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RESUMO

SOUZA, Graziele Calixto. Avaliacdo da eficiéncia de nematoides entomopatogénicos
expostos a diferentes temperaturas de vinhoto no controle de Stomoxys calcitrans
(Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae). 2020. 31p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2020.

A utilizagdo da colheita mecanizada e o processamento da cana de agUcar nos dias atuais,
geram subprodutos que ajudam na proliferacdo de Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758),
que acomete varias espécies de animais domesticos e 0 homem, provocando prejuizos
econémicos devido a ocorréncia de surtos. Com o uso constante de produtos quimicos
para o controle da mosca dos estabulos, observa-se a resisténcia aos mesmos e isso levou
ao aprofundamento dos estudos em controle biolégico, onde o0s nematoides
entomopatogénicos (NEPs) aparecem como organismos com potencial uso para o
controle bioldgico. O objetivo do presente estudo foi verificar a eficiéncia de
Heterorhabditis bacteriophora — HP88 e H. baujardi — LPP7, mantidos em diferentes
temperaturas de vinhoto sobre larvas de S. calcitrans em laboratério. Cada unidade
experimental foi constituida de dez larvas de terceiro instar colocados em potes plasticos
contendo quatro mililitros da solucdo de vinhoto a 50%. Em cada tratamento foram
adicionados 300 juvenis infectantes de H. bacteriophora — HP88 ou H. baujardi — LPP7
por larva na solucdo de vinhoto acima descrita, aquecidos durante dez minutos nas
temperaturas de 25, 28, 31, 34, 37 e 40°C, os grupos tratados e os grupos controles do
experimento foram mantidos em camara climatizada tipo BOD a 25+1°C e 70£10% UR.
Ao todo foram realizadas seis repeticdes para cada tratamento, sendo observado a
mortalidade diariamente por um periodo de 15 dias. Os resultados foram avaliados apés
os testes de normalidade por Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov, e utilizou-se o
procedimento GLIMMIX a 5% de probabilidade no software SAS/STAT® 13.1,
verificou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados, grupos controles
e temperaturas para taxa de mortalidade de larval (P=0,8573), percentual de pupas mortas
(P=0,1782) e emergéncia de adultos (P=0,4386). Quando avaliados apenas 0s grupos
com presenca e auséncia de NEPs, foram observadas as taxas de mortalidade larval de
30% e 14,17% para H. bacteriophora — HP88 e H. baujardi — LPP7 respectivamente,
enquanto que os grupos controles apresentaram 3,89% no H. bacteriophora — HP88 e
8,61% H. baujardi — LPP7. Na avaliacdo das temperaturas, foram observadas diferencas
estatisticas significativas apenas nas temperaturas 37 e 40 °C do H. baujardi — LPP7 na
taxa de mortalidade larval. Nas taxas de mortalidade pupal, o grupo com H. bacteriophora
— HP88 apresentou médias de 32,5, 34,17 e 27,5% nas temperaturas de 25, 31 e 34 °C,
respectivamente. No grupo com H. baujardi — LPP7 as temperaturas de 37 e 40 °C
apresentaram 40% e 37,5% de mortalidade pupal. Na anélise da taxa de emergéncia de
adultos, houve uma menor emergéncia nas temperaturas de 25, 28, 31 e 34 °C no grupo
com presenca de H. bacteriophora — HP88 e o grupo com H. baujardi — LPP7 com as
menores taxas de emergéncia de adultos nas temperaturas de 37 e 40 °C. Os resultados do



estudo mostram que houve uma diminui¢do da mortalidade dos estagios imaturos de S.
calcitrans causada pelos NEPs mantidos em diferentes temperaturas de vinhoto, quando
comparado a outros estudos sem o aquecimento do mesmo. Existe a necessidade de mais
estudos para adequar o uso dos NEPs juntamente com vinhoto, aquecido ou nao.

Palavras chave: cana de aclcar; mosca dos estabulos; juvenis infectantes.



ABSTRACT

SOUZA, Graziele Calixto. Efficacy evaluation of entomopathogenic nematodes
exposed to different temperatures of vinasse in the control of larvae of Stomoxys
calcitrans (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae). 2020. 31p. Thesis (Master of
Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Institute of Veterinary Medicine,
Departamento of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2020.

The use of mechanized harvesting and processing of sugarcane today generates
byproducts that contribute to the proliferation of Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758),
which attacks several species of domestic animals and humans, causing economic losses
due to outbreaks. With the constant use of chemical products to control stable flies,
resistance to them has been observed, which has led to in-depth studies on biological
control, where entomopathogenic nematodes (EPNSs) appear as organisms with potential
use for biological control. The objective of this study was to verify the efficiency of
Heterorhabditis bacteriophora — HP88 and H. baujardi — LPP7, kept at different vinasse
temperatures on S. calcitrans larvae in the laboratory. Each experimental unit consisted
of ten third-instar larvae placed in plastic pots containing four milliliters of 50% vinasse
solution. In each treatment, 300 infective juveniles of H. bacteriophora — HP88 or H.
baujardi — LPP7 per larva were added to the vinasse solution described above and heated
for ten minutes at temperatures of 25, 28, 31, 34, 37 and 40°C. The treated groups and
control groups of the experiment were kept in a BOD-type air-conditioned chamber at
25+1°C and 70£10% RH. In total, six replicates were performed for each treatment, and
mortality was observed daily for a period of 15 days. The results were evaluated after
normality tests by Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov, and the GLIMMIX
procedure was used at 5% probability in the SAS/STAT® 13.1 software. It was verified
that there was no statistical difference between the treated groups, control groups and
temperatures for larval mortality rate (P=0.8573), percentage of dead pupae (P=0.1782)
and adult emergence (P=0.4386). When only the groups with presence and absence of
EPNs were evaluated, larval mortality rates of 30% and 14.17% were observed for H.
bacteriophora — HP88 and H. baujardi — LPP7 respectively, while the control groups
presented 3.89% in H. bacteriophora — HP88 and 8.61% H. baujardi — LPP7. In the
evaluation of temperatures, statistically significant differences were observed only at
temperatures of 37 and 40 °C for H. baujardi — LPP7 in the larval mortality rate. In the
pupal mortality rates, the group with H. bacteriophora — HP88 presented averages of
32.5, 34.17 and 27.5% at temperatures of 25, 31 and 34 °C, respectively. In the group
with H. baujardi — LPP7, temperatures of 37 and 40 °C presented 40% and 37.5% of
pupal mortality. In the analysis of the adult emergence rate, there was a lower emergence
at temperatures of 25, 28, 31 and 34 °C in the group with the presence of H. bacteriophora
— HP88 and the group with H. baujardi — LPP7 strain with the lowest adult emergence
rates at temperatures of 37 and 40 °C. The results of the study show that there was a
decrease in the mortality of immature stages of S. calcitrans caused by EPNs kept at
different vinasse temperatures, when compared to other studies without heating the same.



