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PREFACIO

Desde os primoérdios, a necessidade de intervir no meio para transformar recursos naturais
em bens e servigos foi um desafio constante para a raga humana e tal acao esta, constantemente, sob
melhorias e adaptacdes, moldando-se as necessidades e peculiaridades de cada geracao, buscando,

incessantemente, a harmonia e o bem estar social.

Com a finalidade de cumprir esta missao, as engenharias ndo poupam esforcos para transformar
insumos em produtos, demandas em ofertas, problemas em solugdes e desejos em realidade. No Egito
antigo, Imhotep, ao construir a piramide de Djoser (2630 — 2611 A.C), foi considerado o primeiro
engenheiro da historia e Leonardo da Vinci, com seus nobres feitos engenhosos, ganhou o titulo de
Ingegnere Generale, palavra em latim que precede “Engenheiro” (Ingegnere vem de ingegniator que

significa inventor).

Dai em diante a engenharia comeca a criar novas facetas e solidificar cada vez mais sua relacao
simbiotica e mutualista com a sociedade, acalentando-as na medida em que supre suas necessidades
e desafios. Foi nessa perspectiva que a engenharia possibilitou a raca humana poder deslocar-se
com maestria em vias terrestres, maritimas e aéreas, explorando lugares até entdo inacessiveis €
desconhecidos. Hoje, desfruta do desejo agucado de traspor as barreiras planetarias e alcanca, por

intermédio da robdtica e automacao, o planeta chamado Marte.

Nesse sentido, esse livro nos traz um compilado de obras de engenharia, devidamente
registradas e metodologicamente executadas, a fim de marcar na historia da engenharia mais alguns
feitos indispensaveis a sociedade e ao meio que habitamos. Por fim, espero que vocé, caro leitor,
possa fazer bom proveito dessas informagdes e molda-las, continuamente, promovendo o bem estar

social e colaborando para alcancar o que, até aqui, ainda ndo conseguimos.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiacdo como forma de incentivo
para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado
foi o capitulo 1, intitulado “TRATAMENTO DE AGUA COM MATERIAIS BIODEGRADAVEIS:
ADSORCAO SUSTENTAVEL”.
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RESUMO: O cultivo de olericolas tem passado por dificuldades, principalmente devido a incidéncia
de pragas. Com isto, diferentes métodos de controle destes insetos-pragas tem sido estudados para
ampliar as op¢des de manejo e também devido a caréncia de produtos quimicos registrados e eficientes.
Liriomyza spp € uma praga de ocorréncia em todos os estados brasileiros, causando grandes prejuizos
a agricultura nacional. O emprego do controle bioldgico com nematoides entomopotogénicos (NEPs)
¢ uma ferramenta potencial para o controle dessa praga. Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar
o potencial dos isolados de NEPs Heterorhabditis amazonensis RSCOS, H. amazonensis NEPET e
Steinernema carpocapsae KOPERT no controle de Liriomyza. sativae. No ensaio de patogenicidade
foram recortados 10 discos foliares (contendo larva de ultimo instar de L. sativae), colocadas em
placas de Petri e pipetado 1mL de suspeng¢ao de juvenis infectantes (JIs) nas concentragdes de 0, 100,
500, 1000, 2000, 5000, 10000 JIs/mL. Apos 7 dias, foi avaliado a mortalidade total de L. sativae. J&
no bioensaio em areia, foi utilizado um recipiente plastico e colocados 50 mL de areia autoclavada,
sobre a qual foram pipetados 2000 JIs. Em seguida, 10 larvas de ultimo instar de L. sativae foram
dispostas em cada recipiente. Apos 14 dias, a mortalidade de L. sativae foi avaliada. Todas as espécies
testadas sao patogénicas a L. sativae. Entretanto, S. carpocapsae KOPERT e H. amazonensis RSCOS

em uma baixa concentragdo (100 JI/mL) resultaram em elevadas mortalidades de larvas.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biologico. NEPs. Praga. Manejo Fitossanitario.




