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Synergistic Effects of Combinations between Entomopathogenic Nematodes (Nemata: Rhabditida) and
Chemical Insecticides on Mortality of Sphenophorus levis (Vaurie) (Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT - The effect of combinations of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis indica Poinar,
Karunakar & David, 1992 (strain IBCB-n5) and Steinernema sp. (strain IBCB-n6) at doses of 2.4;12 and 60 1J/cm?,
with sub-doses of the chemical insecticides fipronil, thiamethoxam and imidacloprid were tested in laboratory
conditions against adults and larvae of the sugarcane billbug, Sphenophorus levis Vaurie, 1978. Firstly, the effect of
fipronil (200 g A.l./ha), thiamethoxam (250 g A.l./ha) and imidacloprid (700 g A.l./ha) were evaluated on the
nematode viability. The insecticides were compatible with the nematodes, not affecting the viability of the infective
juvenile after 24 hours. For the experiments with adults, the treatments containing nematodes and insecticides tested
separately showed mortality below 25%, except for the two highest doses of Steinernema sp. (at 12 and 60 IJ/cm?),
with mortality levels of 33.3% and 50% respectively. For the mixtures of the nematodes with sub-doses of
thiamethoxam (62.5 g A.l./ha), the mortality levels increased significantly, reaching up to 66.7%, with the mixture of
H. indica at 60 IJ/cm?® and 70% to 83.3% at all doses of Steinernema sp., showing synergistic effect at these
combinations. The combination of H. indica and Steinernema sp. (12 IJ/cm?) with thiamethoxam (62.5 g A.I./ha)
against larva, the nematodes tested alone or in mixture with the insecticides showed mortality levels between 75% and
87.5%, indicating no advantage of the mixture for improving the insect mortality.

KEYWORDS - integrated pest management, Heterorhabditis indica, Steinernema sp., sugarcane billbug, microbial
control.

RESUMO - Foi testado em laboratério, o efeito de combinagdes dos nematdides entomopatogénicos Heterorhabditis
indica Poinar, Karunakar & David, 1992 (isolado IBCB-n5), e Steinernema sp. (isolado IBCB-n6) nas doses de 2,4;12
e 60 JI/cm?, com subdose dos inseticidas quimicos fipronil, tiametoxam e imidacloprido, contra adultos e larvas de
Sphenophorus levis Vaurie, 1978. Inicialmente avaliou-se o efeito do fipronil (200 g I.A./ha), tiametoxam (250 g
I.A./ha) e imidacloprido (700 g [.A./ha) sobre a viabilidade dos nematdides. Os produtos quimicos foram compativeis
com os agentes, ndo afetando a viabilidade dos juvenis infectivos apos um periodo de exposi¢do de 24 horas. Nos
testes realizados contra adultos, os tratamentos contendo nematdides e inseticidas testados isoladamente
proporcionaram mortalidade do inseto inferior a 25%, exceto as duas maiores doses de Steinernema sp. (12 e 60
JI/cm?) com niveis de mortalidade de 33,3% e 50% respectivamente. Nas misturas dos nematéides com tiametoxam
(62,5 g I.A./ha), os niveis de mortalidade aumentaram significativamente, alcangando 66,7% na mistura envolvendo H.
indica 60 JI/em® e 70% a 83,3% com Steinernema sp., demonstrando efeito sinérgico dessas combinagdes. Na
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avaliagio da combinagdo de H. indica e Steinernema sp (12 JI/cm?®) com tiametoxam (62,5 g I.A./ha) contra larvas, os
nematoides testados isoladamente ou em mistura com o inseticida proporcionaram niveis de mortalidade entre 75% e
87,5%, indicando ndo haver contribui¢do das misturas para o incremento na mortalidade do inseto.

PALAVRAS-CHAVE — manejo integrado de pragas, Heterorhabditis indica, Steinernema sp., bicudo da cana-de-

agucar, controle microbiano.

(0] género Sphenophorus (Coleoptera:
Curculionidae) compreende um complexo de espécies de
insetos que danificam gramineas de importancia
econdmica, em diversas regides do globo. S6 nos EUA
ocorrem mais de 64 espécies desse género, sendo que 20
foram registradas na Florida (Woodruff 1966).

No Brasil, Sphenophorus levis Vaurie, 1978 é uma
das principais pragas da cana-de-agiicar no Estado de
Sdo Paulo, podendo causar perdas de até 30% na
producdo (Almeida 2005). Esse curculionideo vem
assumindo grande importancia, principalmente por estar
se disseminando em areas do estado onde sua incidéncia
ainda ndo havia sido registrada (Almeida 2005).

O dano na planta ocorre no rizoma abaixo do nivel
do solo, local onde a larva se alimenta e se abriga,
abrindo galerias circulares e longitudinais na base da
brotacdo. Esse ataque resulta no amarelecimento da
folha e morte do perfilho, conseqiientemente
ocasionando em falhas nas rebrotas das soqueiras. Os
adultos, também se abrigam abaixo do nivel do solo e
raramente sdo encontrados voando. As fémeas colocam
entre 60 ¢ 70 ovos ao longo de sua existéncia na base
das touceiras de cana (Precetti & Arigoni 1990,
Degaspari et al. 1987).

