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RESUMO

CASTELIANI, Alexsandro. Aspectos comportamentais de Sphenophorus levis
Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) em cana-de-agUcar e ocorréncia natural
de nematoides entomopatogénicos na populacdo do inseto 2019. 50 f. Dissertacdo
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura
e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Inmeros insetos podem atacar a cana-de-agUcar, havendo destaque para aqueles
conhecidos como pragas de solo que se alimentam do sistema radicular, especialmente
para o bicudo da cana, Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae). No
controle do bicudo, tem sido recomendadas algumas medidas, porém insuficientes para
evitar as ressurgéncias do inseto. Uma medida que pode ser incluida no manejo
populacional da praga refere-se ao controle biologico pelo uso de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Heterorhabditis e Steinernema. NEPs vém sendo
testados em campo no periodo de chuva, quando a populacdo de adultos é maior,
proporcionando ganhos de até 17 t de cana/ha. No periodo da seca, NEPs poderiam ser
aplicados juntamente com a vinhaca ou a &gua residuéria visando o controle de larvas e
pupas. Entretanto, ndo esté claro se esse inseto deixa abertura no rizoma, que permita a
entrada dos NEPs e alcance dos insetos na fase de larva e pupa. Além disso, ndo existem
dados sobre a ocorréncia natural de NEPs na populacdo de larvas e pupas do bicudo
presentes em cana, e qual a perda na producao esse inseto pode causar na cultura da cana-
de-acucar. Assim, esse estudo teve 0s seguintes objetivos: estudar 0s aspectos
comportamentais de S. levis e determinar os niveis de danos causados pelo inseto para
plantas de cana-de-agUcar; avaliar a ocorréncia natural de nematoides entomopatogénicos
na populacdo do inseto. Todos os rizomas atacados pelo bicudo tinham pelo menos um
orificio externo ligado a galeria interna no rizoma, indicando ser abertura deixada pelo
inseto para sua entrada como larva ou saida como adulto. Os orificios menores estiveram
presentes em rizomas contendo o inseto na fase larval, indicando ser deixado pelo adulto
na oviposicao ou pela larva apés a sua eclosdo. Orificios maiores foram encontrados em
todos os rizomas contendo pupa e adultos recém emergidos do inseto, respectivamente,
sugerindo terem sido realizados pelas larvas antes de empuparem para facilitar a saida
dos adultos; mais de 90% dos orificios foram realizados abaixo da superficie do solo. Os
danos causados pelo bicudo nos rizomas das touceiras apresentaram uma correlagéo
positiva com o diametro e comprimento desta parte da planta; Porém uma correlagdo
negativa com o peso dos seus colmos e com o nimero de brotos emitidos pelos seus
rizomas apos a colheita. Nematoides entomopatogénicos podem penetrar nos orificios
deixados pelo bicudo nos rizomas da cana, e alcancgar as fases imaturas e adultos recém
emergidos dentro dos rizomas, apresentando-se como importantes inimigos naturais
dessas fases do inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Bicudo da cana-de-agucar, Controle bioldgico, Nivel de dano
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ABSTRACT

CASTELIANI, Alexsandro. Behavioral aspects of Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera Curculionidae) and natural occurrence of entomopathogenic nematodes in
the insect population 2019. 50 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de
Séao Paulo, S&o Paulo, 2019.

Numerous insects can attack sugarcane, with emphasis on those known as soil pests that
feed on the root system, especially for the cane boll weevil, Sphenophorus levis (Vaurie,
1978) (Coleoptera: Curculionidae). In the control of the beetle, some measures have been
recommended, but insufficient to avoid the resurgence of the insect. Another measure that
can be included in the population management of the pest refers to the biological control
by the use of entomopathogenic nematodes (NEPs) of the genera Heterorhabditis and
Steinernema. NEPs have been tested in the field in the rainy season, when the adult
population is larger, providing gains of up to 17 t of cane / ha. During the dry season,
NEPs could be applied together with vinasse or wastewater to control larvae and pupae.
However, it is not clear whether this insect leaves an opening in the rhizome that allows
the entry of NEPs and reach of the insects in these stages of larva and pupa. In addition,
there are no data on the natural occurrence of NEPs in the larval and pupal population of
the boll weevil and what loss of production this insect can cause in the sugarcane crop.
Thus, this study aimed to: - study the behavioral aspects of S. levis and determine the
levels of damage caused by the insect to sugarcane plants; and -valuate the natural
occurrence of entomopathogenic nematodes in the insect population. The present study
has the following conclusions: ¢ All rhizomes attacked by the beetle had at least one
external orifice connected to the internal gallery in the rhizome, indicating that it was left
by the insect to enter as a larva or as an adult; the smaller orifices were present in rhizomes
containing the insect in the larval phase, indicating to be left by the adult in the oviposition
or by the larva after their hatching; larger holes were found in all pupae-containing
rhizomes and newly emerged adults of the insect, respectively, suggesting that they had
been carried out by the larvae before cushioning to facilitate the exit of adults; more than
90% of the holes were made below the surface of the soil; the damage caused by the boll
weevil in the rhizomes of the clumps showed a positive correlation with the diameter and
length of this part of the plant; the damage caused by the boll weevil in the rhizomes of
the clumps showed a negative correlation with the weight of their stems and the number
of shoots emitted by their rhizomes after harvest; entomopathogenic nematodes can
penetrate the holes left by the beetle in the rhizomes of the cane, and reach the immature
and newly emerged adult phases within the rhizomes, presenting themselves as important
natural enemies of these phases of the insect.

