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RESUMO:

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo conhecidos a bastante tempo, e em muitos paises, largamente
empregados no controle de pragas de solo. No entanto, no Brasil, os estudos relacionados a este grupo de
entomopatdgenos sdo recentes, e 0 pais ainda € totalmente carente de produtos a base de NEPs. Faltam estudos
basais a respeito de levantamento e identificacdo das principais espécies que aqui ocorrem, bem como de
avaliagOes sobre sua viruléncia sobre as pragas com potencial de controle por estes agentes. Assim, este
projeto tem como objetivo, realizar levantamento, caracterizacdo e identificagdo de isolados de nematoides de
ocorréncia no estado do Parang, bem como a melhoria de técnicas de manutengao das colegdes, com o intuito
de avalia-los sobre algumas pragas de solo que ocorrem nas principais culturas do estado. Paratanto, serafeito
levantamento da ocorréncia de isolados através do método de isca-viva, e posteriormente a caracterizago e
identificacdo destes isolados através de identificacdo molecular e morfol égica. Serdio também realizados testes
de criopreservacdo em nitrogénio liquido, visando melhorar as condi¢des de manutencéo das colegdes de
isolados. A seguir, estes serdo avaliados quanto a sua viruléncia sobre insetos pragas de importancia
econdmica para o estado do Parana.
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INTRODUCAO:

A constante ocorréncia de insetos pragas é desde muito tempo, um grande, sendo o principal desafio paraa
producdo da maioria das culturas cultivadas pelo homem, que aliados a tendéncia de producdo em sistemas de
monocultura, trazem constantes perdas econdmicas, nos mais variados setores da cadeia produtiva no Brasil e
no mundo.

Todos o0s anos, nos deparamos com nhovos desafios e com a demanda cada vez maior para a busca de
alternativas viaveis de produgdo e cultivo, compativeis com o consumo de alimentos e matéria primaem geral.
No que se refere aos insetos praga, agueles que vivem abrigados em ambientes cripticos, sdo considerados de
dificil controle, e em funcéo da defasagem de estudos relacionados ao conhecimento da bioecol ogia e métodos
de controle destes, seus danos em algumas culturas podem se tornar fatores limitantes para a produgéo. Além
disso, poucos sdo os produtos que atuam com eficiéncia no controle destes insetos, e a ocorréncia de inimigos
naturais é rara, e dificil de ser estudada. Isto ocorre porque, insetos com hébitos cripticos, ficam mais
protegidos do ataque de parasitoides, e até mesmo o controle quimico é dificultado, pois a agdo dos produtos é
limitada e na maioria das vezes o resultado insatisfatorio. No que se refere ao controle quimico, o uso de
produtos sistémicos e de organofosforados néo resultaram em eficiéncia satisfatéria (OLIVEIRA et a., 2005).
Mesmo diante de tantos desafios no que tange a ocorréncia de pragas, o Brasil destaca-se como um dos
principais produtores de alimentos, principa mente gréos, frutas e hortalicas (SCOLARI, 2014), pois o fato de
possuir um grande territério, aliado a condic¢des climéticas que favorecem o cultivo de ampla diversidade
vegetal, a agricultura tem importéncia econdmica e social para o pais.

O estado do Parana, situado na regido sul do Brasil, € um dos principais produtores de commodities,
destacando-se como um importante pdlo do setor organico, produzindo principa mente soja, milho, café, cana-
de-acUcar, mandioca, frutas e hortalicas (HAMERSCHMIDT, 2006), além de ser responsavel por quase um
terco da producéo de carne de frango no pais.

A predominancia de pequenas &reas, aliada & necessidade de uma producéo diversificada, sdo de fundamental
importancia como alternativa de viabilizar o sustento e manutenc&o dessas propriedades, e culturas como a
cana-de-agUcar, 0 amendoim e a mandioca podem ser citados como de grande importancia econdmica nestas
regides do estado do Parana. Além disso, a produgdo de frangos de corte € importante fonte de renda para
peguenos produtores, complementando o sustento nestas propriedades.

No entanto, como dito anteriormente, todos esses sistemas de produgdo sdo constantemente ameacados pela
ocorréncia de pragas, cujo controle ainda é ineficaz devido o hébito criptico que estas apresentam, e que
inviabiliza 0 uso de estratégias convencionais de controle.

Nos Ultimos anos é possivel observar um aumento de estudos desenvolvidos no Brasil, visando o controle de
insetos pragas com métodos ambiental mente menos impactantes, como a utilizacdo de agentes bioldgicos e
entomopatogénicos. Entretanto, sdo poucos 0s grupos de pesquisadores que tem se dedicado ao estudo através
do controle bioldgico de pragas de solo. Isto deve-se em parte aos habitos cripticos destes insetos, muitos
passam parte ou todo o ciclo de vida subterréneos, dificultam a realizaco de trabalhos de biologia, ecologiae
controle principalmente pela dificul dade de manutengéo de col6nias em condig¢des controladas.

Entre os organismos estudados para controle biolégico, e que podem apresentar eficiéncia no controle de
pragas cripticas, estdo os nematoides entomopatogénicos (NEPs), que dentre as suas caracteristicas, destacam-
se pela elevada especificidade que possuem em atacar artrépodes, ndo sdo toxicos a vertebrados e/ou plantas.
Desta maneira, seu potencial como agentes de controle biol6gico destes insetos é promissor levando a
necessidade de estudos de levantamento, multiplicac&o, conservacéo e uso de Nematoides Entomopatogénicos
no controle de pragas de solo possibilitando novas aternativas de manejo destas pragas.