There is a need for further studies to adapt the use of EPNs together with vinasse, heated
or not.

Keywords: sugar cane; stable fly; infective juveniles
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1 INTRODUCAO

A crescente producdo de cana-de-agUcar no pais tem gerado subprodutos pela
industria sucroalcooleira, tais como a palha e bagaco da cana, torta de filtro, cinzas e
vinhoto, que possibilitam a proliferacdo da mosca Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758),
conhecida como “mosca dos estabulos”, um diptero hemat6fago parasita de varias
espécies de animais (BISHOPP, 1913), incluindo também humanos (KING; LENERT,
1936; HANSENS, 1951; BITTENCOURT, 2012 e DOMINGHETTI et al.,2015). Tem
ampla distribuicdo geografica (PATRA et al., 2018), sendo 0s meses mais quentes do ano
o0 periodo de maior aumento populacional (BITTENCOURT, 1998).

A mosca dos estabulos causa estresse nos animais em consequéncia de sua picada
dolorosa, uma vez que na tentativa de repelir a mesma, 0s animais se movimentam de
forma constante, favorecendo uma alimentagdo inadequada (CAMPBELL et al., 1987),
causando prejuizos na pecudria, ja que estas reacdes podem gerar perdas de 28,5 a 71,5%
no ganho de peso em bovinos (WIEMAN et al., 1992). Por ser um inseto hematofago,
0s machos e as fémeas de S. calcitrans podem causar espoliacdo sanguinea (STORK,
1979) e atuar como vetor de diversos patdgenos (GREENBERG, 1973; MOYA BORJA,
1982; PRULLAGE et al., 1993; WEIBLEN, 1998; SCHOFIELD e TORR, 2002;
CASTRO et al., 2008; CASTRO et al., 2013). Em um estudo realizado por Taylor (2012),
demonstra que a mosca dos estabulos causou prejuizo econdmico nos Estados Unidos e
de 335,5 milhdes de ddlares no Brasil (GRISI et al., 2014).

Com a expansdo da agricultura e na busca por uma producdo mais eficiente e
devido a resisténcia de pragas a pesticidas quimicos, busca-se alternativas de controle de
parasitas com importancia econdmica, através de pesquisas relacionadas ao controle
biol6gico e/ou controle integrado (manejo de subprodutos, controle quimico e biolégico)
(DAVIDSON; SWEENEY, 1983). Dessa forma, diversos agentes aparecem como
alternativas para o uso no controle biolégico de pragas, dentre eles estdo bactérias, fungos,
virus e nematoides entomopatogénicos (NEPs). Os NEPs possuem alta viruléncia e
especificidade por artropodes; sdo moveis, sdo facilmente cultivados in vitro e apresentam
grande potencial reprodutivo. Essas caracteristicas sao favoraveis para indicar os NEPs,
como agentes de controle de pragas que possuem estadios de desenvolvimento no solo,
tendo em vista que este é o local onde estes nematoides ocorrem naturalmente (KAYA;
GAUGLER, 1993; GAUGLER et al., 1989). O presente estudo objetivou avaliar o efeito
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de nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora — HP88 e H. baujardi
— LPP7 expostos a diferentes temperaturas de vinhoto no controle de larvas de S.
calcitrans, bem como na mortalidade de pupas e emergéncia de adultos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia de Stomoxys calcitrans
O ciclo de vida de S. calcitrans varia de 12 a 60 dias, é diretamente relacionado

as caracteristicas climaticas da regiao, sendo o ideal em torno de 27 °C e umidade relativa
de 70-80%. O periodo de postura varia entre trés e 17 dias, produzindo de trés a 151 ovos
(MELO; GARCIA, 1983); o periodo de eclosdo das larvas varia de um a quatro dias, e
pode se prolongar em ambientes de baixa temperatura ou reduzir em locais de temperatura
mais alta (URQUHART et al., 1996). As larvas se alimentam de matéria organica e
amadurecem de seis a 30 dias (GUIMARAES, 1983).

Em termos de sobrevivéncia, o estagio larval é o periodo mais critico, pois apds a
ecloséo, as larvas se protegem do excesso de luz, umidade, ressecamento, e ainda, dos
inimigos naturais, se aprofundando no substrato (GUIMARAES, 1983) e podem ser
encontradas a cinco centimetros de profundidade na matéria organica, ja em profundidade
superior a dez centimetros se torna mais dificil a emergéncia de adultos (NEVES; FARIA,
1988). O periodo pupal € considerado de maior seguranca para o inseto (MELLO, 1989),
podendo durar de seis a 10 dias. As moscas podem viver por um més e neste periodo, as
fémeas de S. calcitrans se alimentam de sangue para que ocorra 0 amadurecimento de
seus ovarios (MELLO, 1989), a fase de acasalamento ocorre de trés a cinco dias apos a
emergéncia dos adultos. Por esta razdo a postura se inicia ap6s 0 nono dia de emergéncia
(SOULSBY, 1987). Para que a postura total seja alcancada, as fémeas necessitam de
repasto sanguineo para estimular a oogénese, (FOIL; HOGSETTE, 1994), j4 os machos
necessitam da hematofagia para que ocorra a maturacdo da glandula acessoria, que é a
responsavel pela inoculacdo do esperma na fémea (ANDERSON, 1978). Machos e
fémeas conseguem ingerir 0 volume de sangue de até trés vezes a sua massa corporal
(PARR, 1962).