KEYWORDS: Sugarcane bite, Biological control, Damage leve
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1. INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) € uma das principais
atividades que impulsionam a economia brasileira. Dentre os estados produtores, S&o
Paulo destaca-se com uma producéo estimada em 330,06 milhdes de toneladas na safra
2018/2019, correspondendo a mais de 54% do total produzido no pais (CONAB, 2018).
Para alcancar esse patamar, grandes investimentos tém sido feitos em tecnologias usadas
no estabelecimento e condugdo da cultura, incluindo estratégias para o manejo integrado
de pragas.

A importancia do besouro Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera:
Curculionidae) como praga de cana-de-acucar foi conhecida em 1977 e a descri¢do da
espécie ocorreu em 1978 (PRECETTI; ARRIGONI, 1990). Os adultos tém hébitos
noturnos e permanecem geralmente abaixo da superficie do solo, sob os torrdes ou restos
vegetais ou entre os perfilho na base da touceira. Quando tocados, simulam estar mortos.
Sao bastante longevos: em condicBes de laboratério, machos e fémeas vivem cerva de
250 dias (PRECETTI; TERAN, 1983; DEGASPARI et al., 1987).

Inimeros insetos herbivoros podem atacar a cana-de-agucar, havendo um destaque
para aquelas conhecidas como pragas de solo que se alimentam do sistema radicular. O
bicudo da cana, Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae), é um
inseto que vem assumindo grande importancia nos ultimos anos, principalmente por estar
se disseminando em areas do estado de S&o Paulo e outros estados onde sua incidéncia
ainda ndo havia sido registrada (ALMEIDA, 2005). Os principais danos do inseto a
cultura ocorrem durante sua fase imatura, quando as larvas broqueiam os internddios
basais subterraneos (geralmente chamados de rizomas) e, algumas vezes, 0s primeiros
entrenos basais, podendo acarretar a morte de 50 a 60% dos perfilhos, perdas na producgéo
de até 30%, e reducdo na longevidade dos canaviais (PRECETTI; ARRIGONI, 1990).
Esse aumento na area infestada pelo bicudo deve-se principalmente ao descuido no
transporte de mudas de uma regido para outra, sendo estimado a sua presenca em mais de
300 mil hectares de cana-de-agucar.

As coOpulas ocorrem em qualquer horario e podem ser multiplas (BARRETO-
TRIANA et al., 2014). Apés o acasalamento, as fémeas perfuram os tecidos sadios do
rizoma, com as mandibulas presentes no apice do rostro e ai, na base da das brotacdes,

abaixo ou ao nivel do solo, inserem o0s ovos até 4 mm no interior dos colmos. Cada fémea
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pde em média 40 ovos, podendo chegar a 70, e 70% deles s@o colocados na primeira
metade do tempo de vida da fémea. De sete a doze dias depois da postura, nascem as
larvas, as quais escavam galerias no interior do rizoma, ao se alimentar. Essas galerias
permanecem cheias de serragem fina, caracteristica do ataque da praga. O periodo larval
médio é de 50 dias, findos os quais se passa a fase pupal, que dura cerca de 10 dias, ainda
no interior dos colmos. A duragéo de pupa é de 12 dias em média (PRECETTI; TERAN,
1983; DEGASPARI et al., 1987). Em condig¢des de laboratério, o ciclo bioldgico se
completa ente 58 e 307 dias, de acordo com Degaspari et al., (1987).

No controle desse inseto, tem sido recomendada a destruicdo mecanica das
soqueiras e restos culturais, proporcionando resultados satisfatrios somente no primeiro
corte da cana. Apos esse periodo, como o rizoma da cana permanece para a proxima safra,
ndo havendo destruicdo das soqueiras, a incidéncia da praga aumenta, sem que haja
mecanismos que possam frear o aumento da populacdo do inseto na area. O controle
quimico pelo uso do fipronil WG 250 g p.c./ha também tem sido recomendado, com
desvantagens no elevado custo do produto, riscos de intoxicagéo e poluicdo ambiental.

Outra medida que pode ser incluida no manejo populacional da praga refere-se ao
controle biologico pelo uso de nematdides entomopatogénicos dos géneros
Heterorhabditis e Steinernema, os quais vém se mostrando bastante efetivos no controle
de diversas espécies de curculionideos, inclusive do género Sphenophorus que se
constitui importante praga nos EUA e Japdo (SMITH, 1994). Esses nematoides possuem
uma relacdo com bactérias simbiontes que causam a morte rapida do inseto hospedeiro.

Ambos os géneros de nematoides tém ciclos de vida semelhantes comegando com
um juvenil infectivo que transporta a bactéria entomopatogénica dentro do seu intestino
e introduz dentro do hemocele de um hospedeiro adequado. Os nematoides e as bactérias
simbiontes agem em conjunto para vencer o sistema imunoldgico do inseto (DOWDS;
PETERS, 2002). Posteriormente, as bactérias se multiplicam na hemocele do inseto, o
inseto € morto e 0 nematoide se propaga alimentando-se das bactérias. Quando o alimento
se esgota, 0 nematoide é induzido para a forma de juvenil infectivo e deixa o cadaver do
inseto se as condicBes externas no solo estiverem favordveis, com umidade adequada
(BROWN; GAUGLER, 1997). Os juvenis infectivos carregam suas bactérias simbiontes
enquanto buscam por um inseto hospedeiro.