IMPORTANCE OF ENCAPSULATION OF OILS AS BIOINSECTICIDES IN THE OLERIC
PEST MANAGEMENT

ABSTRACT: The cultivation of vegetables has been experiencing difficulties, mainly due to the
incidence of pests. With this, different methods of controlling these insect pests have been studied
to expand the management options and also due to the lack of registered and efficient chemical
products. Liriomyza spp is a pest occurring in all Brazilian states, causing great damage to national
agriculture. The use of biological control with entomopotogenic nematodes (EPNs) is a potential
tool for the control of this pest. Thus, the objective of the work was to evaluate the potential of
the NEPs isolates Heterorhabditis amazonensis RSCOS, H. amazonensis NEPET and Steinernema
carpocapsae KOPERT in the control of Liriomyza. sativae. In the pathogenicity assay, 10 leaf discs
(containing last instar larvae of L. sativae) were cut, placed in Petri dishes and pipetted with 1mL
of suspension of infective juveniles (JIs) in concentrations of 0, 100, 500, 1000, 2000 5000, 10000
JIs / mL. After 7 days, the total mortality of L. sativae was evaluated. In the sand bioassay, a plastic
container was used and 50 ml of autoclaved sand were placed, over which 2000 JIs were pipetted.
Then, 10 last instar larvae of L. sativae were placed in each container. After 14 days, the mortality
of L. sativae was assessed. All species tested are pathogenic to L. sativae. However, S. carpocapsae
KOPERT and H. amazonensis RSCOS in a low concentration (100 JI / mL) resulted in high larval
mortality.

KEY-WORDS: Biological control. EPNs. Prague. Phytosanitary Management.

INTRODUCAO

A mosca-minadora, Liriomyza sativae (Blanchard, 1938) (Diptera: Agromyzidae), também
conhecida como larva-minadora, ¢ uma praga que ataca uma grande variedade de culturas tais como
batata, berinjela, feijdo, feijado-vagem, melancia, meldo, pepino, pimentdo e tomate. Pertencente a
ordem Diptera e a familia Agromyzidae, este inseto tem obtido consideravel importancia economica
em decorréncia dos danos que podem causar as plantas (FORNAZIER; PRATISSOLI; MARTINS,
2010; WEINTRAUB et al., 2017)

Com ampla distribuicao no continente americano, desde a América do Norte até¢ a América
do Sul e também em todo territorio brasileiro, a mosca-minadora € reconhecida por causar galerias
nas folhas das plantas hospedeiras, o que reduz a producdo de fotoassimilados, causando danos a
producao e perda financeira ao agricultor (REITZ; GAO; LEI, 2013; FOBA et al. 2015)).

De modo geral, o controle desta espécie ocorre por meio do uso de inseticidas quimicos

sintéticos. No entanto, o uso prolongado desta forma de controle tem ocasionado mutagdes entre

as geracdes dessa praga, favorecendo a ocorréncia de insetos resistentes (GUIMARAES et al.,
2009; DEVKOTA et al. 2016; GAO et al., 2017). Nesse contexto, o controle bioldgico apresenta

extrema importancia e aplicabilidade, pois pode ser associado com outras medidas de controle em um




programa de manejo integrado de pragas e utiliza o potencial bioldgico natural do ecossistema, o qual
compreende os inimigos naturais, denominados como entomopatdgenos e entomédfagos (GALLO,
2002; PARRA et al. 2002).

Inseridos no controle bioldgico estdo os nematoides entomopatogénicos (NEPs), agentes
bioldgicos potenciais para o controle de pragas porque apresentam vantagens como persisténcia no
solo, seguranga para o aplicador e sustentabilidade para o meio ambiente, possibilidade de serem
multiplicados em larga escala, além de serem eficientes contra diversas ordens de insetos, inclusive
para a ordem Diptera (MALAN; MANRAKHAN, 2009; YOSUF et al., 2014; REZAEI et al., 2015;
TESTA; SHIELDS, 2017; PATIL; RANGASAMY; LAKSHMI, 2017)not based on the White trap
concept, which is both \u201clow technology\u201d and \u201clow labor\u201d, reducing the cost of
producing large quantities of EPN 1J to the level conducive for use in an area-wide biocontrol program.
Rearing temperature has a significant impact on the number of EPN 1J produced per host larvae
and the 1J viability at any point in time. Emerged IJs remain within a non-aqueous, high humidity
environment with improved oxygen access without extra steps or equipment. Depending on storage
conditions, IJs remain viable for 7\u201314 d without extra labor. Our laboratory has used this rearing