Estudos de controle do bicudo tém avaliado
principalmente o uso de produtos quimicos, ndo havendo
até o momento nenhum inseticida registrado contra esse
inseto no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA 2008). O inseticida fipronil
(Regent 800 WG) tem sido o produto mais testado,
sendo avaliado na dose de 250 g p.c. (p.c. = produto
comercial)/ha (Dinardo-Miranda 2005). Outros produtos
que vém sendo considerados nos testes de controle sdo o
imidacloprido (Confidor 700 WG) na dose de 1.000 g
p.c./ha, e o tiametoxam (Actara 250 WG), geralmente na
dose de até 1.000 g p.c./ha.

Para outras espécies de Sphenophorus que ocorrem
nos EUA e Japao tém-se adotado também o controle
bioldégico com o uso de nematodides entomopatogénicos
(NEPs) dos géneros Steinernema e Heterorhabditis
(Rhabditida: Steinernematidae/Heterorhabditidae)
(Smith 1994). Nematoides entomopatogénicos vém
sendo utilizados contra diversas espécies de
curculionideos, apresentando alta eficiéncia contra a
forma larval e adulta (Shapiro-Ilan et al. 2002). Esses
nematdides possuem a capacidade de buscar seu
hospedeiro no solo e em ambientes cripticos, invadindo-
o e matando-o no prazo de 24 a 72 horas ap0s liberarem
uma bactéria altamente patogé€nica ao inseto, que se
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encontra localizada no trato digestivo do agente (Ferraz
1998)

Nematoides entomopatogénicos sdo compativeis
com a maioria dos defensivos quimicos e fertilizantes
inorgénicos quando expostos a eles por curtos periodos
(Ishibashi 1993; Koppenhofer & Grewal 2005),
apresentando-se, portanto, como importantes
ferramentas para uso no manejo integrado de pragas.
Alguns inseticidas quimicos, usados em subdoses, atuam
sinergisticamente com nematoides entomopatogénicos,
aumentando a eficacia desses organismos em aplicagdes
conjuntas (Koppenhdfer & Kaya 1998; Nishimatsu &
Jackson 1998). A combinagdo de Heterorhabditis spp. e
Steinernema glaseri (Steiner, 1929) Wouts, Mracek,
Gerdin & Bedding 1982 com o inseticida imidacloprido
vem sendo avaliada contra larvas de escarabeideos,
proporcionando bons resultados de controle e, em
muitos casos, apresentando efeito sinérgico na
mortalidade dos insetos, sem afetar a capacidade
reprodutiva do nematdide no hospedeiro (Koppenhofer
et al. 2000Db).

Por esses motivos, foi realizado esse estudo com o
objetivo de avaliar o efeito de Heterorhabditis indica
Poinar, Karunakar & David, 1992 (isolado IBCB n-5) e
Steinernema sp. (isolado IBCB n-6), combinados com os
inseticidas ~ quimicos  fipronil,  tiametoxam e
imidacloprido, sobre larvas e adultos do bicudo da cana-
de-agticar Sphenophorus levis Vaurie, 1978, em
laboratorio, partindo-se do principio que esses produtos
sd0 compativeis com esses nematdides.

Material e Métodos

No estudo foram utilizados os nematdides
Heterorhabditis indica e Steinernema sp., os quais se
encontram depositados na Colecdo de Nematodides
Entomopatogénicos, do Banco de Entomopatdgenos
“Oldemar Cardim Abreu”, pertencente ao Instituto
Bioldgico, identificados como IBCB n-5 e IBCB n-6,
respectivamente. Os experimentos foram realizados nas
dependéncias do laboratério de Controle Biologico do
Instituto Bioldgico, Campinas, SP.

Heterorhabditis indica IBCB n-5 foi isolado de
amostra de solo coletada em area de cultivo de citros, no
municipio de Itapetininga, SP. Steinernema sp. IBCB n-
6 foi isolado de amostra de solo coletada em area de
mata nativa, no municipio de Porto Murtinho, MS,
sendo possivelmente uma nova espécie ainda nao
descrita.
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Os nematoides foram multiplicados em larvas de
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae),
criadas conforme metodologia adaptada de Machado
(1988). Os nematdides foram armazenados a 15°C, no
escuro, por um periodo de 10 dias, antes de serem
usados em cada experimento.

Os adultos de S. levis foram obtidos a partir de

coletas em cultura de cana-de-agucar situada em
Piracicaba, SP, sendo fornecidos pelo CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira). Para a coleta foram utilizadas
armadilhas atrativas formadas por toletes de cana crua
de 30 cm cada, agrupadas entre as linhas da cultura
(Precetti & Teran 1983). As larvas foram obtidas da
criacdo em laboratorio, mantidas em dieta artificial
(Degaspari et al. 1987), sendo fornecidas também pelo
CTC.
Viabilidade de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 Expostos aos Inseticidas
Fipronil, Tiametoxam e Imidacloprido. Foi avaliado o
efeito dos inseticidas quimicos fipronil (Regent 800
WG), imidaclorido (Confidor 700 WG) e tiametoxam
(Actara 250 WG@G), os quais estdo sendo avaliados contra
o bicudo da cana-de-agicar, na viabilidade dos
nematdides H. indica IBCB n-5 e Steinernema sp. IBCB
n-6. Para isso, foi utilizada uma metodologia modificada
do protocolo de Vainio (1992), seguindo-se o mesmo
principio que ¢ manter os nematdides em solucdo dos
inseticidas por pelo menos 24 horas antes de serem
avaliados quanto a viabilidade.