Estudos realizados em condi¢6es de campo vém destacando esses nematoides como
agentes potenciais para o controle do bicudo da cana-de-agucar, proporcionando ganhos

de rendimento de até 17 t de cana por hectare. Nesses testes, 0s NEPs tém sido aplicados
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no periodo de chuva quando a populacdo de adultos € maior (LEITE et al., 2012). No
periodo da seca, NEPs poderiam ser aplicados juntamente com a vinhaga ou a agua
residuaria visando o controle de larvas e pupas. Entretanto, ndo esté claro se esse inseto
deixa abertura no rizoma, que permita a entrada dos NEPs e alcance dos insetos nessas
fases de larva e pupa. Além disso, ndo existem dados sobre a ocorréncia natural de NEPs
na populacdo de larvas e pupas do bicudo e qual a perda na producdo esse inseto pode

causar na cultura da cana-de-aguUcar.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Diante do atual cenario, percebe-se claramente a necessidade do desenvolvimento
de novas tecnologias aplicadas ao campo, visando um controle eficaz do besouro
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) em cana-de-agUcar.
Portanto, este trabalho tem como principal objetivo estudar os aspectos comportamentais
de S. levis, determinar os niveis de danos causados pelo inseto em cana-de-agucar e buscar

possiveis nematoides entomopatogénico com potencial para o controle bioldgico.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar os aspectos comportamentais de S.levis no que se refere a locais de

oviposicdo, ocorréncia dos diferentes estagios do inseto no rizoma e saida dos
adultos para 0 ambiente;
e Analisar os niveis de danos causados pelo inseto em cana-de-agucar;

e Avaliar e identificar a ocorréncia natural de nematoides entomopatogénicos na
populacdo do inseto;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importéncia da Cana-de-agUcar

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma planta que pertence a familia
das gramineas (Poaceae), com origem na Asia Meridional (MIRANDA, 2008),
atualmente encontrada em 121 paises (VERMA et al., 2014).

O cultivo de cana-de-agucar e considerado um dos mais importantes no cenario
econémico mundial, devido a grande variedade de produtos e subprodutos, representando
uma importante fonte de recursos para a populacdo através do acgucar, alcool, vinhaca,
melaco e bagaco, podendo estes serem empregados na geracdo de energia elétrica,
producdo de combustiveis, entre outros (GONCALVES, 2008).

A cana-de-acucar é considerada uma planta semi-perene (SCARPARI;
BEAUCLAIR, 2008), com alta eficiéncia fotossintética e grande acimulo de sacarose,
além de facil adaptacdo diante de diferentes condicdes de intensidade luminosa e
temperatura (SEGATO et al., 2006; ALMEIDA et al., 2016).

As plantas de cana-de-acUcar apresentam o habito de perfilhar, sendo este
perfilhamento uma caracteristica muito significativa para a sua produtividade, pois este
define a capacidade de rebrota, através da formacdo de gemas nos colmos cortados,
originando assim uma nova planta (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008) e facilitando seu
processo de restabelecimento em campo.

O ciclo da cana-de-agucar normalmente € de cinco anos, sendo que apés plantio,
o rebrote é cultivado e colhido anualmente enquanto sua produtividade demonstre ser
economicamente viavel, sendo entdo realizada a renovacdo (SCARPARI; BEAUCLAIR,
2008).

O primeiro plantio do canavial recebe o nome de cana-planta, sendo assim
denominado até o momento do primeiro corte, que apos a realizacdo deste, passa a ser
chamado como cana-soca até completar o ciclo de sucessivos cortes anuais
(BOLONHEZI; PEREIRA, 1999).

Como o Brasil apresenta condigdes climéticas favoraveis, a cana foi trazida ao
pais na primeira metade do século XVI, sendo assim cultivada desde a época da
colonizacdo, se tornando um dos principais produtos agricolas do pais (ROS, 2004).
Atualmente, o Brasil € o principal produtor de cana-de-agucar e seus derivados (VERMA
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et.al, 2014). As maiores areas de cultivo se concentram nas regides Sudeste, Centro-oeste
e Nordeste respectivamente.

De acordo com a CONAB (2018), a producédo de cana-de-agUcar prevista para a
safra de 2018/2019 devera apresentar uma reducao de 2,8% em relacdo a safra anterior,
com uma estimativa de producdo de 615,54 milhdes de toneladas, sendo que na safra
2017/2018 foram obtidos 633,26 milhdes. Tal reducdo é efeito direto das condigdes
climéticas adversas enfrentadas nas diferentes areas de cultivo em todo o pais, como altas
temperaturas que aceleraram a maturacdo do colmo acarretando baixo crescimento e falta
de peso dos mesmos. Além disso, ocorreu uma diminuicéo das areas de cultivo devido a
introducdo da colheita mecanizada e devolugédo de terras arrendadas, principalmente na
regido Sudeste, contribuindo assim com a reducdo da producdo de cana-de-aglcar para
este ano.

A cana produzida no Brasil tem como principal destinacdo a fabricacdo de acUcar
e alcool (etanol), sendo o setor sucro-alcooleiro uma das principais atividades do
agronegdcio brasileiro, além de ser referéncia para os demais paises produtores de agUcar
e alcool. O Brasil é responsavel pelo abastecimento de mais de 40% do mercado mundial
de alcool, sendo considerado o maior programa de combustivel renovavel do planeta
(CICERO et al., 2009).

De modo a abastecer o0 mercado mundial e nacional, o Brasil realiza o plantio da
cana-de-acUcar normalmente em trés épocas, o que resulta em areas de cultivo com cana-
planta de12 meses, cana-planta de 18 meses e a cana de inverno que é realizada de acordo
com a disponibilidade de irrigacdo; sendo todas estas escolhidas de acordo com as
caracteristicas da variedade a ser utilizada (MIRANDA, 2008). De acordo com a escolha
da variedade, técnicas empregadas no manejo do solo e irrigacdo, e as condicdes
climaticas da regido, normalmente é possivel se obter de trés a seis colheitas consecutivas
(BOLONHEZI; PEREIRA, 1999).