OBJETIVO(S):

Objetivo Gera
- Redlizar levantamento de isolados nativos, caracterizacdo biol6gica e identificacdo, além de avaliar técnicas
alternativas para a conservag@o e manutencdo de criagdes de nematoides entomopatogénicos;
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- Avaliar o potencia destes isolados no controle de pragas de solo em condi¢des de |aboratorio e campo;

Objetivos Especificos

- Realizar levantamento de isolados de nematoi des entomopatogénicos;

- Redlizar caracterizaco biol 6gica dos isolados;

- Redlizar aidentificagdo molecular e morfol dgica dos isolados que demonstrarem potencial para controle de
insetos pragas de importéncia econdmica;

- Avdliar atécnicade criopreservacdo na manutencéo de nematoi des entomopatogénicos,

- Avaliar a suscetibilidade de insetos pragas de ocorréncia no estado do Parana a nematoides
entomopatogénicos;

FUNDAMENTAGCAO:

O uso de nematoi des entomopatogénicos como uma alternativa vidvel para o controle de insetos de solo pode
ser comprovado por vérios estudos e de acordo com VOSS et al. (2009) alguns insetos-pragas apresentam uma
alta taxa de mortalidade em testes feito em laboratério, como observado para a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepdoptera: Noctuidae); cascudinho de aviario, Alphitobius
diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae); mosca-das-frutas, Anastrepha fraterculus
(Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae); coro-das-pastagens, Diloboderus abderus (Sturm, 1826)
(Coleoptera: Scarabaeidae); larva-alfinete, Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae);
tamandué-da-soja, Sternechus subsignatus (Boheman, 1836) (Coleoptera: Curculionidae); e cochonilha-da-
raiz-do-cafeeiro, Dysmicoccus texensis (Tinsley, 1900) (Hemiptera: Pseudococcidae), indicando o alto
potencial destes agentes no controle de insetos das mais variadas ordens.

Entre os grupos NEPs com potencial para o controle de pragas, destacam-se as familias Heterorhabditidae e
Steinernematidae (Rhabditida), onde se incluem os géneros Heterorhabditis e Steinernema, dos quais ja se
conhece aspectos relativos a bioecologia, producdo em larga escala, formulagdo armazenamento e condigles
necessdrias para aplicagdo (KAYA e GAUGLER, 1993).

Entre as vantagens destes patégenos, pode-se destacar a capacidade de resisténcia a defensivos agricolas, a
acdo sinérgica com outros agentes entomopatogénicos, a capacidade de adaptacdo a novos ambientes,
capacidade de difundir-se no ambiente, facilitando o encontro com o inseto praga, ndo causam danos as plantas
cultivadas, podem reproduzir-se sem o concurso de machos, e ao fato de ndo serem nocivos a nenhum outro
grupo de animais, incluindo o homem. Além disso, so adaptados ao solo, e por conseqgiiéncia, indicados para
o controle de insetos com hébitos cripticos que passam pelo menos uma faze do seu ciclo de vidano solo como
€ 0 caso da cochonilha-da-raiz-da-mandioca, da broca-da-cana, do percevejo do amendoim e também do
cascudinho-dos-aviarios (CAPINERA e EPSKY, 1992; KAYA e GAUGLER, 1993; GAUGLER et al., 1997;
FERRAZ, 1998; NISHIMATSU e JACKSON, 1998; HAYES et al., 1999; KOPPENHOFER et al., 2000;
CAMPBELL e LEWIS, 2002).

Estudos realizados no Brasil e no mundo, evidenciam que estes agentes tem potencial para controle de insetos
pragas de solo, e existem trabalhos relatando desde a ocorréncia natural em M. fryanus (PIZANO et al., 1985)
até a avaliagdo da suscetibilidade do inseto a diferentes isolados em laboratério (ARRIGONI et al.,19863;
PIZANO et a., 1987) e campo (MACHADO et al., 2005).

No que se refere ao uso de NEPs sobre Cyrtomenus sp., sdo poucos os trabalhos que visam o controle deste
inseto com estes agentes. Entretanto, jafoi constatada patogenicidade, de diferentes isolados, pertencentes aos
géneros Heterorhabditis e Steinernema, inclusive com parasitismo a campo, em estudo realizado na Colédmbia
(CAICEDO e BELLOTI, 1996). Também foram avaliaram isolados comerciais (H. bacteriophora e S. feltiag)
em diferentes concentragdes e levantamento de isolados nativos de nematoides entomopatogénicos em
plantactes de amendoim da Colombia, visando o controle do inseto (MELO et al., 2006; MELO et a., 2009).
Com relagdo ao uso de nematoides para o controle de cochonilhas, ha vérios estudos que relatam a eficiéncia
destes agentes sobre outras espécies proximas (STUART et a., 1997; ANDALO et al., 2004; ALVES et al.,
2009a; NIEKERK & MALAN, 2012) em condic6es de laboratorio e campo (ALVES et al., 2009b).

Quanto ao cascudinho de aviario, estudos em condic¢des de laboratério (Geden et al. 1985; Sza?anski et a
2004; Alves et al. 2005b) e campo (Geden et al. 1987; Rodrigueiro et a. 2008) tem demonstrado que estes
agentes tem possibilidade de controle contra A. diaperinus. No entanto, em estudo recente feito no Brasil
(Alves et d., 2012) um
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isolado exdtico se mostrou como 0 mais promissor para o controle do inseto.

Os nematoides pertencentes aos géneros Steinernema e Heterorhabditis sdo os que tem se mostrado mais
eficientes no controle microbiano. Tal sucesso se deve ao fato destes nematoides serem portadores de bactérias
simbidnticas que sdo agentes auxiliares responsaveis pela morte do hospedeiro (GAUGLER e KAY A, 1990).
Essa relacdo simbidtica entre bactéria e nematoide tem papel importante, pois a bactéria auxilia a matar o
inseto e proporciona um ambiente favordvel para o nematoide se alimentar do cadaver do inseto em questéo,
reproduzindo-se com éxito. O nematoide por sua vez, garante abrigo e dispersdo da bactéria, transportando-a
de um hospedeiro para outro (CLARKE, 2008). Além disso, as bactérias do género Photorhabdus apresentam
sintese de estilbenos, que sdo moléculas normal mente sintetizadas por plantas, e que possuem ag&o antibidtica
(WILLIANS et a., 2005), antiinflamatoria (KIM et al., 2008), antitumorais (CAO et a., 2008) e também
neuroprotetores (ORHAN et al., 2008). Estas substéncias mantém o cadéver do hospedeiro livre de bactérias e
de outros organismos saprofiticos, e propicia a reproducdo e multiplicacdo do nemat6ide no interior do inseto
morto.