Para o desenvolvimento dos estagios imaturos de S. calcitrans, diversos materiais
podem ser utilizados, desde que possuam materia organica com umidade adequada e
gradiente de fermentacdo (MACEDO, 2001). A mosca dos estabulos possui preferéncia
em realizar a postura de seus ovos em locais ricos de microrganismos (LAM et al., 2007),
com destaque para as fezes de diversos animais (GUIMARAES, 1983; BRUNO et al.,
1993), principalmente quando associadas a restos de alimentacdo, como capim, silagem

ou palha de arroz (SKODA et al., 1991). Outros materiais também foram citados, como



algas (SIMMONS, 1944), restos culturais de abacaxi e maméo (HERRERO et al., 1989),
casca e palha de café (BITTENCOURT, 1998).

Segundo Sutherland (1978) as larvas de S. calcitrans raramente se desenvolvem
em fezes puras de aves, normalmente ocorre sempre quando associado as fezes com a
matéria organica vegetal conhecida como “cama de frango”, gerando um microclima
ideal para o desenvolvimento do inseto. Esse diptero consegue se desenvolver em varias
fontes de matéria orgénica, como por exemplo: farelos, alfafa ou grdos nos cochos dos
currais, esterco bovino acumulado nos arredores dos currais, subprodutos da industria
sucroalcooleira (GUIMARAES, 1983; MORAES et al., 2004; CORREA et al., 2013).

A mosca dos estabulos é encontrada ao redor e nas instalacdes pecuarias, podendo
ser observada pousada descansando em paredes, muros, cordoalhas, fio de cerca que
possuam sombra (MATOS-JUNIOR, 1986 HERRERO et al., 1989; CARRERA, 1991;).

Para evitar o estresse térmico, a mosca preferencialmente parasita seus
hospedeiros na parte da manha (antes das dez horas) e ao entardecer. (CARRERA, 1991,
HERRERO et al., 1989).

Recentemente, os surtos de S. calcitrans tem ocorrido, inclusive nos periodos mais
frios do ano, com aumento do diptero entre os meses de abril e maio, que coincidem com
o0 periodo de colheita de cana de agUcar (até dezembro). As fases imaturas sao favorecidas
pela grande quantidade de subprodutos gerados por usinas sucroalcooleiras, mostrando
que as variaces climaticas interferem menos do que a safra da cana-de-agUcar na
ocorréncia de surtos (DOMINGHETTI, 2017).

2.2 Prejuizos Econdmicos Causados Pela Acdo de Stomoxys calcitrans
A acdo da mosca dos estabulos leva a perdas econémicas consideraveis, sendo

estas estimadas em 2,221 bilhdes de dolares (TAYLOR, 2012) nos Estados Unidos, e de
335,5 milhdes de ddlares ao ano no Brasil (GRISI et al., 2014), entretanto, estes valores
excluem o impacto dos recentes surtos que foram relatados em algumas regides do Brasil
(BARROS et al., 2010).

De acordo com Bruce e Decker (1958), as perdas na produtividade animal podem
alcancar até 20%, 0s bovinos toleram o parasitismo de no méximo duas moscas por

membro toracico ou seis moscas espalhadas por todo o corpo, sem prejuizos na conversao



alimentar e no ganho de peso, ndo sendo necessario gastos com pesticidas quimicos
(CAMPBELL et al., 1987).

Segundo Bittencourt (1998), os animais parasitados pela mosca dos estabulos
apresentaram comportamento atipico de balangar constantemente a cabega e orelhas, com
movimentacdo cutanea constante e quando a infestacdo por S. calcitrans era intensa, 0s
animais se aglomeravam na tentativa de se proteger das picadas do inseto. Este
comportamento gera estresse e resulta em pastejo ineficiente, levando a perdas
significativas no ganho de peso dos bovinos, afetando também a producdo leiteira do

rebanho.

Na década de 80, ja se sabia que o vinhoto contribuia para o desenvolvimento de
S. calcitrans, devido a liberacdo de aménia na sua fermentacao, que causaria um efeito
atrativo e estimularia a postura deste diptero (GUIMARAES, 1983; BURALLI et al.,
1987). Em 2010, Barros et al., relataram surto da mosca dos estabulos no estado do Mato
Grosso do Sul, onde os autores associaram a grande quantidade de moscas a irrigagdo dos

canaviais com vinhoto.

As usinas sucroalcooleiras realizam o controle da mosca dos estabulos com
pesticidas quimicos e manejo de seus subprodutos; sendo ainda ineficientes. De acordo
com as estimativas da BIOSUL (2014) (Associagdo dos Produtores de Bioenergia de
Mato Grosso do Sul) os investimentos anuais destinados ao controle de S. calcitrans em
regides com historico de surtos variam de 30 a 160 mil ddlares por usina, podendo chegar
a 480 mil ddlares se forem considerados os custos de outros estados afetados por esta
praga (DOMINGHETTI, 2017).

2.3 Nematoides Entomopatogénicos
Com a presente resisténcia aos produtos quimicos, diferentes microrganismos tém

sido pesquisados no decorrer dos anos, com intuito de verificar seu potencial patogénico
sobre os diferentes parasitos de importancia econémica (DAVIDSON; SWEENEY,
1983) e sua viabilidade para o aprimoramento do controle biolégico ou aplicagdo no
controle integrado (quimico e bioldgico). Outro fator importante é a crescente
conscientizacao sobre a preservacdo do meio ambiente e os efeitos negativos resultantes
da utilizacdo desregrada destes produtos, pois estes residuos quimicos tém sido
verificados nos produtos derivados de animais de producdo e no prdprio ambiente
(ALVES, 1998).



Na busca pelo controle integrado de artropodes de importancia médico-
veterinaria, os agentes biologicos podem ser associados aos produtos quimicos, visando
o0 equilibrio e menor uso destes produtos. Nesse caso, 0s nematoides entomopatogénicos
("NEPs") se apresentam como potenciais agentes, pois atuam como parasitas obrigatorios
de insetos que possuem pelo menos uma fase de seu ciclo no solo, apresentando

distribuicédo global, a excegdo dos polos e regides deserticas (KAYA; GAUGLER, 1993).