Nos ultimos anos, o cultivo de cana-de-aglcar realizado no estado de S&o Paulo
tem passado por mudancas nas técnicas empregadas no momento da colheita, deixando
de ser realizada a queima e passando a ser retirada do campo a cana crua. Tal mudanca
estd ocorrendo devido a lei estadual n® 11.241/2002 que proibe a queima do canavial pré-
colheita, contribuindo assim para a diminui¢do da emissdo de poluentes prejudiciais a
satde humana e ao meio ambiente (RIBEIRO; FICARELLI, 2010), desta maneira, grande
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parte da colheita tem sido realizado de maneira mecanizada em diferentes regides do

estado.

O cultivo de cana-de-acucar é uma das principais atividades que impulsionam a
economia brasileira, e para alcancar esse patamar, grandes investimentos tém sido
empregados no uso de tecnologias para o estabelecimento e condugdo da cultura,
principalmente diante da alta necessidade do mercado mundial por produtos e
subprodutos proveniente da cana (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).

Entretanto, nos Gltimos anos, o Brasil vem enfrentando diversos fatores que tém
afetado a produtividade ao final das safras, sendo um dos mais impactantes a ocorréncia
de diferentes pragas agricolas, que ao se estabelecerem no campo comprometem indices
quantitativos como TCH (Tonelada de Cana por Hectare) e indices qualitativos como
ATR (Acucar Total Recuperado) (ALMEIDA, 2005). Ainda de acordo com o autor, o
aumento das areas de cultivo tem favorecido o estabelecimento de pragas, pois ocorre

uma maior disponibilidade de alimentos para os diferentes organismos.

Além disso, a ndo realizacdo da queima na pré-colheita resulta na permanéncia de
restos culturais no campo, como por exemplo a palhada, criando assim, um ambiente
propicio para o aumento e estabelecimento de diferentes populac@es de pragas de solo
(DINARDO-MIRANDA; FRACASSO, 2013), pois estas se abrigam e multiplicam sob a
palhada (MUNDIM et al., 2009). De acordo com Dinardo-Miranda (2008), as pragas de
solo sdo consideradas as de mais dificil controle, pois sdo encontradas protegidas por
camadas de solo ou até mesmo no interior das plantas, tornando dificil sua observacdo
em campo e a aplicacdo de medidas de controle, sendo assim um grupo de pragas que

requer atencéo.

3.2 Sphenophorus levis

Amplamente distribuido em diferentes continentes, o género Sphenophorus
engloba varias espécies responsaveis por atacarem varias culturas de importancia
econbmica, especialmente do grupo das gramineas. Originario da América do Norte, onde
apresenta setenta e cinco espécies, 0 género esta inserido dentro da ordem dos
coleopteros, que se apresenta como a maior e mais diversificada da Classe Insecta com
357.899 espécies descritas, que correspondem aproximadamente a 70% desses
organismos (LAWRENCE; BRITTON 1991, 1994).
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O enorme sucesso na diversidade de espécies se da, segundo diversos autores,
devido as asas do tipo élitro, que permitiu que esses insetos explorassem diverssos nichos
ecoldgicos e apresenta alimentacao diversa (DALY et. al., 1998).

Com mais de 65.000 espécies descritas divididas em 4.500 géneros, oS
Curculionidae, familia a qual pertence S. levis € a mais diversificada. Na América Central
e América do Sul possuem cerca de 9.046 espécies divididas em 1.010 géneros. No Brasil,
este nimero sofre uma reducdo para 5.041 espécies divididas em 648 géneros
(LAWRENCE; BRITTON 1991, 1994).

3.3 Distribuicéo geografica e dispersao.

Um dos maiores desafios do setor sucroenergético € a mudanca na dinamica de
producdo de cultivo em relagdo a ocorréncia de pragas e doengas. Aproximadamente 80
pragas ja sdo descritas para cultura da cana-de-agucar, com destaque para o Sphenophorus
levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) (GALLO et al., 1978) popularmente
chamado de bicudo da cana-de-acUcar.

Encontrado no Brasil, Paraguai e norte da Argentina (ZARBIN et al., 2003), é
uma das mais importantes pragas no Brasil, que pode provocar perdas de até 33% na
produtividade da safra (Dinardo-Miranda; Fracasso, 2010). Segundo GALLO et al,
(1978), a presenca de S. levis ja havia sido registrada em mais de 40 municipios do estado
de Séo Paulo. Estudos conduzidos por Stingel et al. (2010) em canaviais de diversas
usinas paulistas, indicaram que a presenca do bicudo em 124 municipios do estado de Sao
Paulo, ou seja, a area de maior producdo de cana-de-agucar do pais ocorre nas areas
infestadas pela praga, além disso, estimou-se que no ano de 2014 a ocorréncia da praga
tenha se expandido para mais 60 municipios.

Apesar da vasta distribuicdo pela América Latina, incluindo os estados de S&o
Paulo, Parand (PRECETTI; ARIGONI, 1990), Santa Catarina e Minas Gerais
(GIOMETTI et al., 2011) e mais recentemente Mato Grosso do Sul (MORAES; AVILA,
2013), Mato Grosso e Goias (GARCIA, 2013), este inseto ndo apresenta uma dispersédo
motora a longas distancias pois sua capacidade de voo é baixa e pouco comum, sendo
seu deslocamento realizado somente por caminhamento (PRECETTI; ARRIGONI,
1990).