Durante seu ciclo de vida, os nematoides entomopatogéni cos apresentam quatro estagios larvais (juvenis), uma
fase adulta e a fase de ovo, sendo que os juvenis de terceiro estagio (J3), também chamados infectantes (JI's),
sdo aforma infectante para novos hospedeiros e penetram nos insetos através de suas aberturas naturais (boca,
anus, espiraculos ou pela parede corpérea em alguns casos). Em seguida, migram para a hemocele, onde
liberam as bactérias simbiénticas (POINAR, 1966), levando o inseto a morte por septicemia (LI et a., 2009).
Além disso, os nematoides entomopatogéni cos apresentam estratégia de busca pelo hospedeiro através de sua
movimentagdo, sendo assim classificados como “ambusher” quando promovem movimentagdo propria
chamada de nictagdo, deixando a parte anterior do nematoide livre para esperar a passagem do hospedeiro num
tipo de emboscada, e os nematoides “cruiser” que ndo esperam o hospedeiro passar e sim o buscam ativamente
no solo, deslocando-se até localizd-los. Também podem existir nematoides de tipo intermediarios, que
apresentam os dois comportamentos, como o caso da espécie S. arenarium (GREWAL et al., 1994 apud
DOLINSKI & MOINO Jr. 2006).

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

NEPs com diferentes estratégias de busca podem coexistir em uma mesma area, exibindo especificidade
guanto ao grupo de hospedeiros, ocupando diferentes nichos ou tendo distribuicéo espacial em manchas.
Entretanto, aintroducdo de isolados ex6ticos pode comprometer a ocorréncia de isolados nativos (EHLERS et
al., 1990).

Ainda, de acordo com Dolinski & Moino Jr. (2006), € preciso ter cuidado com a introducdo de espécies
exoticas, sendo a escolha do nematoide/linhagem, deve ser feita com critério. O uso de nematoides nativos
deve ter prioridade sobre os exdéticos, que devem ser aplicados em Ultimo caso, respeitando-se as condi¢des
impostas pela legislacdo vigente. No entanto, antes da aplicacéo a campo de isolados nativos, ests devem ser
identificados quanto a espécie e ter sua biologia definida. Deve-se levar em consideracdo a avaliacdo de
caracteristicas como a temperatura 6tima para migragdo, e reproducdo desses nematoides, e a realizacdo de
testes de patogenicidade e viruléncia em laboratério para que se conhega a espécie ou linhagem que causaria
maior mortalidade em menor tempo a uma determinada praga ou vetor.

Além disso, outros entomopatdgenos podem ter efeito negativo sobre o desenvolvimento e estabel ecimento de
isolados de nematoides entomopatogénicos, e € importante conhecer bem a drea onde se pretende fazer
aplicacdo destes agentes.

Estudos de levantamento, identificacdo e manutencdo de NEPs

Nesse sentido, varios estudos a respeito da taxonomia, biologia, genética, ecologia, hospedeiros, producdo e
tecnologias de aplicacdo, em laboratério e campo, vem sendo desenvolvidos nos Ultimos anos, principa mente
forado Brasil, visando dar embasamento para a comercializacdo destes agentes (AKHURST, 1996; KAYA e
GAUGLER, 1993). NEPs vem sendo explorados em diferentes partes do mundo como agentes de controle de
insetos pragas.

No entanto, ainda ha muito a saber sobre este grupo de entomopatdgenos, e no Brasil, os estudos sdo ainda
mais basais que em outros paises, ndo havendo até o momento, produtos comerciais a base destes agentes, para
venda em nosso pais, o que reflete a necessidade de mais pesqui sas sobre este grupo de entomopatdgenos.

O Brasil carece de estudos basais a respeito do grupo, como por exemplo o conhecimento das espécies nativas
através do levantamento dos isolados que ocorrem
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em solo brasileiro, bem como a sua taxonomia, biologia e espectro de acdo sobre nossos insetos pragas.

Nesse sentido, a realizacdo de estudos de levantamento e taxonomia, sdo de extrema importancia.

Durante um longo periodo, a taxonomia dos NEPs foi confusa e inconclusiva, pois era baseada na taxonomia
tradicional, baseada em caracteres morfoldgicos. Entretanto, diferentes isolados de uma mesma espécie,
podem apresentar consideraveis diferencas e variagdes dependendo do hospedeiro, da nutricdo, e temperatura
(AKHURST, 1987).

Atualmente, em fungdo da combinagdo dos métodos de taxonomia morfoldgica, bioquimica e biologia
molecular, ataxonomia dos NEPs avancou bastante, e possui um sistema de classificacdo bem desenvolvido
(Padmanaban, 2010) e visando o uso dos NEPs em programas de controle biolégico, o isolamento e a
identificacdo de isolados nativos, bem como da bactéria associada ao nematoide é primordial para o sucesso de
pragas endémicas.

No entanto, mesmo com a existéncia de elaboradas chaves de identificacdo, muitos foram os casos de
insucesso de identificagdo ao longo dos anos, mas recentemente, gragas aos avancos na area de biologia
molecular e nateoria da evolugdo, tem auxiliado os nematol ogistas na ardua tarefa da taxonomia deste grupo
de organismos (L1U et a., 2000), e recentemente vérios trabal hos de descri¢ado, integram dados morfol 6gicos,
com dados moleculares (GARDNER et al., 1994; LIU e Berry, 1996; STOCK et a., 1996; STOCK et al.,
1997; STOCK et al., 1998; VAN LUC et a., 2000).

Assim, caracteristicas moleculares, podem ser usadas para identificar, diagnosticar e definir espécies, da
mesma forma que os caracteres morfoldgicos, ou ainda, podem-se usar ambas as técnicas, dando maior
confiabilidade aos dados de identificacéo.