Os géneros Heterorhabditis e Steinernema, possuem em seu intestino bactérias
gram-negativas (KAYA; GAUGLER, 1993), do género Photorhabdus e Xenorhabdus,
respectivamente, as quais sdo simbioticas e essenciais para que 0s NEPs completem seu
ciclo bioldgico. A patogenicidade dos NEPs resulta da acdo destas bactérias que estdo
presentes no tubo digestivo dos juvenis infectantes, as quais serdo liberadas na hemocele
do hospedeiro. Os NEPs sdo agentes de controle bioldgico ideais para a supressdo de
pragas de insetos que possuem fases de vida no solo, visto que este € o local onde séo
encontrados na natureza e a exemplo de outros patdgenos, sdo altamente virulentos,
facilmente cultivados in vitro, possuem grande abrangéncia de hospedeiros, séo
especificos para artrpodes, sdo méveis e tém alto potencial reprodutivo (GAUGLER et
al., 1989; KAYA; GAUGLER, 1993). Os NEPs e seus hospedeiros sdo incapazes de
desenvolver uma relacdo hospedeiro-parasita bem adaptada devido a rapida morte do
hospedeiro apods infeccdo; esta morte rapida permite aos NEPs explorarem uma
diversidade de hospedeiros que inclui praticamente todas as ordens de insetos (KAYA;
GAUGLER, 1993). Os NEPs podem superar a maioria dos fungos entomopatogénicos
em eficécia, pois durante periodos de condi¢des adversas, varios NEPs tém a capacidade
de realizar muda, para uma forma de resisténcia de longa duracdo, a qual ele ndo se
alimenta (DOLAN et al., 2002).

O ciclo de vida dos NEP possui as fases de ovo, juvenil (J1, J2, J3 e J4) e machos
e fémeas adultos; existindo também uma geracdo de hermafroditas em NEP do género
Heterorhabditis (FERRAZ, 1998; DOLINSKI, 2006; DOLINSKI; MOINO JR., 2006).
A fase infectante é a J3, denominada de juvenil infectante (JI), nesta fase o NEP consegue
penetrar no hospedeiro; o JI pode adentrar no artropode alvo pelas aberturas naturais
(boca, anus, espiraculos respiratdrios e/ou cuticula (STILWELL, 2018) de acordo com a
espécie). O JI de Heterorhabditis sp., conseguem penetrar ativamente no artropode
através do tegumento, pois possuem uma estrutura adaptada denominada “dente

quitinoso”, encontrada na extremidade anterior do NEPs (KAYA; GAUGLER, 1993;
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DOLINSKI; MOINO JR., 2006). Ap6s penetrar no inseto/artropode, ocorre a liberacao
das bactérias simbiontes na hemocele do artropode hospedeiro, estas bactérias comegam
a se reproduzir, e ocorre a producao de toxinas letais para o artropode parasitado, levando
a septicemia de forma rapida e morte do hospedeiro (FERRAZ, 1998; HAZIR et al.,
2003). Além da producéo das toxinas, as bactérias também liberam substancias que sao
capazes de inibir o crescimento de microrganismos indesejados no hospedeiro parasitado
(KAYA; GAUGLER, 1993). Ap6s a morte do hospedeiro, os JI se alimentam dos restos
de tecidos lisados do inseto, deste modo, reabsorvendo as bactérias simbiontes, neste
periodo ocorre a formacgdo dos primeiros adultos que estardo aptos a reproduzir. Nos
NEPs do género Steinernema, a primeira geracao de adultos é constituida por machos e
fémeas; ja nos NEP do género Heterorhabditis, a primeira geracdo € formada
exclusivamente por individuos hermafroditas com morfologia feminina; a partir da
segunda geracdo, havera a distincdo entre machos e fémeas, formando-se adultos com
sexos distintos somente a partir da segunda geracdo. Os adultos da primeira geragédo
possuem uma alta capacidade reprodutiva, logo, a multiplicacdo dos NEPs sera répida,
em pouco tempo o cadaver do inseto estard colonizado por milhares de nematoides,
podendo completar duas ou trés geracdes dentro do mesmo hospedeiro, que vai depender
do tamanho do artrépode e dos recursos disponiveis para 0s NEPs. Quando ocorre o fim
dos nutrientes no inseto cadaver, os JI (J3) retém as bactérias em seus intestinos, além de
reter a cuticula do segundo estadio (J2), assim, o JI abandona o cadaver ap6s o
rompimento do mesmo e passa a buscar um novo hospedeiro, estes JI de vida livre ndo se
alimentam e sdo capazes de suportar as adversidades ambientais (FERRAZ, 1998;
GREWAL et al., 2003; DOLINSKI, 2006).

A pesquisa envolvendo NEPs no controle bioldgico de pragas no Brasil sdo do
inicio do século XXI (GREWAL et al., 2001) e buscam entender melhor a acdo destes
organismos frente as pragas que importantes para o setor agropecuario nacional (LEITE
etal., 2003; PHAN et al., 2003; MACHADO et al., 2005; BUSSOLA et al., 2004; ALVES
et al., 2005; DEL VALLE et al., 2005; COSTA et al., 2007).

As caracteristicas que tornam os NEP organismos com potencial para o controle
de pragas séo: producdo com baixo custo em insetos hospedeiros ou em meios artificiais;
sdo armazenados por longos periodos (TAYLOR et al., 1998); sdo facilmente aplicados
no campo por meio de sistemas de irrigagédo ou pulverizados; possuem habilidade de

buscar o hospedeiro (GREWAL et al., 2001); sdo compativeis com diversos pesticidas
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(KOPPENHOFER e GREWAL, 2005); sdo seguros a maioria dos invertebrados e
vertebrados; sdo bem especificos e ndo causam mortalidade indiscriminada; ambos os
géneros possuem uma boa agdo em uma faixa de temperatura que varia entre 18 e 34 °C,
podendo haver acdo dos NEPs em temperaturas extremas (NEVES et al., 1999;
DOLINSKI e MOINO JR, 2006).

Como a relacdo NEPs-hospedeiro ndo € bem adaptada, os individuos parasitados
morrem rapidamente apds a infec¢do sem tempo suficiente para o desenvolvimento de
resisténcia a curto prazo. Isto abre uma gama de possibilidades para o0 uso destes
nematoides nas mais variadas ordens de artrépodes (KAYA; GAUGLER, 1993).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Localizagéo do Experimento
Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Dipteros

Hematofagos, localizado na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O.
Neitz do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), onde foram mantidas as colonias das moscas, nematoides e outros materiais

necessarios para o desenvolvimento do estudo.

O presente estudo esta cadastrado no Sistema de Gestdo de Patrimdnio Genético

e do conhecimento Tradicional Associado (SisGen) — sob o codigo A4F96E2.