Segundo Precetti e Teran (1983), a dispersdo do inseto é de aproximadamente 3 a
5 m por dia, tanto para macho quanto para fémea. Tais relatos comprovam que a maior

distancia percorrida e entre talhdes vizinhos, indicando que para distribuicdo geografica
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em larga escala, o transporte de mudas juntamente com as formas bioldgicas da praga, é
de grande relevancia pois, segundo Dinardo-Miranda (2000), os insetos podem ser
transportados dentro de colmos e depositados no solo, quando o corte e formagéo de
galerias nos primeiro internddios basais. Ainda segundo a autora um fator importante para
o controle e diminuicdo dos problemas fitossanitarios da cultura, seria a sanidade dentro

dos viveiros de mudas pré-brotadas.

3.4 Bioecologia e Flutuacéo populacional

Para Degaspari et al. (1987), o ciclo bioldgico de S. levis varia de 58 a 307 dias,
com média de 173,4 dias em condi¢cdes de laboratério. Entre machos e fémeas a
longevidade pode chegar da 247 e 249 dias respectivamente apresentando até 5 geracGes
em 12 meses. A fémea do inseto realiza postura dos ovos na parte interna do rizoma
através de um orificio feito com o auxilio do rostro, ovipositando em torno de 60 a 70
ovos ao longo do ciclo biolégico (PRECETTI; TERAN, 1983).

Os ovos possuem uma coloragdo branco-leitosa no momento da postura e quando

estdo préximos a eclosdo das larvas tornam-se amarelo-escuros. O periodo de incubacédo
esta entre 7 e 12 dias (DEGASPARI et al., 1987; PRECETTI; ARIGONI, 1990) (Figura
1).

Figura 1. Ovos de Sphenophorus levis. (A) Ovo no momento da postura. (B) Ovo com 8 dias de incubagdo
(C) Ovo proximo a eclosdo da larva. Fonte: Elaborado pelo autor.

A larva apresenta um periodo de 30 a 60 dias, com aspecto branco leitoso ao
eclodir e amarelado com o seu desenvolvimento, cabeca castanho avermelhada, apoda e

enrugada, apresenta mancha marrom no primeiro segmento toraxico, possui mandibulas
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desenvolvidas e se locomove apoiando nas galerias abertas para se alimentar. Proximo da
fase de pupa, a larva amplia a galeria e prepara uma camara pupal, interrompe seus
movimentos e a alimentacdo (DEGASPARI et al., 1987) Figura 2.

500 pm

Figura 2. Larvas de Sphenophorus levis. (A) Larva com cinco dias eclodida. (B) Larva dentro de galeria
no rizoma preparando a camara pupal (C) Larva ressecada. Fonte: Elaborado pelo autor.

No estagio pupal, logo apds sua formacdo, a coloracdo é branco-leitosa e torna-se
castanha a medida que se aproxima da emergéncia do adulto, quando adquire uma
coloragdo castanha, podendo ser encontrada em um casulo friavel feito com serragem

fina. Em condicGes de laboratorio, o periodo pupal de S. levis pode ter uma duracéo de 5

a 13 dias, com média de 10,5 dias (DEGASPARI et al., 1987), Figura 3.

o =

Figura 3. Pupa de Sphenophorus levis. (A) Pupa escura ventral. (B) Pupa clara lateral.(C) Pupa clara
ventral. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os adultos de S. levis apresentam dois picos populacionais no ano, um entre 0s
meses de fevereiro e marco, e outro entre os meses de outubro e novembro. Medem de
12 a 15 mm, possuem colora¢do marrom escuro com manchas pretas sobre o dorso e com
a face ventral preta. Porem com habito noturno, sdo pouco ageis e quando tocados,

simulam estar mortos (tanatose). Apresentam dimorfismo sexual caracterizado pela
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diferenca de tamanho corporal e do rostro. Além de menor, os machos possuem a regiao
ventral mais pilosa do que a das fémeas (PRECETTI; TERAN, 1983).

Em campo, os adultos se encontram abaixo do nivel do solo, podendo também
permanecer nos restos vegetais ou entre os perfilhos na base da touceira; tém preferéncia
por solos claros, argilosos e com boa umidade (PINTO; et.al, 2016) Figura 4.

Em relacéo a dispersdo no campo, o adulto tem capacidade restrita de voo e pouco
comum, apresentando um voo irregular, basicamente o seu deslocamento é realizado por
caminhamentos. O deslocamento do macho pode chegar a 3 metros por dia e a fémea até
5 metros por dia, com capacidade de infestar 167,4 ha/ano (PRECETTI; TERAN, 1983)

Figura 4. Adulto de Sphenophorus levis. (Al) ventral fémea. (A2)Ventral macho (B) Fémea e macho.(C)
Formato do pigidio fémea. (D) Formato do pigidio macho. Fonte: Elaborado pelo autor.

O ciclo biolégico mostra um periodo de incubacdo dos ovos entre 7 e 12 dias até
aecloséo da larva, a partir do qual passa a se alimentar formando galerias para locomocao,
permanecendo no colmo em média 50 dias, dependendo da variacdo de temperatura e
umidade, ja que as mesmas apresentam grande sensibilidade a essas variagdes
(DEGASPARI et al., 1987), Figura 5.
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Figura 5. Ciclo biologico de Sphenophorus levis.;
Fonte: Elaborado pelo autor
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3.5 Monitoramento e medidas de controle

Para o levantamento populacional de larvas, pupas e adultos em uma area com
ocorréncia da praga, utilizam-se trincheiras de 50 cm? em dois pontos por hectare
(ALMEIDA; STINGEL, 2008). O uso de iscas toxicas, confeccionadas com toletes de
cana de 30 cm, rachados ao meio e imersos por 24 horas em solugdo de inseticida,
distribuindo 100 iscas/ha, pode ser empregado para controle de adultos (DEGASPARI et
al., 1987; PRECETTI; ARRIGONI, 1990). Porém, devido ao alto custo relacionado a méo
de obra as iscas toxicas com inseticida, muito utilizadas nas décadas de 80 e 90, deixaram
de ser usadas e atualmente essa técnica tem sido substituida pelo uso de toletes sem

inseticida e empregado para monitoramento da praga (PAVLU, 2012).