method to rear more than 100 billion 1J in the past 8 years to support an area wide biological control

program.”, “author” : [ { “dropping-particle” : *, “family” : “Testa”, “given” : “Antonio M.”, “non-
dropping-particle” : “”, “parse-names” : false, “suffix” : “’ }, { “dropping-particle” : *, “family” :
“Shields”, “given” : “Elson J.”, “non-dropping-particle” : “”, “parse-names” : false, “suffix” : “” }

], “container-title” : “Biological Control”, “id” : “ITEM-1", “issued” : { “date-parts” : [ [ “2017" ]
1}, “page” : “77-82”, “publisher” : “Elsevier Inc.”, “title” : “Low labor \u201cin vivo\u201d mass
rearing method for entomopathogenic nematodes”, “type” : “article-journal”, “volume” : “106” },
“uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=d221f5¢7-574a-46fb-b919-afaSc6ad2e24” |
+ 1, “mendeley” : { “formattedCitation” : “(TESTA; SHIELDS, 2017.

O solo ¢ o habitat natural dos NEPs, o que amplia a efetividade no controle de insetos praga
que possuem algum estagio do ciclo de vida nesse substrato, como € o caso da Liriomyza sp., que ao
final do estadio larval, deixa a folha para empupar no solo, local onde permanecera até a emergéncia
dos adultos. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi verificar o potencial de NEPs para o controle

de L. sativae por meio de testes de patogenicidade e viruléncia.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Setor de Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Pragas (NUDEMAFI) no Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias (CCAE) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre - ES.




Obtencido e manutencao dos isolados de NEPs

Aslinhagens de NEPs utilizadas foram Heterorhabditis amazonensis RSCOS e H. amazonensis
NEPET, cedidas pelo Laboratorio de Patologia de Insetos do Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA-MG) e pelo Laboratério de Nematologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), respectivamente, e Steinernema carpocapsae
KOPERT, do NUDEMAFI, os quais foram armazenados em camara climatizada a 16 + 1 °C, 60 +
10% de UR, na auséncia de luz , no banco de entonematoides do NUDEMAFI.

Para manter a viabilidade dos isolados, os mesmos foram armazenados em frascos de cultura
célula em camara climatizada do tipo B.O.D a 16 + 1 °C e UR de 70% e revigorados a cada 60 dias.
A etapa de revigoragdo de NEPs consistiu em pipetar 1 mL da suspen¢do de juvenis infectantes (JIs)
em placas de Petri (90 mm de didmetro x 15 mm de altura) com papel filtro no fundo. Para essas
placas foram transferidas 10 larvas de ltimo instar de Galleria mellonella. As placas com as larvas
foram mantidas em camara climatizada a temperatura de 25 + 1 °C, UR 70% e auséncia de luz. Apos
48 h, as larvas mortas foram lavadas sequencialmente em hipoclorito de sodio 1%, agua destilada,
sulfato de cobre 1% e dgua destilada, e transferidas para armadilhas de White (1927) para emergéncia
dos JIs, que foram coletados diariamente e armazenados em frascos de cultura de célula em camara
climatizada do tipo B.O.D a 16 £ 1 °C e UR de 70%.

Criaclo estoque de Liriomyza sativae.