3.2 Manutencéo da Coldnia de Stomoxys calcitrans Para Obtencéo de Larvas
As moscas foram capturadas no campus da UFRRJ, com o a auxilio de rede

entomoldgica, armazenadas em gaiolas plasticas para transporte (15x15x20cm), levadas
ao laboratdrio e identificadas segundo Furman e Catts (1982). Os dipteros foram mantidos
em gaiolas plasticas (teladas com Nylon®) de maiores dimensdes (60x40x50cm), na parte
superior dessas gaiolas, era colocado diariamente um absorvente feminino de algodéo
(sem gel e neutralizador de odores) contendo sangue bovino citratado a 0,38%, na
temperatura de 38 °C, oferecido uma vez ao dia. Esse sangue era obtido em frigorifico da
regido, para a alimentacdo das moscas adultas, possibilitando a fertilizacdo e postura
(MOURA, 2015). Ao lado do absorvente era colocado um pano de algoddo preto
umedecido (contendo em seu interior algodao hidréfilo), assim as moscas se alimentavam

e realizavam a postura dos ovos.

Ap0s a postura os ovos foram coletados diretamente do tecido de algod&o preto
umedecido, do absorvente ou no fundo da gaiola que ¢ telado e forrado com papel pardo
(MORAES, 2007), os ovos foram recuperados através de peneira granulométrica — 180
um de abertura, apds o enxague do pano de algoddo preto e absorvente, em seguida 0s
mesmaos foram transferidos para a uma dieta de desenvolvimento larval estéril (BARROS
etal., 2014) composta por cana-de-acucar triturada (330 g), farelo de trigo (125 g), farinha
de carne (40 g), bicarbonato de sodio (5 g) e agua destilada (125 ml), para a obtencdo de
larvas. Todo o desenvolvimento da colénia das moscas foi realizado em ambiente

climatizado com temperatura de 27+1° C e umidade relativa de 70-80% UR.



3.3 Manutencéo da Coldnia de Nematoides Entomopatogénicos
Os nematoides utilizados foram cedidos pelo banco de NEP do Laboratério de

Controle Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Sua
manutencdo e multiplicacdo foi realizada através da multiplicacdo in vivo em Galleria
mellonella e/ou Tenebrio molitor (LINDEGREN et al., 1993; KAYA; STOCK, 1997) no
Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes da UFRRJ.

3.4 Quantificacdo das Suspensdes Com Nematoides
Os nematoides foram quantificados através da contagem de 12 aliquotas de 10uL,

obtidas a partir de suspensdo aquosa de NEP, armazenada em garrafa de cultivo celular
de 40mL (Figura 1) por periodo inferior a 30 dias em camara climatizada a 16+1°C. Ap6s
a contagem dos NEP nas 12 aliquotas, descartou-se a maior e a menor quantidade de
NEP/aliquota, fazendo assim uma média de juvenis infectantes (JIs) nas 10 aliquotas
restantes, a partir desta média, a concentracdo das suspensdes foi ajustada em Jls/mL
(TAYLOR et al.,1998).

Figura 1. Suspensdo de nematoides entomopatogénicos em garrafa de cultivo celular
(50ml), observada em lupa, sem aumento, no laboratério, em temperatura de 27+1° C e
70+10% UR.
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3.5 Exposicéo de Estagios Imaturos de Stomoxys calcitrans aos Nematoides
Cada unidade experimental (Figura 2) foi constituida de 10 larvas de oito a 10 dias

(terceiro instar) de idade, coletadas nos potes de dietas de crescimento larval,
posteriormente foram acondicionadas em recipientes plasticos (7,5x7,5x4cm), contendo
duas folhas de papel filtro, trés gramas de dieta de desenvolvimento larval e quatro
mililitros de solucdo de vinhoto a 50%. Preparou-se uma solucdo de 50% de vinhoto com
agua destilada contendo nematoides, permaneceram em aquecimento no banho maria,
durante 10 minutos, nas temperaturas de 25, 28, 31, 34, 37 e 40 °C, as quais sdo aquelas
observadas nas lagoas de estabilizacao, antes da fertirrigacdo. Em cada tratamento foram
adicionados 300 JIs de H. bacteriophora — HP88 e de H. baujardi — LPP7 por larva,
contidos na solugéo de vinhoto descrita acima. Os grupos controles de cada tratamento,
receberam a mesma solucdo de vinhoto a 50% aquecidas em banho maria, durante 10
minutos nas temperaturas de 25, 28, 31, 34, 37 e 40 °C. Os grupos tratados e 0s grupos
controles do experimento foram mantidos em camara climatizada tipo BOD a 25t1° C e
70+£10% UR, onde se observou diariamente a mortalidade larval, a formacgéo de pupas e
emergéncia de adultos, durante 15 dias consecutivos. Foram realizadas seis repeticoes
para os bioensaios. Apds a morte das larvas, estas eram colocadas de acordo com seus
respectivos grupos em armadilhas de White (WHITE, 1927) adaptadas (Figura 3), para
que houvesse a confirmacdo da infeccdo pelos NEPs, apds a disseccdo das larvas, era
observada a saida de Jls, provando assim que o ciclo se completou dentro das larvas

mortas de S. calcitrans, e que os NEPs foram os causadores da morte das larvas de S.

calcitrans.

Figura 2. Unidades experimentais no interior da camara climatizada tipo BOD a 25+1°
C e 70+10% UR.
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Figura 3. Armadilha de White adaptada, apds exposic¢do de larvas de Stomoxys calcitrans
aos nematoides entomopatogénicos utilizados nos bioensaios.

3.6 Analise Estatistica
O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado em um arranjo

fatorial 2x2x6 (com presenca e auséncia de nematoide, dois tipos de NEP — H.
bacteriophora e H. baujardi e 6 temperaturas) com 6 repeticdes. Foram realizados testes
de normalidade por Shapiro-Wilk e testes ndo paramétricos Kolmogorov-Smirnov. As
taxas de mortalidade de larval, percentual de pupas mortas e a emergéncia de adultos
foram calculados pelo procedimento GLIMMIX. As interacdes foram desdobradas a 5%
de significancia. Foi utilizado o nivel de significancia maximo de 5%, quando foram
detectadas diferencas entre as médias. As andlises foram realizadas com auxilio de
programa estatistico SAS/STAT® 13.1.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos no estudo, mostraram que ndo houve interagdo entre os
grupos tratados e 0s grupos controles, nematoides entomopatogénicos e temperaturas para
taxa de mortalidade de larval (P=0,8573), percentual de pupas mortas (P=0,1782) e
emergéncia de adultos (P=0,4386).