Para o controle do inseto algumas medidas séo adotadas, como a destruigéo
mecanica da soqueira na época apropriada; a manutencdo da area livre de vegetacdo
hospedeira por um periodo prolongado; e o plantio com aplicacao de inseticida registrado
(DINARDO-MIRANDA, 2005; DINARDO MIRANDA, 2014). O aumento de novos
registros de areas infestadas, apesar de todas as medidas adotadas, é visivel a dificuldade
de controle desse inseto, 0 que demostra a importancia de pesquisas na busca das
alternativas mais eficazes (LEITE et al., 2006). A destruicdo mecanica da soqueira é o
método mais utilizado, medida j& adotada e relatada por Precetti e Arrigoni (1990), tal
pratica é utilizada em &reas destinadas a reforma do canavial, com histdrico de infestacéo,
e a sua finalidade é destruir larvas e pupas presentes no solo, expor a seus predadores, e

causar o secamento dos rizomas.

Apesar do alto custo da operagdo e aumento do risco de erosdo do solo, esta tatica
de controle é de grande eficiéncia na reducdo populacional da praga, e deve ser usada
sempre que possivel (DINARDO-MIRANDA, 2014). O uso de mudas sadias, a rotacdo
de culturas, evitando gramineas e em especial milho, manutencéo da area livre de plantas
hospedeiras e a realizacdo do plantio tardio - ciclo de cana de ano e meio, também sdo
recomendadas (BARRETO-TRIANA, 2009).

O controle biolégico com nematoides entomopatogénicos (GIOMETT]I, 2009) e
fungos (BADILLA; ALVES, 1991) se mostra promissor, mas ainda Sdo necessarias

pesquisas que demonstrem resultados de campo eficazes.
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3.6 Uso de nematoides entomopatogénicos

A fim de se reduzir ou mesmo controlar as populacGes de S. levis em campo, a
busca por novas alternativas que proporcionem um controle mais efetivo se faz necessario
diante das atuais medidas de controle utilizadas que ndo apresentam resultados

favoraveis.

O termo entomopatogénico pode ser definido como a capacidade de matar ou
causar patogenia em insetos, sendo constantemente descrito para organismos que liberam
toxinas e outras substancias com potencial inseticida, sendo que os fungos sdo as formas
de vida mais estudadas e aplicadas atualmente em diferentes condi¢Ges de campo por
apresentarem a producéo de diferentes compostos de interesse (ORTIZ-URQUIZA et al.,
2010). Entretanto, o uso de nematoides entomopatogénicos (NEPs) apresenta-se como
uma alternativa viavel e promissora devido ao conjunto de atributos e habitos peculiares

apresentados por estes organismos.

Os Neps séo encontrados no solo e possuem a capacidade de infectar diferentes
pragas, sendo considerados parasitas obrigatorios de insetos, especialmente os que
realizam parte do seu ciclo no solo (DOLINSKI, 2006), sendo 0s géneros Steinernema e
Heterorhabditis os mais encontrados no solo provenientes de diferentes regides ao redor
do mundo (HOMINICK, 2002).

No solo, sdo encontrados na fase de juvenis infectivos (JI), sendo esta forma a
responsavel pela busca e infec¢do do hospedeiro (GLAZER, 2002). Os NEPs sdo atraidos
pelas atividades fisioldgicas do hospedeiro, como por exemplo, a respiracdo, devido as
diferencas de CO? (ZUCKERMAN, JANSSON, 1984; GAUGLER et al., 1989). Apds
localizar o hospedeiro, os nematoides invadem o corpo do inseto através de aberturas
naturais, ou até mesmo pelo rompimento da cuticula, caracteristico para determinados

géneros, alcancando assim a hemocele (FERRAZ, 1998).

Estas formas biologicas (JI), carregam em seu trato digestério, bactérias altamente
patogénicas a insetos, do género Photorhabdus e Xenorhabdus, sendo estas especificas
para cada espécie de nematoide, indicando uma associacdo mutualistica. Apds a
penetracdo do juvenil infectivo no hospedeiro, 0 mesmo libera as bactérias na hemocele
e estas bacterias por sua vez, se multiplicam e colonizam rapidamente o interior do inseto,

causando septicemia devido a producdo de metabolitos secundarios, apds um periodo de
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24 a 48 horas (POINAR, 1990). Os JlIs entdo passam a se alimentar dos tecidos do
hospedeiro e da bactéria, desenvolvendo-se em adultos no interior do inseto e passando
por uma ou mais gera¢Oes, dependendo do tamanho do hospedeiro. Apds esgotar 0s
nutrientes, os nematoides emergem do cadaver como juvenis infectivos para a procura de

novos insetos hospedeiros (FERRAZ, 1998), conforme figura 6.

Senernema - Xevorhabalus Heverorkabdins - Phatarfabdus
Juvenil infectivo

A reprodocio depende de pelo
menos um macho « wma femes
(AmGeatioos)

Liveracio da baciénia

Blocomversdo dos
tecidos e reproduogio

Jos pemaiaides
faasst :;{_'““.',' .

