno de 22 °C os NEPs desta
espécie apresenta maior atividade. Para Cagnolo e (2008), S. rarum mantém
sua infectividade a 23 + 2 °C. Entretanto no bioensaio de 25°C, a taxa de
mortalidade variou de 18 a 30%, indicando que esta temperatura pode ser
favoravel a ambos, nematoide e inseto, porém sem promover altas taxas de
mortalidade, consequentemente obtendo uma maior taxa de emergéncia de
adultos de D. suzukii.

Os NEPs penetram o tegumento do inseto, e causam morte em 24 a 48h,
entretanto, a emergéncia de adultos infectados indica a resisténcia do inseto a
infeccdo durante o periodo de pupa (RODRIGUES-TRENTINI, 1996). A
resisténcia de D. suzukii deve-se a sua rapida resposta imune com elevada
producéo de hemacitos, essa espécie é capaz de produzir cinco vezes mais em
relacdo a D. melanogaster, o que a torna significativamente mais resistente ao
parasitismo (KACSOH; SCHLENKE, 2012).
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A inativacdo do patdégeno presente no nematoide durante a fase de pupa e
sua permanéncia no adulto indica a capacidade desses organismos de se
manterem no inseto (NOMANO et al., 2015). Visto que em D. suzukii o tempo
médio de pupa para adulto nas temperaturas de 14 °C é de 8,97 dias, 22 °C
10,10 dias, e a 25°C 9,53 dias (TOCHEN; WALTON, 2013), ap0s a exposi¢cao
de NEPs no presente trabalho, houve reducéo na longevidade de adultos de D.
suzukii de 5,18 dias a 14°C, 6,26 dias a 22°C; e 6,79 dias a 25°C.

Foi constatada a repercusséo de Jis de S. rarum em adultos de D.
suzukii recém emergidos. Os NEPs reduziram a longevidade dos adultos,
diminuindo o periodo de vida das moscas e conseqlentemente baixando a os
danos que podem causar nos frutos. Embora a concentracdo inoculada de Jls
seja de grande importancia para o sucesso de infeccdo dos NEPs (BRIDA
2015), foi verificado no presente trabalho que independente da concentracdo
ou temperatura, os Jls foram capazes de resistir ao sistema imunoldgico de D.
suzukii, se perpetuando na fase adulta e ocasionando mortalidade em um curto

periodo.

5. CONCLUSAO
+ S.glaseri 1J e S. rarum PAM 25 séo patogénicas a pupas de D. suzukii;

* As temperaturas de 14 °C 4000 Jis/mL e 22°C 2000 JIs/mL, apresentam
as maiores taxas de mortalidade de pupas de D. suzukii;

* S. rarum PAM 25 reduziu a longevidade de D. suzukii em 3,79 dias a
14°C, 3,84 dias a 22°C e 2,74 dias a 25°C.
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