Além da taxonomia, outro importante ponto a se abordar sobre os NEPs, sdo as técnicas de manutencao e
armazenamento destes agentes. Enquanto outros entomopatdgenos como fungos, virus e bactérias podem ser
mantidos em freezer a-10°C, os nematoides ndo sobrevivem nestas condic¢des, e sua manutencdo normal mente
¢ feita em meio aquoso, necessitando de constante manutencao.

Um dos entraves para o armazenamento desses organismos € a grande mortalidade ocorrida durante este
periodo, pois fatores como sensibilidade a variacBes de temperatura, susceptibilidade a contaminantes
microbianos, alteracdes nas propriedades quimicas ou microbiol6gicas que compdem o0 meio de
armazenamento, influenciam a qualidade de armazenamento e a viabilidade dos NEPs nesses substratos

(KAYA & STOCK 1997; GREWAL 2000; GLAZER 2002; ANDALO et al., 2006, 2010).

Além disso, a constante perda de lipideos, leva a perda da capacidade infectiva, pois as reservas lipidicas so
as fontes de energia para esses organismos, € uma vez que essas reservas se esgotam durante o periodo de
armazenamento, ocorre influencia na infectividade e sobrevivéncia (ANDALO et al., 2011).

A dificuldade de armazenamento destes entomopatdgenos € um dos principais obstacul os para ampliar seu uso
no controle bioldgico de pragas (ANDALO et al., 2010). Por outro lado, Popiel & Vasquez (1991), Curran et
al. (1992), e Nugent et al. (1996) relataram que a criopreservacao em nitrogénio liquido pode ser um método
viavel para 0 armazenamento desses organismos em longo prazo.

A criopreservacéo consiste na diminuicdo da temperatura como forma de reduzir o metabolismo celular,
permitindo que as células ou os tecidos sejam conservados por periodos indeterminados, possibilitando a
retomada normal do desenvolvimento celular apos 0 armazenamento em nitrogénio liquido a-196 °C (PEGG,
2007).
No entanto, o sucesso dessa técnica pode ser influenciado pelo tempo de exposicdo dos nematoides ao
crioprotetor, pelo tipo e concentracéo do crioprotetor utilizado e pela velocidade de descongelamento dos
isolados (CURRAN et al., 1992; NUGENT et al., 1996).
Com base no exposto acima, € pertinente afirmar que os nematoides entomopatogéni cos apresentam potencial
para o controle de pragas de solo no estado do Parana, sendo entretanto, necessdria, a realizagéo de
levantamento e identificacdo dos isolados nativos desta regido, bem como arealizacéo de testes para avaliacéo
de isolados adequados como possiveis alternativas de controle no complexo de pragas de solo nesse estado.

Assim, este trabalho tem como objetivo, realizar levantamento de isolados nativos no Parand, fazer sua
caracterizacdo e identificagdo molecular e morfol égica, visando o uso destes agentes no controle de pragas de
solo que atacam algumas das principais culturas do estado.

METODOLOGIA:
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I solamento de Nematoides Entomopatogénicos

Serdo realizadas coletas em diferentes areas do estado do Parand, preferencialmente em cultivos das culturas
gue sdo atacadas pelos insetos utilizados neste trabalho, e também em areas de florestas (nativas ou
reflorestadas) proximas a estas.

As amostras de solo serdo extraidas a uma profundidade entre 0 a 10 cm, com auxilio de trado, num raio de 5
m, sendo cada ponto da amostra constituido de 5-10 sub-amostras de solo, de cerca de 100 gramas cada. As
sub-amostras serdo misturadas em baldes, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao laboratorio
(modificado de KAYA & STOCK, 1997 por Voss et a., 2010). Em seguida, o solo sera acondicionado em
sacos plésticos, devidamente identificados para permitir a recuperacdo do ponto de amostragem, e também
permitir conotagGes com o habitat associado (altitude, temperatura predominante e tipo de vegetacéo).

As amostras serdo transportadas até o Laborat6orio de Entomologia e Controle Microbiano da UENP, onde o
solo de cada amostra obtida no campo sera umedecido com agua destilada (quando necessério), para atingir
umidade préxima e inferior & da capacidade de campo. O solo seré entdo colocado em potes plésticos, e cada
pote recebera 10 lagartas de Galleria mellonella De acordo com a metodologia modificada de Bedding &
Akhurst (1975) por Voss et al., 2010. Os potes serdo mantidos em temperatura de 25 + 3 °C. ApGs cinco a sete
dias, osinsetos mortos e com sintomas de infecgdo por Neps serdo desinfestados superficialmente com solucéo
de hipoclorito de sodio a 0,1%, colocados em cémara seca (placa de Petri de 9 cm de didmetro com papel de
filtro) e incubados em camara climatizada a 23-25 °C. Ap0s trés dias, os cadaveres seréo ser transferidos para
armadilhas de White (WHITE, 1927) para a coleta dos Jis.

I dentificacdo Morfol 6gica de Nematoi des Entomopatogénicos
Apbs o isolamento dos nematoides sera feita a identificagdo dos mesmos. Tal procedimento seré realizado
através de técnicas de morfometria, microscopio Optico de luz, microscopia eletrdnica de varredura e técnicas
biomoleculares (Nguyen et al., 2004).

Para estudos morfol égicos, dez larvas de G. mellonella seréo expostas a cerca de 500 JI em placa de Petri (9
cm de didmetro) com duas folhas de papel filtro umedecidas. As fémeas de primeira geracéo (hermafroditas),
as fémeas de segunda geracdo e os machos seréo obtidos através da dissecacdo dos insetos infectados apos 3-4
dias para as fémeas hermafroditas e 6-7 dias para os outros estagios, apds a morte do inseto. Os JI de terceiro
estédio serdo obtidos durante os dois primeiros dias apds a emergéncia destes dos cadaveres dos insetos
(Nguyen & Smart, 1995a).