Literagio dos Jis no ambieate Liberag3o dos JTs 20 amidiente

Figura 6. Ciclo de vida de nematoides entomopatogénicos, associados a bactérias simbiontes.
Fonte: (HINCHLIFFE et al., 2010).
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Sendo assim, as bactérias sdo as principais responsaveis pela morte do inseto.
Nematoides que apresentam poucas bactérias no interior de seu intestino, ou até mesmo
ndo apresentam, sdo muitissimas vezes menos eficientes para ocasionar a morte do seu
hospedeiro (HAN ; EHLERS, 2000), indicando assim a importancia deste mutualismo
para o sucesso do parasita, sendo desta forma capazes de infectar diferentes ordens de

insetos e até artropodes de outras classes, como carrapatos (MONTEIRO et al., 2010).

Diferentes trabalhos ja apresentam resultados positivos quanto a utilizacdo de
diferentes espécies de nematoides, visando o controle de pragas como: larvas do
curculionideo Diaprepes abbreviatus L., 1758, (MCCOY et al., 2000; SHAPIRO-ILAN;
MCCOQY, 2000) e Sphenophorus spp. (SMITH, 1994; SHAPIRO-ILAN et al., 2002). No
Brasil jA foram descritos os efeitos sobre a broca-do-algodoeiro (Eutinobothrus
brasiliensis), (POINAR, 1979) e formas bioldgicas do bicudo-da-cana (Sphenophorus
levis), (TAVARES et al. 2009; LEITE et al. 2005). Atualmente, diferentes grupos de
pesquisa tém se empenhado em encontrar nematoides entomopatogénicos com potencial

para utilizacdo na agricultura (LEITE et al., 2005).

Outra caracteristica que tem apresentado grande interesse na utilizacdo destes
organismos, é a possibilidade de uso dos nematoides junto a maioria dos produtos
quimicos aplicados em diferentes areas de cultivo, apresentando efeitos sinérgicos na
mortalidade de insetos. Foi possivel observar que uma mistura contendo Steinernema sp.
com uma concentracdo de 60 Jl/cm?2 acrescido de 62,59 p.c/ha de fipronil visando o
controle de adultos de S. levis, apresentou uma taxa de mortalidade igual a 76.6%, sendo
estes valores maiores do que os observados quando testados separadamente (TAVARES
etal., 2009).

Tais resultados tém despertado o interesse da comunidade cientifica para a
utilizacdo de nematoides entomopatogénicos como agentes de controle biolégico de
diferentes pragas de solo, principalmente aquelas cujo estagios larvais ocorram no solo
(ALMEIDA et al., 2016). A aplicacéo destes organismos pode apresentar resultados mais
favoraveis quanto ao controle de diferentes pragas e colaborar com a reducéo do uo de
agrotoxicos. No entanto, a producdo de nematoides ainda é considerada de alto custo o
gue pode ainda restringir o seu uso a culturas de alto valor comercial (GAUGLER et al.,
1989), indicando que sdo necessarios mais estudos com este agente de biocontrole, de

modo a tornar este método de controle acessivel a todos.
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Outro ponto favoravel para o emprego de nematoides no controle de pragas do
solo € o baixo impacto ecologico que estes podem apresentar, quando comparado com o
uso de inseticidas quimicos, pois devido a baixa mobilidade dos juvenis infectivos os
possiveis impactos negativos ficam limitados a area tratada e dependentes da presenca de

insetos para continuidade do seu ciclo reprodutivo (ALMEIDA et al., 2016).

Diante destas consideracdes, a identificacdo e caracterizagdo de nematoides de
ocorréncia natural provenientes das areas de interesse pode se apresentar Como promissor
devido ao emprego de espécies nativas, favorecendo assim seu potencial de biocontrole e
com baixo impacto ecoldgico sobre a area a ser tratada (TAVARES et al. 2009; LEITE
et al. 2005).

4. MATERIAL E METODO

Para o presente estudo, dois experimentos foram realizados de modo a estudar 0s
aspectos comportamentais de S. levis; determinar os niveis de danos causados pelo inseto
em plantas de cana-de-acucar; e avaliar a ocorréncia natural de nematoides

entomopatogénicos na populacéo de insetos obtidos em areas de cultivo.

4.1 Avaliacéo de ocorréncia de Sphenophorus levis em areas de cultivo de cana-de-
acucar

A fim de determinar a presenca de S. levis na area de estudo, duas vezes por
semana por um periodo de nove meses, foram distribuidas 20 iscas formadas por colmo
de cana com 30 cm cortados longitudinalmente, sendo cada isca constituida de 2 metades
do colmo, colocadas na base das touceiras com a face cortada voltada para o solo e
cobertas com palha. As iscas eram mantidas no campo por 3-5 dias, posteriormente, 0s
insetos eram coletados e levados para o Laboratorio de Controle Biolégico, localizado no
Centro Avangado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal (CAPSA)em
Campinas- SP, estes eram posteriormente contados, determinado o sexo e mantidos em
frascos a 25°C e alimentados por colmos de cana-de-aglcar que eram trocados a cada trés

dias ficando assim disponiveis para possiveis testes.
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4.2 Aspectos comportamentais de Sphenophorus levis e danos causados a cana-de-
agucar

O estudo foi realizado em uma area de 10 ha cultivada com cana variedade CTC 4
no segundo/terceiro corte, pertencente a Usina Abengoa Bioenergia, Sdo Jodo da Boa
Vista, SP, com o objetivo de conhecer os aspectos comportamentais de Sphenophorus
levis e os danos causados a cana-de-agucar. Os aspectos comportamentais e o dano
causado pelo inseto foram determinados por meio de observagdes e avaliagOes regulares
das plantas de cana-de-acUcar, coletadas ao longo dos 56 dias finais antes da colheita da
cana (05 de junho a 30 de julho de 2018), e ao longo dos 35 dias iniciais pds-colheita (15
de agosto a 19 de setembro de 2018).