Foram considerados 6 tratamentos: 1) H. indica em
agua destilada (testemunha); 2) H. indica + solugdo de
fipronil; 3) H. indica + solugdo de tiametoxam; 4) H.
incida + solu¢do de imidaclodrido; 5) Steinernema sp.
em agua destilada (testemunha); 6) Steinernema sp. +
solugdo de fipronil; 7) Steinernema sp. + solugdo de
tiametoxam e 8) Steinernema sp. + solugdo de
imidacloprido. As solugdes de fipronil, tiametoxam e
imidacloprido foram preparadas nas proporgdes de 250,
1000 e 1000g p.c. (p.c=produto comercial),
respectivamente, para 400 litros de agua (doses e vazdo
para um hectare).

Os tratamentos foram representados por 5
repeticdes formadas cada uma por uma placa de Petri (9
cm de didmetro), a qual recebeu 20 mL da calda dos
produtos e 500 JIs (JI= Juvenil Infectivo) dos
respectivos nematdides. Para colocar os nematdides nas
placas, os agentes foram previamente filtrados em papel
de filtro (4 cm de didmetro) com auxilio de funil de
Buchner acoplado a uma bomba de vacuo, sendo o papel
filtro transferido com os nematoides para o interior das
placas. As placas foram acondicionadas em camara
climatizada, a 25° C, no escuro.

A avaliacdo foi realizada 24 horas apés a mistura
dos nematdides com os produtos, tendo-se considerado a
viabilidade dos JIs. Os nematoides vivos e mortos foram
contados com auxilio de microscopio estereoscopico,
considerando-se um aumento de 5 vezes, contabilizando
100 nematdides ao acaso.
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Avaliagdo de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 em Combinagdes com
Tiametoxam, Imidacloprido e Fipronil, contra
Adultos de Sphenophorus levis. Foram realizados trés
experimentos visando avaliar o efeito de combinagdes
dos nematoides com os inseticidas tiametoxam (Actara
250 WQ@), fipronil (Regente 800 WG) e imidacloprido
(Confidor 700 WG), na mortalidade de adultos de S.
levis. Os inseticidas foram avaliados na dose de Y
daquelas que vém sendo avaliadas em campo para o
controle do bicudo da cana-de-agucar, exceto no
primeiro experimento em que o inseticida fipronil foi
avaliado na dose equivalente a % daquela avaliada em
campo visando conhecer, inicialmente, o efeito de uma
sub-dose mais elevada para o produto mais testado
contra esse inseto. A escolha da sub-dose de Y4 daquela
que vem sendo avaliada tem por objetivo proporcionar
menor impacto ambiental decorrente dos efeitos dos
inseticidas, além de ocasiornar baixa mortalidade dos
insetos (< 20%) e, consequentemente, permitir um efeito
sinérgico das combinagdes com os nematoides.

1° Experimento. Foram considerados 9 tratamentos:
1) H. indica (60 JI/cm?®); 2) Steinernema sp. (60 JI/cm?);
3) tiametoxam (250 g p.c./ha); 4) fipronil (125 g
p.c./ha); 5) tiametoxam (250 g p.c./ha) + Steinernema
sp. (60 Jl/cm?); 6) tiametoxam (250 g p.c./ha) + H
indica (60 Jl/em?®); 7) fipronil (125 g p.c./ha) +
Steinernema sp. (60 JI/cm?); 8) fipronil (125 g p.c./ha) +
H. indica (60 JI/cm?) e 9) testemunha (4gua destilada).

Cada tratamento foi representado por 5 repetigdes e
cada repeticdo foi formada com 5 adultos agrupados em
um recipiente plastico (9 cm de didmetro por 4 cm de
altura), alimentados com um pedago de colmo de cana-
de-agticar (3,5 m de comprimento). Os recipientes foram
preenchidos com 287 mL de solo arenoso com umidade
a 10% (massa/massa), sendo os insetos colocados
posteriormente. Os nematdides foram suspensos em 100
mL das solugdes dos tratamentos, dentro de erlenmeyers
de 250 mL, os quais foram acondicionados em agitador
orbital ajustado para 200 rpm e mantidos sob agitacdo
por 1 hora, procurando aumentar a exposi¢do dos
agentes aos produtos quimicos e manté-los em
condi¢des mais proximas daquelas encontradas dentro
do tanque de pulverizagdo, onde estariam em circulagido
pelo circuito hidraulico durante o periodo da aplicagao
no campo.

Os tratamentos foram aplicados na superficie do
solo, com auxilio de pipeta plastica, no volume de 0,3
mL por recipiente, considerando-se uma calda de 400
litros por hectare. Os recipientes foram fechados com
tampas perfuradas em 5 pontos, para permitir aeragao, e
acondicionados em camara climatizada com
temperatura, umidade relativa e luminosidade controlada
(T=25+ 1°C, UR= 70 + 10% e fotofase de 12 horas).

A avaliagdo foi realizada apo6s 9 dias da aplicagdo
dos tratamentos, contando-se o numero de insetos
mortos.
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2°  Experimento. Foram  considerados  os
tratamentos: 1) H. indica (60 JI/cm?); 2) Steinernema sp.
(60 JI/em?); 3) imidacloprido (250 g p.c./ha); 4) fipronil
(65,2 g p.c./ha); 5) imidacloprido (250 g p.c./ha) +
Steinernema sp. (60 JI/cm?®); 6) imidacloprido (250 g
p.c./ha) + H. indica (60 JI/cm?); 7) fipronil (65,2 g
p.c./ha) + Steinernema sp. (60 JI/cm?); 8) fipronil (65,2
g p.c./ha) + H. indica (60 JI/cm?) e 9) testemunha (4gua
destilada).