Como pode ser observado na Tabela 1, foram analisadas as interagGes
estatisticamente significativas (p<0,05) entre grupos com presenca e auséncia de
nematoides entomopatogénicos, para as taxas de mortalidade larval (%) e emergéncia de
adultos (%). Houve diferenca estatistica significativa no grupo que utilizou o nematoide
H. bacteriophora, sendo que a maior taxa de mortalidade larval foi observada no grupo
com presenca de NEP (30,00%), sendo 87,0% superior ao grupo com auséncia de NEP
(3,89%). Nao houve diferenca estatistica significativa no grupo que utilizou H. baujardi,
com média de 11,39%. Quando considerados os grupos, houve diferenca estatistica
significativa, no grupo com presenca de NEP, a maior taxa de mortalidade de larval foi
observada no grupo que foi utilizado o H. bacteriophora (30,00%), sendo 52,8% superior
ao H. baujardi (14,17%). A maior taxa de mortalidade larval no grupo com auséncia de
NEP, foi observado no grupo do H. baujardi (8,61%), sendo 54,8% superior ao H.
bacteriophora (3,67%).

Na avaliagdo de emergéncia de adultos os grupos com presenca de nematoide
apresentaram diferenca estatistica significativa, sendo observado uma menor emergéncia
de adultos, quando comparado com o0s grupos com auséncia de NEP. O menor percentual
observado no grupo com presenca de NEP foi no grupo de H. bacteriophora (38,05%),
ja o grupo com H. baujardi apresentou (61,11%), sendo 37,7% superior ao H.
bacteriophora. Ambos os grupos com auséncia de NEP ndo mostraram diferenca
estatistica significativa, sendo verificada uma taxa de emergéncia no grupo com H.
bacteriophora (76,67%) e o grupo como H. baujardi (75%), com média de 75,83% de

emergéncia de adultos.
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Tabela 1 — Média geral de mortalidade larval e média geral de moscas Stomoxys
calcitrans emergidas nos grupos com presenca e auséncia de nematoides Heterorhabditis
bacteriophora — HP88 e Heterorhabditis baujardi — LP77.

Grupo NEP P

HP88 LPP7

Mortalidade larval (%)

Presenca de NEP 30,00+3,47aA 14,17+2,56aB <,0001

Auséncia de NEP 3,89+0,82bA 8,61+2,68aA

Emergéncia de adultos (%)

Presenca de NEP 38,05+3,18bB 61,11+5,05bA <,0001

Auséncia de NEP 76,67+2,58aA 75,00+4,55aA

EPM = Erro padrdo da media; médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas e maiusculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Glimmix; NEP =
nematoides entomopatogénicos; P = probabilidade; HP88 = Heterorhabditis
bacteriophora; LPP7= Heterorhabditis baujardi.

Foi observada interacdo estatistica significativa entre nematoides

entomopatogénicos e temperatura, onde na tabela 2 podem ser observadas as taxas de
mortalidade larval (%), pupal (%) e emergéncia de adultos (%), em solugéo de vinhoto a
50% nas temperaturas de 25, 28, 31, 34, 37 e 40 °C, utilizando os nematoides
entomopagenicos H. bacteriophora -HP88 e H. baujardi —LLP7.
N&o houve diferenca estatistica significativa no grupo com H. bacteriophora para taxa de
mortalidade de larval, com média de 16,94%. Houve diferenca estatistica significativa no
grupo H. baujardi para taxa de mortalidade de larval. A maior mortalidade foi observada
nas temperaturas de 37 °C e 40 °C no grupo com H. baujardi, com média de 26,25%,
sendo 84,9% superior as demais temperaturas testadas. Quando consideradas as
temperaturas, as diferencas foram observadas nas temperaturas de 25, 28, 34 e 40 °C,
sendo o percentual de mortalidade de larvas maiores no grupo com H. baujardi em relagéo
ao H. bacteriophora.

Foram observadas diferencas estatisticas para mortalidade pupal nas duas
linhagens contendo os nematoides avaliados. No grupo com H. bacteriophora, a maior
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mortalidade pupal foi observada nas temperaturas de 25, 31 e 34 °C, com mortalidade
média de 31,39%, ndo diferindo da temperatura de 37 °C a menor taxa observada
(10,00%). No grupo com nematoide H. baujardi, as maiores taxas de mortalidade pupal,
foram observadas nas temperaturas de 37 °C e 40 °C, com mortalidade média de 38,75%.
Enquanto que nas menores nas temperaturas, a mortalidade de pupal foi observada nas
temperaturas de 25, 28 e 31 °C, a mortalidade média foi de 8,61%.

Na avaliagdo de emergéncia de adultos, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas no grupo com o nematoide H. bacteriophora, com média de
57,36%. O grupo com nematoide H. baujardi apresentou diferenca estatistica
significativa para percentual de emergéncia de adultos, sendo observado nas temperaturas
de 25, 28, 31 e 34 °C, com média de 84,58%, sendo superior as temperaturas de 37°C e
40 °C com media de 35,00%. Quando consideradas as temperaturas, foram observadas
diferencas estatisticas significativas nas temperaturas de 25, 28, 31 e 34 °C, no grupo com
H. baujardi, com um maior percentual de emergéncia de adultos. As maiores taxas de
emergéncia de adultos nas temperaturas de 37 e 40 °C foram observados no grupo com

H. bacteriophora.
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Tabela 2 — Efeito de nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora —
HP88 e Heterorhabditis baujardi —LPP7 sobre larvas de Stomoxys calcitrans, expostas a
diferentes temperaturas de vinhoto, mantidos em cdmara climatizada (B.0.D.) a 25+1°C
e 70-80% de umidade relativa.