Microscopio éptico de luz

Para microscopia de luz, 20 machos e fémeas (20 para cada estagio) e 25 JI serdo examinados. Os nematoides
serdo mortos e fixados em TAF (trietanomalina e formalina) como sugerido por Courteny et al. (1955) e
adicionais espécimes serdo transferidos para lactofenol (Franklin & Goody, 1949), a fim de que estruturas
morfolégicas sejam melhor observadas. Os nematoides fixados em TAF serdo colocados em glicerina
utilizando o método de Seinhorst (Seinhorst, 1959). Espécies tipo serdo montadas em glicerina, sendo utilizado
suporte para laminula em todos os casos para evitar achatamento das espécies.

Morfologia da bursa

Esta etapa seré realizada apenas para espécies do género Heterorhabditis. Os nematoides serdo multiplicados e
coletados como citado anteriormente. Os machos ser&o transferidos para um disco com lactofenol em uma
chapa aquecida a 65-700C. Apds 30 minutos, um macho serd transferido para uma gota de lactofenol em uma
[amina. A parte anterior do macho sera removida. Uma laminula sera colocada sobre a gota de lactofenol
contendo a parte posterior do nematoide, assim, dez machos serdo observados (Nguyen et al., 2004).
Microscopia el etrénica de varredura

Adultos e JI serdo fixados em 3% glutaraldeido com 0,1 M de cacodilato de sddio em pH 7,2 por 24 horas em
80C. Posteriormente, estes serdo fixados em 2% de solugao de tetréxido de ésmio por 12 horas a 250C,
desidratados em uma sequéncia de acetona, submetidos ao processo de ponto critico seco com CO2 liquido,
montados em suportes para microscopio eletrénico e cobertos com ouro. Espicula e gubernéculo serdo
preparados de acordo com Nguyen & Smart (1995b).

I dentificacdo Molecular de Isolados de Nematoi des Entomopatogénicos
Caracterizacdo biomolecular
Espécies consideradas proximas geneticamente e um grupo externo ao tdxon seréo
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utilizados nesse estudo a fim de comparacdo molecular entre espécies. O DNA serd extraido de uma fémea
hermafrodita e seré feita a amplificagéo através de PCR daregido I TS (Nguyen & Duncan, 2002; Nguyen et
al., 2001).

Para a extragdo do DNA o nematoide sera macerado em 207L de suspensdo que provoca lise, composta por 50
mM de KCI, 10 mM de Tris pH 8,3, 2,5 mM de MgCl2, 0,45% de NP40, 0,45% de Tween 20, 0,01% de
gelatinae 60 ?g/mL de proteinase K e transferidos 0,5 mL para microcentrifuga. Esses tubos seréo congelados
a-80°C por 10 minutos, depois incubados a 65°C por 1 hora e posteriormente incubados em 95°C por mais 10
minutos. Esses processos sdo necessarios para completar a quebra das células, a digestéo de proteinas e
inativar a proteinase K, respectivamente. Em seguida, os tubos seréo colocados em gelo e centrifugados em
12.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante contendo o DNA sera coletado e mantido em 4°C para uso
subsequente (Nguyen et al., 2001).

O proximo passo a ser seguido € a amplificagdo de PCR, onde a regido ITS do DNA ribossomal sera
amplificada em uma reagdo usando 100 ?L do kit DNA polimerase (AMRESCO, Inc.). Para completar a
reac8o serdo usados 10 ?L de 10x suspensdo de PCR (composta por 100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 15 mM
MgCl2, 500 mM KCI, 1% Triton X-100), adicionado de 2 ?L de dNTP, 2 2L do “primer” afrente, 2 7L do
“primer” oposto, 0,5 2L de Termalase Thr, 74 2L de égua destilada e 10 2L do extrato do DNA. Oleo mineral
(10 ?L) sera colocado no topo do tubo com a suspensdo para minimizar a evaporagdo. As reacfes de PCR
serdo realizadas em um termociclador, sendo um ciclo de 94°C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos em 94°C
por 30 segundos, 45°C por 60 segundos e 72°C por 90 segundos.

Os produtos do PCR serdo sequienciados bi-direcionalmente. Os “primers’ internos usados serdo os 58P = 5'-
ACGAATTGCAGACGCTTAG-3' (frente) e H58R = 5-GTGCGTTCAAAACTTCACC-3' (reverso). Os
“primers’ sequenciadores foram desenhados com o “Prime program of the Genetic Computer Group” (GCG)
Package, Madison, WI, USA. Seqliéncias completas daregido I TS serdo alinhadas com sequéncias da regido
ITS1 ja previamente publicadas (Adams et al., 1998) usando o Clustal X (Thompson et al., 1997), e entéo,
otimizado manualmente utilizando MacClade 4.05 (Maddison & Maddison, 2002).

Andlises filogenéticas serdo feitas usando PAUP* (Swofford, 2002). Para andlise de parcimonia, arvores curtas
serdo obtidas. Caenorhabditis elegans (X03680) serd usado como grupo externo ao taxon e raiz da arvore.
MANUTENCAO DOS ISOLADOS PELO METODO IN VIVO

Criacdo de Galleria mellonella e multiplicacdo dos | solados de Nematoides entomopatogénicos

Para a multiplicacéo dos isolados pelo método in vivo, seréo utilizadas lagartas de G. mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae), cuja criago seré conduzida no laboratorio em temperatura ambiente e a alimentacéo
serd feita com dieta artificial adaptada de Dolinski (2006). Os adultos do inseto serdo mantidos em laboratério
em potes de vidro e tampa plastica perfurada, contendo papel cartdo de cor preta dobrados em forma de
sanfona para as fémeas realizarem a oviposi¢ao. Esses pedacos de papel serdo col ocados em potes pléasticos
forrados com folha sulfite contendo dieta artificial (tabela 2) e favos para servir de alimento para as larvas
recém-eclodidas onde permanecerdo até serem utilizadas para a multiplicacéo dos NEPs. E os adultos serdo
transferidos para potes de vidro para a manutencdo da criacdo.