A metodologia foi a mesma utilizada no primeiro
experimento com adultos, porém foram utilizados 6
insetos por repeticao.

3° Experimento. Foi avaliado o efeito de
combinagdes dos nematodides em diferentes doses, com
subdoses dos inseticidas que proporcionaram melhores
resultados nos dois primeiros testes, tiametoxam e
fipronil, na mortalidade de adultos do inseto.

O ensaio foi composto por 21 tratamentos: 1) H.
indica (2,4 JlI/cm?®); 2) H. indica (12 Jl/em?); 3) H.
indica (60 JI/cm?); 4) Steinernema sp. (2,4 Jl/cm?); 5)
Steinernema sp. (12 Jl/cm?®); 6) Steinernema sp. (60
Jl/em?); 7) tiametoxam (250 g p.c./ha); 8) fipronil (65,2
g p.c./ha); 9) H. indica (2,4 JI/cm?) + tiametoxam (250 g
p.c./ha); 10) H. indica (12 JI/cm®) + tiametoxam (250 g
p.c./ha); 11) H. indica (60 JI/cm?) + tiametoxam (250 g
p.c./ha); 12) Steinernema sp. (2,4 Jl/cm?®) + tiametoxam
(250 g p.c./ha); 13) Steinernema sp. (12 Jl/cm?) +
tiametoxam (250 g p.c./ha); 14) Steinernema sp. (60
Jl/em?) + tiamethoxam (250 g p.c./ha); 15) H. indica
(2,4 Jl/em®) + fipronil (65,2 g p.c./ha); 16) H. indica (12
Jl/em?) + fipronil (65,2 g p.c./ha); 17) H. indica (60
Jl/em?®) + fipronil (65,2 g p.c./ha); 18) Steinernema sp.
(2,4 J1/cm?) + fipronil (65,2 g p.c./ha); 19) Steinernema
sp. (12 Jl/cm®) + fipronil (652 g p.c./ha); 20)
Steinernema sp. (60 JI/cm?) + fipronil (65,2 g p.c./ha) e
21) testemunha (dgua destilada).

A metodologia foi a mesma utilizada no primeiro
experimento com adultos. Os adultos mortos pelos
nematdides foram utilizados para a determinagdo do
namero de nematdides produzidos por cadaver do inseto.
Para isso, os adultos mortos foram esterilizados
superficialmente em solugdo de hipoclorito a 2%,
durante 10 minutos, sendo posteriormente enxaguados e
transferidos individualmente para armadilha modificadas
de White (White 1927).

Apds o término da emergéncia de juvenis infectivos
(aproximadamente 10 e 15 dias para Steinernema sp. e
H. indica, respectivamente), os nematdides foram
quantificados em camara de Peters para determinagdo do
namero de JIs produzidos.

Avaliacdo de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 em Combinagdo com
Tiametoxam, contra Larvas de Sphenophorus levis.
Foi avaliado o efeito de combinac¢des dos nematoides H.
indica e Steinernema sp., com subdose do inseticida
tiametoxam, o qual proporcionou melhor resultado no
ultimo teste contra adultos, contra larvas de 3°- 4° instar
de S. levis. Foram considerados 6 tratamentos: 1) H.
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indica (12 JI/cm®); 2) Steinernema sp. (12 Jl/ecm?®); 3)
tiametoxam (250 g p.c./ha); 4) tiametoxam (250 g
p.c./ha) + Steinernema sp. (12 Jl/cm?); 5) tiametoxam
(250 g p.c./ha) + H .indica (12 JI/cm®) e 6) testemunha
(agua destilada).

Os tratamentos foram constituidos por 5 repetigdes,
sendo cada uma formada por 5 larvas agrupadas em um
recipiente plastico (9 cm de diametro por 5 cm de
altura), alimentadas com um pedago de colmo de cana-
de-agticar (3,5 cm de comprimento). Para permitir a
alimentacdo das larvas, o pedago de colmo foi
previamente perfurado em 5 regides com auxilio de um
vazador (0,5 cm de didmetro por 0,5 cm de
profundidade), sendo que em cada perfuracdo foi
introduzida uma larva do inseto. Os pedagos de colmo
foram  colocados dentro dos recipientes ¢
posteriormente, cobertos com 287 mL de solo arenoso
com umidade 10% (m/m).

Os tratamentos foram aplicados com auxilio de
pipeta plastica na superficie do solo, utilizando-se um
volume de 0,3 ml por recipiente. As doses dos
nematoéides e do inseticida foram calculadas com base na
area do recipiente considerando-se uma vazio de 400L
por hectare. Os recipientes foram fechados com tampas
perfuradas em 5 pontos, para permitir aeracdo, e
acondicionados em camara climatizada com
temperatura, umidade relativa e luminosidade controlada
(T=25+ 1°C, UR= 70 + 10% e fotofase de 12 horas). A
avaliagdo foi feita 9 dias apos a aplicagdo, considerando-
se o nimero de insetos mortos.

Analise Estatistica. Os dados obtidos de viabilidade de
nematdides e mortalidade de insetos foram

transformados em arcsen m e submetidos a
analise de variancia, comparando-se as médias pelo teste
de Tukey (P<0,05). Para o teste referente a produgao de
juvenis infectivos por adultos de S. levis, os dados foram

analisados estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis
(P<0,05).