Temperatura

(C) i
HP88 LP77
Mortalidade larval (%)
25 17,50+5,52aA 4,17+£2,29hB
28 15,83+5,29aA 0,83+0,83bB
31 15,00+6,57aA 5,83+2,60bA
<,0001
34 22,50+7,40aA 5,00+2,61bB
37 20,00+6,40aA 20,83+5,29aA
40 10,83+3,13aA 31,67+4,58aB
Mortalidade pupal (%)
25 32,50+3,05aA 6,67+3,10cB
28 25,00£3,79abA 10,00+3,01cB
31 34,1743,13aA 9,17+3,36cB
<,0001
34 27,50£3,28aA 20,00£5,22bcB
37 10,00+5,36bB 40,00+5,50aA
40 22,50£5,79abA 37,5046,17abA
Emergéncia de adultos (%)
25 50,00+6,96aB 89,17+3,98aA
28 59,17+5,96aB 89,17+3,13aA
31 50,83+6,45aB 85,00£3,99aA
<,0001
34 50,00+7,88aB 75,00£6,34aA
37 70,0048,26aA 39,17+5,70bB
40 64,17+8,57aA 30,83+6,33bB

EPM = Erro padrdo da média; médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas e maidsculas nas linhas
diferem entre si pelo teste de Glimmix; NEP = nematoides entomopatogénicos; P = probabilidade; HP88 =
Heterorhabditis bacteriophora; LPP7= Heterorhabditis baujardi.
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Os resultados obtidos na observacao diaria das larvas de S. calcitrans depositadas
em armadilhas de White (WHITE, 1927) adaptadas, apds a exposicdo de solugdo de
vinhoto contendo nematoides entomopatogénicos, os cadaveres das larvas apresentaram
uma mudanca em sua coloracgéo e pode ser observada a formacao e emergéncia de juvenis
infectantes e nematoides adultos (Figura 4), confirmando a infec¢do das larvas da “mosca

dos estabulos” revelando o final do ciclo bioldgico dos nematoides.

Figura 4. Larva de Stomoxys calcitrans parasitada por Heterorhabditis bacteriophora —
HP88, em armadilha de WHITE (WHITE, 1927) adaptada, apés a exposicéo da solucéo
de vinhoto a 34 °C.
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5 DISCUSSAO

Em estudo realizado Shapiro-llan et al., (2003) testando a viruléncia de
Heterorhabditis bacteriophora — HP88 e fungos entomopatogénicos coletados de varios
locais dos EUA, verificaram taxas semelhantes quando comparadas ao presente estudo,
mostrando a ocorréncia de 30% de mortalidade das larvas de besouros da familia
Curculionidae em plantacGes de péssegos, através do controle bioldgico realizados por
esses agentes. A taxa média de mortalidade de larvas de S. calcitrans observada no
presente estudo, corrobora com a taxa obitida Shapiro-Ilan et al., (2003), a qual também
foi de 30% no grupo com presenca de nematoide H. bacteriophora —HP88, pois quando
comparada com Heterorhabditis baujardi — LPP7, diferiu de forma estatistica, mostrando
gue houve acdo do nematoide em solu¢do de vinhoto.

Apdbs a morte das larvas de S. calcitrans, elas foram alocadas em armadilhas de
White (WHITE, 1927) adaptadas, de acordo com cada grupo e temperatura, para a
obtengdo de juvenis infectantes de cada linhagem de NEP testada. Essas armadilhas
foram observadas diariamente, com a finalidade de verificar a presenca de JlIs e adultos
nas larvas, comprovando a mortalidade e infeccdo das larvas destas, pela presenca de
NEPs no interior das larvas, concluindo o ciclo dos NEPs. Todos os cadaveres de larvas
de S. calcitrans, apresentaram uma leve mudanca de cor, devido a septicemia causada
pelas bactérias, ficando mais escuras, assim como descreveu Leal et al., (2017). As larvas
mortas expostas ao H. bacteriophora e H. baujardi apresentaram em todas as

temperaturas a formacao e liberacdo de juvenis infectantes e NEPs adultos.

Ocorreu uma diminuicdo na emergéncia de adultos no grupo com a presenca de
H. bacteriophora, independente das temperaturas usadas no presente estudo, mostrando
que houve acdo dos NEPs, devido a diminuicdo na viabilidade da emergéncia de adultos,
pois a taxa média de emergéncia nesse grupo foi de 57,36%, enquanto que no estudo
realizado por Mendes et al. (2016), demonstrou uma viabilidade acima de 74% de
emergéncia de moscas em todos os grupos do segundo experimento do estudo, nesse
estudo foram avaliados larvas de terceiro instar, alocadas em dieta de crescimento larval
contendo vinhoto e cinzas. Ja o grupo com H. baujardi apresentou uma baixa emergéncia
de adultos apenas nas temperaturas de 37 e 40 °C, com taxas de emergéncia de adultos de
39,17% e 30,83% respectivamente. Desta forma pode ser observado que estes NEPs

causaram infeccdo das larvas a ponto de influenciar negativamente a emergéncia de
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adultos, visto que as temperaturas 37 e 40 °C, séo citadas por DOLINSKI e MOINO-JR,
(2006) como aquelas em que estes NEPs apresentam maior viruléncia.

N&o houve diferenca estatistica significativa na mortalidade larval nos grupos com
H. bacteriophora entre as temperaturas, mesmo sendo observada maiores médias nos
grupos com 34 e 37 °C, entretanto o grupo com H. baujardi aponta uma mortalidade larval
maior em temperatura relativamente mais alta (37 e 40 °C), mostrando ser mais eficiente
nestas temperaturas, diferindo dos resultados obtidos por Kaya (1990), onde as melhores
temperaturas para acdo dos NEPs no solo foram de 12 a 28 °C e sugere que altas
temperaturas podem intensificar a movimentagdo de alguns isolados de NEPs,
proporcionando maior gasto energético, o que pode resultar em menor patogenicidade. O
mesmo foi verificado por Ferreira (2015) no estudo com cochonilha do abacaxizeiro,
Dysmicoccus brevipes, em condicGes de laboratorio, também foi observado no grupo com
atemperatura de 34 °C. Por outro lado, Minas (2008), observaram uma maior mortalidade
larval na temperatura de 28 °C com H. baujardi - LPP7 frente a mosca do mediterraneo
(Ceratitis capitata). Ja de acordo com Grewal et al., (2001) cada nematoide tem uma
temperatura 6tima de desenvolvimento e infeccdo, e uma baixa temperatura pode afetar
seu desempenho. Portanto, o estudo das temperaturas, ajuda a compreender e definir as
melhores condi¢des para os JIs atuarem, aumentando sua persisténcia no solo e

favorecendo sua acdo no campo em programas de controle bioldgico.