Tabela 02. Ingredientes para dieta de Galeria mellonella.
Ingredientes Quantidade

Farinha de trigo 200g

Farelo de trigo 200g

Leite em p6 400g

Levedo de cerveja 120g

Gérmen de trigo 200g

Mel 240g

Glicerina 130g

Agua destilada 20m

Fonte: Claudia Dolinski (comunicacdo pessoal)

Para manutencao e replicacdo dos nematoides visando a realizacdo de bioensaios, os isolados serdo
multiplicados pelo método in vivo, conforme descrito Molina e Lopes (2001).

Os isolados serdo multiplicados pelo método in vivo, de acordo com a metodol ogia descrita por Molina e
Lopes (2001) utilizando lagartas de dltimo instar de Galleria
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mellonella (Depois de confirmada a infecc8o das lagartas pelos nematoides, estas serdo transferidas para
camara seca e mantidas em BOD a 23+1° C e no escuro por cinco dias. Apoés este periodo, as |agartas seréo
colocadas em armadilhas de White (White, 1927) para coleta dos Juvenis Infectantes (JIs) ou J3 e mantidas
sob as mesmas condi¢des mencionadas acima.

Os JIs em suspensdo agquosa (dgua destilada + Juvenis I nfectantes) serdo col etados diariamente, armazenados
em Becker com aeracdo por um periodo méximo de sete dias apds a produgdo para, posteriormente, serem
utilizados nos bioensaios.

CRIOPRESERVACAO

Testes de Criopreservacéo

Para os testes de criopreservacéo sera utilizada a metodologia descrita por Popiel & Vasquez (1991),
modificada por Nugent et al. (1996) e com adaptacdes as condicdes de trabalho do Laboratorio de Patologia e
Controle Microbiano do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina.

Os tratamentos serdo: (A) imerséo dos nematoides no crioprotetor glicerol em diferentes concentragdes (15,
20, 25 e 30%); (B) diferentes tempos de exposicdo dos isolados ao glicerol (24, 48, 72 e 168 horas) (C)
incubacéo dos isolados em nitrogénio liquido (NL) a-196 °C por 1, 7, 15, 30, 60, 90 e 180 dias.

Para tanto, os isolados serdo quantificados e posteriormente vertidos com auxilio de micropipeta sobre disco
de papel Whatman n° 42 em funil de Buchner submetido a sucgéo através de Kitasato conectado a bomba de
vacuo para remocao do excesso de dgua. Em seguida o disco de papel sera colocado em placa de Petri
devidamente identificada com o nome do isolado e contendo glicerol nas concentracfes de 15, 20, 25 e 30%.
Os isolados ficardo expostos ao glicerol por periodos de 24, 48 e 72 horas e as placas de Petri serdo
armazenadas em camara climatizada a 23°C. Ap0s cada periodo de exposic¢ao, as suspensdes (NEPs + glicerol)
serdo novamente vertidas sobre disco de papel Whatman n°42, e o procedimento serd 0 mesmo citado acima. A
deposicdo da suspensdo sobre o papel seré feita lentamente, de modo a evitar extravasamento pelas bordas do
mesmo. Posteriormente, serd aplicado Metanol 70% com auxilio de micropipeta, mantido a 23°C, sobre o0s
NEPs retidos no papel, para remover o excesso de glicerol, utilizando também a succéo.

Em seguida o papel filtro contendo os nematoides seré colocado em 20 mL de Metanol 70% a temperatura
aproximada de 5°C em placa de Petri de 9cm de diametro, imersa parcialmente no gelo por 10 minutos.
Terminado o periodo de tempo estipulado, o papel filtro seré retirado de modo a deixar escorrer o Metanol do
papel, para que amaior parte dos JI's permaneca na placa.

A suspensdo (JIs + Metanol) serd agitada e em seguida ser& colocado 1,5 mL sobre um disco de papel filtro de
2cm de didmetro, sobre funil de Buchner, pararetirar o excesso de Metanol por succdo. O disco de papel com
Jis serd transferido para criotubos de 2 mL com tampa provida de anel de silicone.

Durante o acondicionamento dos NEPs nos discos, os criotubos prontos e devidamente identificados ficaro
mergulhados no gelo. Por tltimo os criotubos ser&o colocados em perfil de aluminio e inseridos em um botij&o
criogénico de 20 litros contendo nitrogénio liquido.

Apo6s cada periodo de incubagéo no nitrogénio liquido (1, 7, 15, 30, 60, 90 e 180 dias), sera realizado o
descongelamento para avaliacdo da sobrevivéncia e infectividade. Para tanto, sera adicionado 2mL de solugéo
salina na concentragéo de 0,7% de NaCl a 23°C em cada criotubo e em seguida 0 mesmo sera colocado em
uma placa de Petri contendo 15mL da mesma solugdo onde ficardo mantidos por 24 horas.

A avaliacdo da sobrevivéncia sera feita contando-se os nematoides vivos e mortos apos as 24 horas em solugdo
salina através da observagao com microscopio estereoscopio. Os dados seréo submetidos a andlise de variancia
e ao teste de média de Tukey pelo programa estatistico SISVAR.

A infectividade sera avaliada por meio dainoculagdo dos NEPs descongel ados sobre lagartas de G. mellonella,
na qual se observard a mortalidade das lagartas e a capacidade de multiplicacéo dos isolados no interior das
mesmas.

Todo o procedimento serd realizado individualmente para cada isolado e cada tratamento consistira de cinco
repeticOes. O trabalho tera um fatorial de 4x3x7 (concentragdes de glicerol x tempo de exposic¢éo ao glicerol x
tempo de incubagdo em nitrogénio liquido).

Avaliacéo de Patogenicidade sobre Insetos Pragas
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Apos isolamento, caracterizagdo e identificagdo das estirpes, estas poderéo ser utilizadas para testes de
patogenicidade e viruléncia de pragas de importancia econdmica no estado do Parang, bem como comparadas
guanto a eficiéncia de controle com outras estirpes ja conhecidas de isolados brasileiros de nematoides
entomopatogénicos.

JUSTIFICATIVA:

Espera-se com esse projeto alavancar os estudos rel acionados aos nematoides entomopatogéni cos no estado do
Parana, tanto no que concerne ao levantamento e conhecimentos das principais espécies que ocorrem no
estado, como do comportamento destas quanto a viruléncia sobre pragas de solo de importantes culturas da
regido.