Resultados e Discussado

Viabilidade de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 Expostos aos Inseticidas
Fipronil, Tiametoxam e Imidacloprido. No teste de
compatibilidade de H. indica e Steinernema sp. com
fipronil (Regent 800WG), tiametoxam (Actara 250WG)
e imidacloprido (Confidor 700 WG) nas doses avaliadas
(250, 1000 e 1000 g p.c.,, respectivamente), o0S
nematoides apresentaram viabilidade acima de 90%,
apds 24 horas de exposicdo aos inseticidas, ndo
diferindo significativamente das testemunhas para os
tratamentos com H. indica e Steinernema sp. (F=1,835;
gl=7; P=0,126) (Tabela 1). Esses resultados confirmam
a compatibilidade desses agentes a esses inseticidas.

Os nematodides Heterorhabditis bacteriophora

Poinar, 1976 e Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955)
Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982 também
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apresentaram alta tolerancia ao inseticida fipronil, com
apenas 17% e 11,2% de mortalidade dos juvenis
infectivos ap6s 72 horas submersos em solugdo
contendo 2000 ppm do produto. Ja Steinernema
arenarium (Arty., 1967) Wouts, Mracek, Gerdin &
Bedding, 1982 apresentou-se suscetivel com mais de
94,6% e 100% de mortalidade apds 24 e 72 horas,
respectivamente (Pinto & Jové 2005).

Os inseticidas imidacloprido e tiametoxam estdo
entre os mais testados quanto a compatibilidade para
nematodides entomopatogénicos, tendo o primeiro
produto apresentado compatibilidade para os nematdides

H. bacteriophora e S. carpocapsae, ¢ o segundo para
esses mesmos nematoides, além de Heterorhabditis
megidis Poinar, Jackson & Klein, 1987, S. glaseri e
Steinenerma feltiae (Filipjev, 1934) Wouts, Mracek,
Gerdin & Bedding, 1982 (Koppenhofer & Kaya 1998;
Koppenhofer et al. 2003; Alumai & Grewal 2004).
Andalo et al. (2004) avaliaram a compatibilidade de
tiametoxam com nematdides entomopatogénicos e
constataram que o produto além de ndo afetar a
viabilidade, também ndo interferiu na infectividade dos
nematdides quando inoculados em larvas de G.
mellonella.

Tabela 1. Viabilidade (+ Erro Padrio) dos juvenis infectivos de Steinernema sp. IBCB n-6 ¢ Heterorhabditis indica
(IBCB n-5) apds exposigdo por 24 horas aos inseticidas fipronil, tiametoxam e imidacloprido (T=25 + 1°C, UR=70 +

10%)
Tratamentos Viabilidade (%) + Erro Padrdo
Steinernema sp. IBCB n-6 Heterorhabditis indica
Testemunha 96,7 + 1,44 A 91 £2,12 A
Fipronil 96 + 1,00 A 90,2 + 2,36 A
Tiametoxam 95+2,20 A 92,5+ 1,66 A
Imidacloprido 95,7+ 1,70 A 93,2+ 1,44 A

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Avaliagdo de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 em Combinagdes com
Tiametoxam, Imidacloprido e Fipronil, contra
Adultos de Sphenophorus levis. No primeiro ensaio
com adultos de S. levis, avaliando a associacdo do H.
indica e Steinernema sp. (60 JI/cm?®) com fipronil e
tiametoxam nas subdoses de 125 g p.c./ha e 250 g
p.c./ha, respectivamente, os nematodides e os inseticidas
testados isoladamente proporcionaram niveis de
mortalidade do inseto de apenas 16%, 44%, 40% e 12%,
respectivamente, tendo todos os tratamentos diferidos
significativamente da testemunha (F=67,306; gI=8;
P<0,001), exceto tiametoxam (F=67,306; gI=8;
P=0,189) (Figura 1). J4 nas misturas dos nematdides

com os produtos quimicos, os niveis de mortalidade
aumentaram expressivamente, variando de 84 a 100%,
com todas essas misturas diferindo significativamente
dos demais tratamentos (F=67,306; gl=8; P<0,001), mas
néo entre si (F=67,306; gl=8; P=0,189).

No segundo ensaio, avaliando a associa¢do do H.
indica e Steinernema sp. (60 JI/cm?®) com fipronil e
imidacloprido nas subdoses de 62,5 g p.c/ha e 250 g
p.c./ha, respectivamente, os nematodides e os inseticidas
testados isoladamente proporcionaram niveis de
mortalidade das formas adultas de apenas 10,2%, 36,6%,
10,2% ¢ 6,8%, respectivamente, tendo apenas o
Steinernema  sp. diferido  significativamente da
testemunha (F=15,856; gl=8; P<0,001) (Figura 2).