A acdo de nematoides em pupas, € um pouco mais complexa, pois a infec¢do de
pupas, ocorre ainda quando larva, ja que para ocorrer a infec¢do direta na pupa seria
necessario que o NEP seja do tipo cruser (KAYA; GAUGLER, 1993), o qual necessita
de movimentacao do seu hospedeiro para que ocorra a infecgdo, 0 que nao ocorre com as
pupas. De acordo com Leal et al., (2017), a mortalidade de pupas verificada, ocorreu
devido a infecc¢do ainda no periodo larval, acarretando a ndo formacéo dos adultos dentro
da pupa ap6s a mudanga de fase, restando ao final do experimento, o pupario com
contetdo deteriorado em seu interior. Essa agdo nas pupas também foi observada em
ambos 0s grupos com presenca de nematoides no presente estudo, assim como Minas,
(2008) verificaram a mortalidade de pupas e diminui¢do da viabilidade de mosca do
mediterraneo (Ceratitis capitata) apos exposi¢do ao H. baujardi - LPP7, onde obteve uma

mortalidade pupal acima de 90% em temperaturas 24 e 28 °C, essa mortalidade esta
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relacionada a concentracdo de juvenis infectantes, pois quanto mais alta foi a
concentragdo de nematoides testada, maior foi a mortalidade obtida.

A temperatura € um fator ambiental determinante para o desenvolvimento de
moscas (Lysyk, 1998), sendo importante ressaltar que S. calcitrans se desenvolve em
substratos com temperaturas médias distintas (18,8 - 35,5 °C), no estudo se observou
apenas uma reducdo da emergéncia de adultos nos grupos com presenca de NEPs, pois
no grupo com H. bacteriophora — HP88 essa redugdo foi observada em todas as
temperaturas usadas no estudo (25,28, 31, 34, 37 e 40 °C), enquanto que 0 grupo com
presenca de H. baujardi — LPP7, essa diminui¢do na emergéncia de adultos foi observada
apenas nas temperaturas 37 e 40 °C, mostrando que a a¢do dos NEPs ocorre ap6s a
infeccdo das larvas em fungédo da temperatura e do vinhoto, reduzindo a viabilidade da
mosca dos estabulos. De forma semelhante, Lysyk (1998) observou maior sobrevivéncia
de imaturos de S. calcitrans em temperaturas de 20-23°C e Berry et al.; (1976)
observaram o desenvolvimento de ovo a adulto em temperaturas superiores a 30°C em
substratos com feno, demonstrando que por si s6 a temperatura nao afetaria as larvas a
ponto de causar mortalidade.

Mukuka et al.; (2010), analisaram populacbes naturais de H. bacteriophora
expostos a altas temperaturas, e identificaram uma faixa de toleréncia de 33,3 °C a 40,1
°C, destacando que temperaturas mais altas podem afetar o crescimento, a infectividade
e a reproducdo de nematoides, sendo possivel verificar no presente estudo a diminuicao
da infectividade e reproducdo dos nematoides em larvas no grupo com H. bacteriophora
—HP88 expostas a 40°C, que obteve uma taxa de mortalidade larval de 10,83%. Enquanto,
no grupo com presenca do H. baujardi — LPP7, se observou as maiores taxas de
mortalidade larval nas temperaturas de 37 e 40 °C, com 20,83% e 31,67%
respectivamente, sendo essas taxas as maiores observadas entre as temperaturas testadas
no estudo.

Em estudo realizado por Monteiro (2014), com fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, foram utilizadas diferentes concentracGes de H.
bacteriophora - LPP1/fémea ingurgitada, em temperatura de laboratério de 271 °C e
UR>80%, verificou-se que houve diminui¢do no periodo de sobrevivéncia das mesmas a
partir da concentracdo de 300 JI/fémea ingurgitada, causando competicdo do nematoide
pelo substrato. Monteiro Sobrinho et al., (2016) demostraram que conforme se elevam as
concentracdes de NEP/larva de S. calcitrans em torta de filtro, a mortalidade larval

aumenta, pois os NEPs procuram rapidamente infectar seus hospedeiros para garantir seu
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alimento. Nesse estudo foram utilizadas as concentracdes de 0, 25, 50, 100, 150 e 200
NEP/ larva, de Heterorhabditis bacteriophora —-HP88, com médias de mortalidade larval
de 6,67, 38,33, 64,00 63,33, 76,67 e 83,30%, respectivamente, mostrando que ndo houve
competicdo pelo hospedeiro. Entretanto em estudo utilizando Steinernema feltiae para
controlar larvas de S. calcitrans, realizado por Mahmoud et al., (2007), apontou uma
mortalidade larval de 100% em concentragdes de 80 e 100 NEP/larva, sendo um
resultado superior, ao resultado do estudo realizado por Monteiro Sobrinho et al., (2016),
indicando que S. feltiae aparentemente seria mais eficiente para o controle de S.
calcitrans, entretanto, a exemplo de outros autores, no estudo de Mahmoud et al., (2007)
ndo havia o substrato torta de filtro, que também pode ter interferido sobre a acdo dos
NEP. Sendo assim o mesmo pode ter ocorrido no presente estudo, onde havia a presenca
de nematoide juntamente com vinhoto em altas temperaturas, diminuindo a eficiéncia do

H. bacteriophora.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, ocorre infeccdo nos
estagios imaturos de S. calcitrans, pela agdo dos nematoides entomopatogénicos, quando
adicionados a solugdo vinhoto a 50%, em diferentes temperaturas, entretanto foi
observado uma baixa mortalidade larval causada pela acdo dos nematoides de acordo com
a temperatura utilizada. Porém foi possivel verificar uma diminuicdo na viabilidade de
pupas e adultos de S. calcitrans, sugerindo a utilizacdo de nematoides entomopagénicos
para o controle bioldgico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fornece dados que podem ser utilizados e extrapolados para outras
espeécies de dipteros de importancia médico-veterinaria, entretanto, ainda sdo necessarios,
mais estudos para comprovar a eficiéncia do H. bacteriophora e H. baujardi, e verificar
a influéncia de fatores ambientais e limitagfes para que 0S mesmos possam ser associados
aos subprodutos gerados pela industria sucroalcooleira e determinar a maneira adequada

para seu uso no controle bioldgico.
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