Plantulas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) com 15 dias de emergidas, cultivadas
em substrato, foram colocadas por um periodo de 24 h dentro de gaiolas de madeira envolta de tela
anti-afideo com as dimensodes de 0,50 m x 0,40 m x 0,3 Om, contendo machos e fémeas de mosca-
minadora (Liriomyza sativae), de diferentes idades. Os adultos de mosca-minadora se alimentaram do
contetido existente do mesofilo celular das folhas de feijao-de-porco e, concomitantemente, também
efetuaram a copula, com posterior oviposi¢do no mesofilo foliar. Apds 24 horas, as plantulas foram
retiradas da gaiola e colocadas em casa de vegetacdo por um periodo de 5 dias. Ao final deste periodo,
as folhas com larvas de ultimo instar foram destacadas e seu peciolo foi colocado em tubos de fundo
chato com 4agua, arranjados em grades de ferro e presos a prateleiras de estantes de ferro. Apos a saida
de todas as pré-pupas, em um periodo estimado de 5 dias apds a coleta das folhas, as pupas foram
acomodadas em placa de etri de 100 mm x 20 mm vedadas com plastico filme do tipo PVC até a

emergéncia do adulto.

Execucao dos bioensaios

Teste de patogenicidade

Plantas de feijao de porco com 12 dias de idade foram expostas a adultos de L. sativae por
um periodo de 24 horas para oviposi¢ao. Apds 5 dias do periodo de oviposicao, foram recortados

discos foliares (15 mm de didmetro) com uma larva de ultimo instar. Em placas de Petri (90 mm de

didmetro x 15 mm de altura) com papel filtro no fundo, foi pipetado 1 mL de suspencao de JIs nas
concentragdes de 0, 100, 500, 1000, 2000, 5000, 10000 JIs/mL e em cada placa foram dispostos 10




discos foliares contendo as larvas. Cada tratamento foi composto por 10 repeticdes. As placas com os
tratamentos foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D a 25 + 1 °C e UR de 70%, por 7
dias (HARA et al., 1993). Apds 7 dias, foi avaliado a mortalidade total de L. sativae.

Bioensaio em areia

Em recipiente plastico (capacidade para 100 mL) foram colocados 50 mL de areia autoclavada,
sobre a qual foram pipetados 3 mL de 4gua destilada. Em seguida foi inoculado nesse substrato 2000
JIs em 1 mL de 4gua destilada e o tratamento controle recebeu somente 1 mL de agua destilada. Em
seguida, 10 larvas de altimo instar de L. sativae foram dispostas em cada recipiente. O experimento
foi conduzido em BOD a 25 + 2 °C, UR 70% e fotoperiodo de 12 horas. Foi realizado 10 repeti¢des
por isolado. Ap6s 14 dias, a mortalidade de L. sativae foi avaliada (MALAN; MANRAKHAN, 2009).

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados utilizando modelagem experimental com delineamento
inteiramente casualizado (DIC), para todos os experimentos. O teste de patogenicidade foi avaliado
em esquema fatorial duplo (3 x 7), com trés NEPs (Heterorhabditis amazonensis RSCOS, H.
amazonenses NEPET e Steinernema carpocapsae KOPERT) e sete concentragdes (0, 100, 500, 1000,
2000, 5000, 10000 JIs/mL). Os dados obtidos neste teste € no bioensaio em areia foram submetidos
a analise de varidncia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o
auxilio do Software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de patogenicidade de NEPs (Figura 1-A) em diferentes concentracdes, foi possivel

verificar que apenas nas concentragdes de 100 e 1000 JI houve diferenca estatistica.

Figura 1. (A) Teste de patogenicidade e (b) bioensaio em areia.

Logo, nessas concentragdes os isolados H. amazonensis RSCOS e S. carpocapsae KOPERT




promoveram maior mortalidade de L. sativae (Tabela 1). Para H. amazonensis RSCOS todas as
concentragdes diferiram significativamente, com os maiores valores, da testemunha, porém somente a
de 10000 JI/mL diferiu de 500 JI/mL. Para o produto H. amazonensis NEPET, as concentragdes 2000,
5000 e 10000 JI/mL nao diferiram significativamente entre si, porém apenas a concentragdo 10000
JI/mL apresentou diferenca significativa, com o maior valor relagdo as demais concentragdes. Para
o produto S. carpocapsae KOPERT, a partir da concentragdo de 100 JI/mL, todas as concentra¢des
testadas proporcionaram elevadas mortalidades, ndo diferindo estatisticamente entre si, apenas da
testemunha. Entretanto, os isolados S. carpocapsae KOPERT e Heterorhabditis amazonensis RSCOS
mostraram-se patogénicos a L. sativae na menor concentragdo estudada (100 JI/mL), proporcionando

mortalidade de 90 e 86% respectivamente.