B Tiametoxam (T) [ Fipronil (F) B Heterorhabditis indica (H) B Steinernema sp. (S)

100

90
80
70 A
60
50 A
40
30
20
10
0

Mortalidade (%0)

S T+H F+H T+S F+S

Tratamentos

Figura 1. Mortalidade de adultos de Sphenophorus levis expostos a combinag¢des dos nematoides Heterorhabditis
indica (IBCB-n5) e Steinernema sp. (IBCB-n6), na dose de 60 JI/cm?® com os inseticidas thiamethoxam (250 g p.c./ha)
e fipronil (125 g p.c./ha,), em laboratério (T=25 + 1°C, UR=70 + 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de
mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Mortalidade de adultos de Sphenophorus levis expostos a combina¢des dos nematoides Heterorhabditis
indica (IBCB-n5) e Steinernema sp. (IBCB-n6), na dose de 60 JI/cm?, com os inseticidas imidacloprid (250 g p.c./ha) e
fipronil (62,5 g p.c./ha), em laboratério (T°=25 + 1°C, UR=70 + 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de
mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nas misturas H. indica + imidacloprido e Steinernema
sp. + fipronil, os niveis de mortalidade aumentaram para
46,60% ¢ 76,60%, respectivamente, tendo esses
tratamentos diferidos significativamente dos respectivos
nematoides e produtos testados isoladamente (F=15,856;
gl=8; P<0,001), mas ndo entre si (F=15,856; gl=8;
P=0,069).

No terceiro ensaio, envolvendo a associagdo do H.
indica e Steinernema sp. em trés doses cada, com

B Tiametoxam (T)

fipronil e tiametoxam nas subdoses de 62,5 g p.c./ha ¢
250 g p.c./ha, respectivamente, todos os tratamentos
com nematdides e inseticidas testados isoladamente
proporcionaram mortalidade do inseto abaixo de 25%,
exceto o nematdide Steinernema sp. nas doses de 12 e
60 JI/cm® com niveis de mortalidade de 33% a 50%,
diferindo significativamente da testemunha (F=18,471;
gl=20; P<0,001), porém nio entre si (F=18,471; gl=20;
P=0,083) (Fig. 3).

O Fipronil (F) M Heterorhabditis indica (H) M Steinernema sp. (S)

Mortalidade (%)

Tratamentos

Figura 3. Mortalidade de adultos de Sphenophorus levis expostos a combina¢des dos nematoides Heterorhabditis
indica (IBCB-n5) e Steinernema sp.(IBCB-n6) nas doses de 2,4, 12 e 60 JI/cm? com os inseticidas fipronil (62,5 g
p.c./ha) e thiamethoxam (250 g p.c./ha), em laboratorio (T=25 £ 1°C, UR=70 + 10% e fotofase de 12 horas). Médias
seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nas misturas dos nematodides com fipronil, ocorreu
um aumento nos niveis de mortalidade do inseto, ndo
havendo, entretanto, diferenca significativa entre esses
tratamentos e aqueles com os respectivos nematoides,
nas respectivas doses, sem a mistura com produto
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quimico (F=18,471; gl=20; P=0,083). Nas misturas dos
nematoides com tiametoxam, os niveis de mortalidade
aumentaram ainda mais, alcangando 66,67% na mistura
envolvendo H. indica 60 Jl/cm?, e 70% a 83,33%
naquelas envolvendo as trés doses de Steinernema sp.,
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com todos esses tratamentos diferindo
significativamente daqueles com o0s respectivos
nematdides, nas respectivas doses, sem a mistura com
produto quimico (F=18,471; gl=20; P<0,001).

Nos trés ensaios, o nematdide Steinernema sp.
proporcionou maiores percentuais de mortalidade de
adultos, apresentando-se mais virulento comparado ao
H. indica. Segundo Smith (1994), as fases imaturas de
diversas  espécies de curculionideos incluindo
Otiorhynchus  sulcatus  (Fabricius), Diaprepes
abbreviatus (Linnaeus), Pachnaeus litus (Germar),
Cylas formicarius (Fabricius) e Sphenophorus spp., sdo
susceptiveis a nematdides entomopatogénicos, sendo
que os adultos da espécie Sphenophorus venatus (Say)
sdo suscetiveis ao nematdide S. carpocapsae. Em teste
contra adultos do curculionideo Sitona hispidulus
Fabricius, 1777, o nematéide H. bacteriophora
proporcionou até 48% de mortalidade do inseto na dose
de 100 J1/inseto (Loya & Hower Jr. 2003).

Ainda para Steinernema sp., no terceiro ensaio (Fig.
3) houve uma pequena resposta na mortalidade do inseto
em fungdo do aumento da dose do nematdide misturado
aos produtos quimicos, com niveis de 50% a 63,33% na
mistura com fipronil, e de 70% a 83,33% na mistura
com tiametoxam. Essa pequena resposta na mortalidade
foi verificada também para esse nematoide contra larvas
de S. levis em estudos realizados em laboratorio e casa
de vegetagdo, por Tavares et al. (2007), sendo
comumente observada em testes com nematdides para o
controle de outras espécies de insetos (Rosales & Suarez
1998; Ferrer et al. 2004; Leite et al. 2005). A razdo para
essa pequena resposta na mortalidade do inseto ainda
ndo ¢ bem conhecida, porém pode estar relacionada ao
fato do nematdide ser mais atraido para insetos
previamente infectados pela mesma espécie. O pouco
conhecimento da interacdo entre JIs e o hospedeiro
dificulta a interpretacdo da dindmica de infecgdo
causada pelos nematdides entomopatogénicos (Lewis et
al. 2002).