Do ponto de vista econémico e/ou social, estes agentes podem ser alternativas para controle de pragas em
importantes culturas de subsisténcia, como a mandioca, amendoim e avicultura, e aformulagéo de produtos,
passa antes pelo conhecimento basico a respeito de espécies e isolados, bem como sua identificacdo e
avaliagdo quanto a viruléncia sobre pragas, podendo no futuro, tornarem-se alternativas de controle,
minimizando as perdas causadas pelas pragas citadas no projeto, além de agregar valor aos produtos, seja por
certamente néo apresentarem residuos indesejaveis, bem como por serem produzidos com base em préticas
conservacionistas e ambientalmente corretas.

ATIVIDADES:

META 01 Descri¢éo da Meta: Levantamento de isolados nativos de nematoides entomopatogéni cos

Unidade de medida: amostras Quantidade: 350

ETAPA n° 01 — Coleta de solo e isolamento a partir de armadilhas com iscaviva

Descricdo da Etapa: Serdo coletadas amostras de solo (aproximadamente 300 g) de vérias localidades no
estado do Paran& No laboratério, estas amostras serdo acondicionadas em potes plésticos, e serdo usadas
lagartas de Galleria mellonella como isca-viva, para o isolamento dos nematoides.

Periodo de realizacdo: 01 a 36 meses

ETAPA n° 02 — Caracterizacdo dosisolados

Descricéo da Etapa: os isolados coletados seréo caracterizados quanto ao género que pertencem, capacidade de
multiplicagéo, temperaturaideal de dispersdo e habito de deslocamento.

Periodo de realizacdo: 12 a 36 meses

Responsével: Viviane Sandra Alves

META 02 Descri¢do daMeta: |dentificagdo Molecular dos isolados

Unidade de medida: bioensaios Quantidade: 10

ETAPA n° 01 — Identificagdo Molecular dos isolados

Descricéo da Etapa: os isolados de nematoi des entomopatogénicos isolados a partir das amostras de solo serdo
identificados através de andlise molecular pela metodologia de PCR.

Periodo de realizacdo: 12 a 36 meses

Responsavel: Bruno Ambrozio Galindo

META 03 Descricdo daMeta: |dentificagdo Morfol égica dos isolados

Unidade de medida: bioensaios Quantidade: 04

ETAPA n° 01 — Identificacio Morfol 6gica dos isolados

Descricéo da Etapa: caso algum dos isolados selecionados para o controle de alguma das pragas avaliadas ndo
pertenca a espécies conhecidas, este sera submetido a identificacdo morfol bgica.

Periodo de realizagdo: 12 a 36 meses

Responsavel: Vanessa Andal6

META 04 Descri¢do da Meta: Manutengédo dos isolados de nematoides entomopatogénicos (NEPs) em meio
aguoso

Unidade de medida: criagdo Quantidade: 50

ETAPA n° 01 — Manutencéo dos isolados de nematoi des entomopatogénicos

Descricéo da Etapa: os isolados de nematoides entomopatogénicos serdo mantidos em suspensao aquosa em
BOD a 16°C sem fotoperiodo. Quando necesséria sera feita sua replicacdo pelo método in vivo, utilizando-se
lagartas de Galleria mellonella, de acordo com a metodologia de Molina e Lopes (2001).
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Periodo de realizacdo: 01 a 36 meses

Responsavel: Viviane Sandra Alves
META 05 Descricdo da Meta: Manutengdo de isolados usando a criopreservacdo como alternativa de
conservacao de nematoides entomopatogénicos

Unidade de medida: bioensaio Quantidade: 4

ETAPA n° 01 — Manutencdo dos isolados de nematoides entomopatogéni cos em criopreservacao

Descricéo da Etapa: 1solados de nematoides entomopatogéni cos serdo submetidos a criopreservacao de acordo
com a metodologia de Voss et a. (2010), avaliando diferentes concentracfes de criopreservadores, tempo de
manutencdo e a sobrevivéncia dos isolados quanto a viabilidade e infectividade.

Periodo de realizacdo: 01 a 24 meses

Responsavel: Pedro Manuel Janeiro de Oliveira Neves
META 06 Descricdo da Meta: Avaliagdo da suscetibilidade de insetos pragas de ocorréncia no estado do
Parana quanto a suscetibilidade aos isolados de Nematoides Entomopatogénicos

Unidade de medida: bioensaios Quantidade: 10

ETAPA n° 01 — Avaliacdo da suscetibilidade de insetos pragas a isolados de nematoi des entomopatogénicos
em condi¢des de laboratdrio e/ou campo.

Descricéo da Etapa: a medida que forem isolados, caracterizados e identificados, as novas estirpes de
nematoides poderéo ser avaliadas quanto a patogenicidade e viruléncia a insetos pragas de solo de ocorréncia
em culturas de importancia econdmica para o estado do Parana.

Periodo de realizacdo: 12 a 36 meses

Responsével: Luis Francisco Angeli Alves e Vanda Pietrovski

RESULTADOS ESPERADOS:

Quanto aos avancos cientificos espera-se conhecer melhor as espécies/isolados de nematoides
entomopatogénicos da regido, e suas caracteristicas quanto a viruléncia a alguns insetos pragas de importantes
culturas do estado, e no futuro, quem sabe, alguns destes isolados se transformar em tecnologia a ser
disponibilizada para o controle na forma de produtos industrializados, como alternativas de controle para o
produtor.

INFRAESTRUTURA:

UENP — No Laboratério de Entomologia e Controle Microbiano (80m2) encontram-se equipamentos como
camaras climaticas para incubacdo dos bioensaios e manutencdo dos isolados de nematdides
entomopatogénicos, balancas, sistema de purificacdo de agua, microscopio estereoscopio, estufa de secagem,
camara de fluxo horizontal, computadores e vidrarias.