Tabela 1. Mortalidade de Liriomyza sativae em diferentes concentra¢des de nematoides entomopatogenicos (NEPs).

Concentracgoes
NEPs
0 100 500 1000 2000 5000 10000

HA 1,0Ca 8,6ABa 7,0Ba 8,0ABab 8,8ABa 9,0 ABa 9,8Aa
NEPET 1,0Da 6,0Cb 74BCa  6,2Cb 8,8ABa 8,6ABa 10,0Aa
SC 1,0Ba 9,0Aa 8,0Aa 9,2Aa 9,2Aa 9,4Aa 9,4Aa
on 189 2,03

HA= Heterorhabditis amazonensis RSCOS, NEPET= H. amazonensis NEPET, SC= Steinernema carpocapsae

KOPERT.

*Medias seguidas por uma mesma letra maiuscula nas linhas e mintiscula nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Para o bioensaio em areia (Figura 1-B), todos os tratamentos diferiram estatisticamente da
testemunha, promovendo mortalidade superior a 80% de L. sativae. Entre as espécies ndo houve
diferenga estatistica (Tabela 2).

Tabela 2. Patogenicidade de nematoides entomopatogenicos a Liriomyza sativae em areia.

Trat Mortalidade (%)
Test 40,0 b
HA 90,0 a
NEPET 83,0 a
SC 82,0 a
CV (%) 20,7
F. 22.3
Test= testemunha, HA= Heterorhabditis amazonensis RSCOS, NEPET= H. amazonensis NEPET, SC= Steinernema
carpocapsae KOPERT

*Medias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.




Todas as espécies de NEPs testadas possuem potencial no manejo de L. sativae. Alguns estudos
realizados indicam que os NEPs podem ser utilizados no manejo de insetos pragas da ordem Diptera.
Attalla et al. (2002) avaliaram a patogenicidade de S. carpocapsae, S. riobrave e H. bacteriophora
sobre larvas no final do ultimo instar e pupas de Bactrocera zonata (Diptera: Tephritidae) (Saunders),
e verificaram que os NEPs proporcionaram alta mortalidade sobre larvas e pupas da praga. Além
disso, Yee e Lacey (2003) também comprovaram a suscetibilidade de Rhagoletis indifferens a S.

carpocapsae, S feltiae e S. intermedium.

Esses agentes de controle biologico carregam bactérias altamente patogénicas a insetos em
seu trato digestorio, em uma associa¢do mutualistica. Portanto, quando o nematoide penetra em um
hospedeiro pelas aberturas naturais, tais como o anus, boca e espiraculos ou ainda para o género
Heterorhabditis penetragdo via tegumento, atingem a hemolinfa do hospedeiro e liberam a bactéria

que causa septicemia e posterior morte do inseto entre 24 e 48 horas (FERRAZ, 1998).

Neste caso, diante da elevada patogenicidade dos isolados testados a L. sativae, estes
organismos podem ser incorporados em programas de manejo integrado da praga em questdo, pois 0s
NEPs, no solo, sdo encontrados na fase de juvenis infectivos de terceiro estdgio, forma responsavel
pela busca e infeccao do hospedeiro. Nessa fase o nematoide nao se alimenta, podendo resistir por um

bom tempo as agdes do intemperismo (GLAZER, 2002).

CONCLUSAO

Todas as espécies de NEPs testadas foram patogénicas a L. sativae. Entretanto, S. carpocapsae
KOPERT e H. amazonensis RSCOS em baixa concentracdo (100 JI/mL) resultaram em elevadas
mortalidades de larvas em laboratorio. Neste sentido, novas pesquisas devem ser realizadas para
testar a patogenicidade a nivel de campo, bem como a persisténcia dos NEPs e as formas ideias para

aplicac¢do desses organismos.
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