As elevadas taxas de mortalidade de adultos
obtidas no primeiro ensaio com as misturas de
Steinernema sp. (60 JlI/cm®) + tiametoxam (250 g
p-c./ha) ou fipronil (125 g p.c./ha), e de H. indica (60
JI/em®) + tiametoxam (250 g p.c./ha) ou fipronil (125 g
p.c./ha); no segundo ensaio com H. indica (60 JI/cm?) +
imidacloprido (250 g p.c./ha) e com Steinernema sp. (60
Jl/em?) + fipronil (65,2 g p.c./ha); e também no terceiro
ensaio com H. indica na dose de 60 JI/cm” + tiametoxam
(250 g p.c./ha), e Steinernema sp. nas trés doses (2,4; 12
e 60 Jl/em®) + tiametoxam (250 g p.c./ha), diferiram
significativamente e superaram a somatdria das
mortalidades obtidas com os nematdides e inseticidas
das respectivas misturas, testados isoladamente nos
respectivos ensaios, o que demonstra um efeito sinérgico
decorrente dessas misturas, seguindo critério adotado
por Benz (1971).

Koppenhofer et al. (2002) avaliaram misturas de H.
bacteriophora e S. glaseri com tiametoxam, no controle
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de larvas de Exomala orientalis (Waterhouse)
(Coleoptera: Scarabaeidae), verificando efeitos também
sinérgicos quando essas misturas foram comparadas aos
nematoides e ao inseticida testados isoladamente. A
associacdo de nematdides entomopatogénicos com o
inseticida imidacloprido ja vem sendo avaliada para o
controle de larvas de escarabeideos, proporcionando
bons resultados de controle e, em muitos casos,
apresentando efeitos sinérgicos na mortalidade dos
insetos (Koppenhofer & Kaya, 1998; Koppenhofer et al.,
2000; Koppenhofer et al., 2003). Comentario

A mistura de H. indica com fipronil proporcionou
um efeito sinérgico na mortalidade do inseto, porém esse
efeito ocorreu somente no primeiro ensaio quando o
inseticida foi avaliado na dose de 125 g p.c./ha, bastante
acima da dose usada no segundo e terceiro ensaio (62,5
g p.c./ha). Isso sugere que a dose do inseticida pode
interferir no efeito da combina¢do nematdide-inseticida.
No segundo ensaio ocorreu um efeito sinérgico na
mistura de H. indica com imidacloprido, mas ndo na
mistura de Steinernema sp. com esse inseticida, sendo
que no terceiro ensaio, ocorreu um efeito sinérgico
resultante da mistura de H. indica com fipronil somente
na dose de 60 JI/cm® do nematoide, e das misturas de
Steinernema sp. nas trés doses com tiametoxam.
Portanto, esses ensaios sugerem que a espécie e dose do
nematdide também podem interferir no efeito da
combinac¢do nematodide-inseticida.

Nishimatsu & Jackson (1998) também verificaram
que a dose do inseticida, além da dose e espécie do
nematdide, podem determinar o efeito da combinagdo
nematoide-inseticida. Koppenhofer et al. (2002)
verificaram que o hospedeiro também determina o efeito
da associacdo entre nematodides e inseticidas quimicos
quando constataram dois efeitos opostos da associagdo
H. bacteriophora + tiametoxam contra larvas de duas
espécies de insetos coledpteras: (1) efeito sinérgico
contra E. orientalis ¢ (2) efeito antagbnico contra
Maladera castanea (Arrow).

Diversos fatores ou combinag¢des de fatores té€m
sido relatados como possiveis causas dos efeitos de
sinergismo obtidos com misturas de nematoides mais
inseticidas, estando estes fatores geralmente mais
associados aos efeitos que os inseticidas causam no
inseto, do que aqueles provocados pelo nematdide. Em
teste com larvas do escarabeideo Cyclocephala sp., o
sinergismo obtido com a mistura de H. bacteriophora +
imidacloprido foi causado por mudangas no
comportamento do inseto quando afetado pelo
inseticida, deixando de limpar a cuticula ou mandibula,
como geralmente faz para eliminar ou remover
nematoides e outros inimigos naturais (Gaugler et al.
1994). Em teste com larvas do crisomelideo Diabrotica
sp., a maior eficicia da combinacdo nematoide-
inseticida pode ser devido aos efeitos que o inseticida
causa no inseto, como paralizacdio e convulsdo,
tornando-o um alvo mais facil e suscetivel ao nematoide.
Além disso, o aumento da atividade metabolica e a
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redugdo nos movimentos direcionais do inseto resultam
em um aumento na concentracdo de CO, ao seu redor, o
qual ¢ utilizado por nematdides entomopatogénicos para
a localizagdo do hospedeiro (Nishimatsu & Jackson
1998). Os efeitos de sinergismo obtidos nas
combinagdes nematodide-inseticida também podem ser
provocados pelos efeitos de estresse que o inseticida
causa no inseto, afetando a sua fisiologia e seus
mecanismos de defesa humoral, e conseqiientemente,
tornando-o mais suscetivel as infec¢des por nematdides
(Cui et al. 1993; Wang et al. 1994). O aumento na
eficacia da combina¢do nematodide-inseticida também
pode ser devido a um aumento na movimentacdo e na
atividade de nictacdo do nematdide, conforme tem sido

Tavares et al.

observado para o nematdide S. carpocapsae (Ishibashi &
Takii 1993).

H. indica e Steinernema sp. se reproduziram dentro
dos adultos de S. levis infectados no terceiro ensaio,
sendo que os numeros de juvenis infectivos emergidos
por adulto do inseto (Video 1) (Tabela 2) foram
ligeiramente superiores nos tratamentos com 0s
nematdides testados isoladamente, de 39.595 para o H.
indica e 8.297 para o Steinernema sp., porém sem diferir
significativamente =~ comparados  aos  tratamentos
envolvendo os mesmos nematdides misturados aos
inseticidas fipronil (38.170 e 5.185, respectivamente) e
tiametoxam (H=25,774; gl= 5; P=0,010). Isso demonstra
que os inseticidas testados nao afetam a viabilidade e a
reprodugdo dos nematdides.