UENP — No Laboratério de Genética Molecular (80m2) Laboratério equipado para realizagdo de técnicas
moleculares baseadas em PCR. Possui dentre outros equipamentos: Termocicladores, Freezers (-20°C) e
Geladeiras, Cubas horizontais e verticais para eletroforese, Fontes para eletroforese, pHmetro, Balanca
analitica, Sistema de Fotodocumentagéo, Computadores, Centrifuga Refrigerada, Microondas, Capela de
procedimentos, Fluxo laminar com luz UV, Estufa de secagem,Banho-maria, Transiluminador, Micropipetas,
Espectrofotémetro (UV/VIS), Agitador tipo gangorra, Fluorimetro Qubit (Invitrogen).

A UENP fornecerd também automével para o deslocamento nas coletas e ensaios a campo durante o
desenvolvimento do projeto.

UNIOESTE - Lab. de Biotecnologia Agricola (200 m2) é dotado de salas para preparo de meio de cultura, sala
de inoculagdo e de incubacdo e ainda salas climatizadas (controle de fotoperiodo, temperatura e umidade) para
conduc&o dos bioensaios. Como equipamentos, sdo encontrados agitadores magnéticos com aqueci mento,
autoclave, camaras de incubagdo estacionérias e com agitacdo, com controle de temperatura e fotoperiodo,
balancas semi-analitica e analitica, banho-maria, centrifugas, compressor de ar, cubas e fonte de eletroforese,
desumidificador, pHmetros, estufas de secagem e de esterilizacéo, fogdo industrial, geladeiras e freezers,
sistema de fotodocumentagdo de Géis- Filtro ETTBR, Hood e placas de conversao de luz, LTB 20X20 HE
transimulador, cAmaras de fluxo laminar, destilador de &gua, forno de micro-ondas, microscépios de luz e
estereomicroscopios, aplicadores de precisao (Torre de Potter e Micro aplicador automético).
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UFU — Lab. de Entomologia conta com areafisica de 60,54 m2 e é destinado, principalmente, para estudos na
area de controle microbiano de insetos-pragas, além de local para criagdo de insetos e para manutencéo de
entomopatdgenos (nematoi des e fungos entomopatogénicos). Possui 0s seguintes equipamentos e materiais:
balancas de preciséo (semi-analitica e analitica), fogéo industrial, geladeira, freezer, lupas estereoscépicas,
microscopio binocular, microscopio trinocular, capturador de imagem, microscopio trinocular invertido,
camaras climatizadas tipo BOD, estufa de secagem e esterilizacao, agitador e aguecedor magnético, cAmara de
fluxo laminar, forno micro-ondas, autoclave, retroprojetor, vidrarias e reagentes diversos.

Laboratério de Controle Biol6gico (100m2) conta com BODs, microscopios estereoscopicos e opticos, bem
como com amplo espaco para a conducdo de ensaios em condigdes controladas, ideais para aimplementacdo
de criacdo de insetos.

ORCAMENTO:

Cabe ressaltar, que 0 projeto ndo necessita aquisicdo de equipamentos, pois conta com ainfraestrutura dos dois
laboratérios da UENP envolvidos no projeto, bem como com os demais laboratorios dos pesquisadores
colaboradores de outras instituicoes.

No que se refere amaterial de consumo, o Laboratdrio de Entomologia e Controle Microbiano, em parcerias
firmadas com os demai's pesquisadores, possui recursos para custear todo o material de consumo dos 12 meses
iniciais do projeto. Para as etapas subsequentes, 0 projeto sera submetido a editais de custeio de 6rgaos de
fomento como 0 CNPq e Fundacdo Araucéria.

Para conducéo do projeto, seré necessaria a concessdo de carro da universidade para a realizag&o de coletas de
solo erealizag8o de ensaios a campo.
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Desde 2003 o coordenador da proposta, docente efetivo da Universidade Estadua do Norte do Parana
(Adjunto — C), vinculado ao Centro de Ciéncias Humanas e da Educagéo, dedica-se a estudos com
nematoides entomopatogénicos. | nicialmente durante o doutoramento, e posteriormente como
pesquisador, principal mente apés ter vinculo definitivo com areferida universidade, onde atua desde
2009.

Durante esse periodo, vérios foram os trabal hos desenvol vidos usando estes agentes no controle de
insetos pragas, e muitos destes, com o apoio financeiro de 6rgdos de fomento, como CNPq e Fundacéo
Araucaria e de empresas privadas como a Solana L tda., ambas de grande relevanciaregiona e estadual,
Cujos recursos tornaram possivel aimplementacéo do Laboratério de Entomologia e Controle Microbiano
da UENP, onde o pesquisador desenvolve seus trabal hos atualmente e coordena o Grupo de Pesquisa em
Entomologia e Controle Microbiano.

A producéo cientifica vem crescendo nos Ultimos anos, sendo que a maior parte dos a trabalhos
publicados tem relagdo com a &rea de nematoi des entomopatogénicos, tratando da busca de isolados para
o controle de diversas pragas, tanto em condi¢des de laboratério como de campo, evidenciando a
experiéncia do pesguisador ha execucdo de trabalhos com estes agentes.

A formagao de recursos humanos na temética do projeto ocorre em varios niveis, com orientagéo de
alunos de TCC, iniciag8o cientifica e mestrado, tanto na UENP, como em co-orientacdo na UEL.

O grupo apresentado neste projeto, resulta de parceria de longa data, onde o coordenador tem
desenvolvido trabal hos relacionados ao uso de nematoides para as mais variadas pragas, principal mente
visando o controle de pragas de solo da mandioca, e a consolidagéo tem se efetivado com ainser¢éo de
alunos de pds-graduacdo, vinculados ao Programa de Mestrado em Agronomia, criado em 2012, onde o
coordenador atua como professor permanente e orientador.

Sendo assim, o coordenador desta proposta, apresenta plenas condic¢des de desenvolver as atividades
abaixo listadas:

- Coordenar a execucdo das atividades de coleta, caracterizacdo e identificacdo de estirpes de Nematoides
Entomopatogénicos no estado do Parang;
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