Tabela 2. Numero de juvenis infectivos dos nematdides Steinernema sp. IBCB n-6 e Heterorhabditis indica IBCB n-5
produzidos por adulto de Sphenophorus levis (T=25 + 1°C, UR=70 + 10% e fotofase de 12 horas).

Nematoide ou/Nematoide + Numero de adultos ~ Média de JIs produzidos por Mix. ' Min. '
combinagdo utilizados adulto

Steinernema 5 8297.4 AB 10556 4667

Steinernema+fipronil 3 5185,3 A 7336 2558

Steinernema+thiamethoxam 7 6865,7 A 11236 1259

H. indica 7 39595,42 B 65695 17556

H. indica+fipronil 8 38170,5 B 58964 14566

H. indica+thiamethoxam 6 32825,83 AB 61223 10287

(") Valor maximo e minimo. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis (P < 0,05).

O nematdide H. indica gerou uma maior produgio
de juvenis infectivos por adulto do inseto, quando
comparado ao Steinernema sp. A menor produgdo de
juvenis infectivos para o Steinernema sp. deve-se ao
maior tamanho desse nematoide comparado ao H. indica
(médias de 1.049,9 um e 578,9 um, respectivamente), o
que resulta em limitagdes de espaco e alimento no
hospedeiro, acarretando na geragdo de um menor
numero de descendentes (Leite et al. 2003). A produgao
desses nematdides em adultos de S. levis pode ser
considerada baixa se comparada a produgdo obtida em
outros hospedeiros, podendo alcangar 200.000 JIs/inseto
usando larvas de G. mellonella (Dutky et al. 1964),
porém quando comparamos com a forma larval de S.
levis, ndo ha grande diferenca na quantidade de
nematdide produzido por inseto (média de 48.602
individuos de H. indica e 8.952 de Steinernema sp.)
(Tavares et al. 2007). Em geral, os adultos demonstram
ser uma importante fonte de indculo, o que serviria de
fonte para reciclagem e persisténcia desses agentes no
campo (Kaya 1990).

Avaliagdo de Heterorhabditis indica IBCB n-5 e
Steinernema sp. IBCB n-6 em Combinagdo com
Tiametoxam, contra Larvas de Sphenophorus levis.
No ensaio com larvas de S. levis, avaliando a
combinagdo de H. indica e Steinernema sp. (dose de 12
JI/cm?) com thiamethoxam em subdose (250 g p.c./ha),
os nematoides testados isoladamente ou em mistura com
o inseticida proporcionaram niveis de mortalidade do

Sociedade Entomolégica do Brasil

inseto entre 75% a 87,5%, sem diferenca significativa
entre esses tratamentos (F=7,837; gl=5; P=0,839).

Portanto, esse estudo indica ndo haver nenhuma
contribui¢do das misturas para o incremento na
mortalidade de larvas do inseto (Fig. 4), sendo um dos
motivos provaveis, o fato das larvas ficarem alojadas
dentro dos canais construidos no rizoma da planta, onde
apenas os nematdides podem alcangé-las, ficando
protegidas da acdo conjunta nematdide-inseticida.

Este estudo é o primeiro a avaliar o efeito da
combinagdo dos nematdides Steinernema sp IBCB-n6 e
H. indica IBCB n-5 com os inseticidas fipronil,
tiametoxam e imidacloprido, na mortalidade de larvas e
adultos do bicudo da cana-de-acucar, S. levis. O estudo
sugere que o nematoide Steinernema sp. (IBCB n-6) é o
mais adequado para testes de campo no controle de
larvas e adultos de S. levis, podendo ser avaliado em
combinagdes com os inseticidas quimicos fipronil e
tiametoxam, na dose de 2,4 JI/cm®, ja que ndo houve
diferenca significativa entre as doses, sendo essa a mais
economica. Essa dose também apresentou bons
resultados contra larvas do inseto, em testes realizados
em laboratorio e casa de vegetagdo (Tavares et al. 2007).
Considerando-se que o nematoide deve ser aplicado na
faixa de 30 cm de largura em cada lado da linha de
plantio de cana-de-agicar, e que o espagamento entre
linhas é de 150 cm, a dose de 2,4 JI/cm® pode equivaler
a uma dose de 1 x 10® JI/ha. Essa dose equivalente por
hectare ¢ menor que a dose recomendada para o controle
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dos gorgulhos da raiz do citros com H. indica, na
Flérida, EUA (McCoy et al. 2002), sendo bastante
inferior comparada as doses recomendadas para varios

outros nematoides, no controle de outras espécies de
insetos, as quais podem chegar a 2,4 x 10° JI/ha (Georgis
1990).

O Testemunha B Tiametoxam (T) M Heterorhabditisindica (H) B Steinernema sp. (S)

100

b b
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Tratamentos

Figura 4. Mortalidade de larvas de Sphenophorus levis expostas a combinagdes dos nematodides Heterorhabditis indica
(IBCB-n5) e Steinernema sp. (IBCB-n6), na dose de 12 JI/cm?, com o inseticida thiamethoxam (250 g p.c./ha), em
laboratodrio (T=25 + 1°C, UR=70 £ 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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