Antes da colheita, foram realizadas 12 coletas e em cada coleta foram retiradas
aleatoriamente 6 touceiras distanciadas em 15-25 m uma da outra. As touceiras foram
colocadas em sacos plasticos de 100 litros e transportadas ao laboratoério para avaliacao.
No momento da coleta, a parte apical das plantas era desprezada no ponto de ligacdo do
ultimo internédio com a folha cartucho da cana-de-aguUcar.

No laboratério, os colmos foram separados dos rizomas, sendo cortados 2 cm acima
do nivel da superficie do solo. Antes de serem cortados, 0s colmos e seus respectivos
rizomas foram envoltos por fita crepe e marcados com ndmeros iguais para identificacao
e correlacdo. Os colmos foram entdo pesados individualmente.

Posteriormente, o rizoma de cada touceira foi lavado para eliminacdo de todo o
residuo de solo e matéria organica, e as radicelas foram cortadas para melhor visualizacdo
dos orificios de oviposicdo e possivel saida dos insetos. Finalmente, os rizomas foram
cortados longitudinalmente em 4 segmentos e avaliados com base na presenca de galerias
causadas por S. levis no interior do rizoma.

Apbs a constatacdo da galeria foi determinada a presenca de larvas, pupas e adultos;
presenca dos orificios de entrada e saida causados pelo inseto; diametros desses orificios;
e suas localizagdes acima ou abaixo do nivel do solo. As localizagdes dos orificios nos
rizomas foram determinadas com base nas suas distancias a partir da superficie do solo,
podendo ser acima ou abaixo. Os didmetros dos furos foram determinados em milimetros
com auxilio de paquimetro.

Apobs a colheita da cana (30/07/2018), as coletas continuaram por mais 35 dias com
0 objetivo de avaliar o efeito dos danos causados pelo S. levis na emisséo de brotos pelo

rizoma. Nesse periodo, foram realizadas 10 coletas e em cada coleta foram retiradas 12
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touceiras sem as partes aereas que foram colhidas, seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente. Essas touceiras foram ensacadas e levadas ao laboratério onde
foram avaliadas quanto a presenca de galerias causadas pelo bicudo nos rizomas e quanto
ao numero de brotos emitidos no rizoma.

Os resultados foram apresentados com base nas seguintes frequéncias e correlagdes:
- Frequéncias dos orificios causados pelo S. levis nos rizomas da cana, com diferentes
didmetros de aberturas; figura 7.
- Frequéncias dos orificios causados pelo S. levis nos rizomas da cana, em diferentes
distancias a partir da superficie do solo; figura 10.
- Porcentagens de rizomas atacados por S. levis em relagéo aos diametros dos rizomas da
touceira de cana; figura 11.
- Porcentagens de rizomas atacados por S. levis em relacdo aos comprimentos dos rizomas
da touceira de cana; figura 12.
- Peso dos colmos em relagdo as porcentagens de rizomas atacados por S. levis na touceira
de cana; figura 13.
- Numeros de brotos emitidos por rizoma em relacdo as porcentagens de rizomas atacados

por S. levis na touceira de cana. figura 14.

4.3 Ocorréncia natural de nematoides entomopatogenico na populagdo do inseto

Esse estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia natural de nematoides
entomopatogénicos na populacdo de S. levis em campo comercial de cana-de-acUcar,
porém, restrito aos individuos encontrados dentro dos rizomas das touceiras de cana. O
estudo foi realizado na usina Abengoa, em uma area cultivada com a variedade CTC 4,
usada para despejo de vinhaca. Foram coletadas 55 toucerias ao longo de uma semana
(11 a 18 de setembro de 2017). Essas touceiras foram separadas da parte aérea da planta
e levadas ao laboratdrio. No laboratério, rizomas novos (das plantas coletadas no campo)
e velhos (das plantas da safra anterior) foram cortados longitudinalmente para avaliagcdo
quanto & presenca de danos pelo bicudo e formas bioldgicas (larvas, pupas e adultos)
vivas e mortas por nematoide.

Quando encontrados larvas, pupas e adultos mortos, esses eram transferidos para

armadilha de White visando a confirmagéo da causa morte do inseto, eram coletados 0s
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nematoides emergidos, caso pertencentes ao grupo dos entomopatogénicos, seguido do

seu armazenamento no banco de nematoides e identificagao.

4.4 Caracterizacdo molecular

A extracdo de DNA dos nematoides foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio
descrito por Wood (1988). A reacdo de PCR foi realizada com os iniciadores 502F (5°-
CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGC-3") e 536R (5-CAGCTATCCTGAGGAAAC-
3’) para o gene ribossomal 28S (NGUYEN et al. 2007), e AB28 (5’-
ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’) e TWS81 (5’-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-
3’) para a regido ITS (internal transcribed spacer) (JOYCE et al. 1994). Os produtos
amplificados foram purificados através de precipitacdo com polietilenoglicol (SCHMITZ
e RIESNER, 2006), submetidos a reacdo de sequenciamento pelo método de terminacgéo
de cadeia empregando-se o0 reagente Big Dye 3.1 (APPLIED BIOSYSTEMS) e
analisados em sequenciador capilar automéatico 3500 xL (APPLIED BIOSYSTEMS).
Arvores filogenéticas, comparando as sequéncias obtidas com outras semelhantes
depositadas no GenBank, foram construidas pelo método de maxima verossimilhanca
(MAXIMUM LIKELIHOOD) com o modelo de substitui¢cdo nucleotidica de Hasegawa-
Kishino-Yano, utilizando-se o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

4.5 Teste de hibridacéo cruzada

A compatibilidade reprodutiva de Steinernema n. sp. (ILN 1) com S. carpocapsae
foi testada pelo o método relatado por Nguyen e Duncan (2002), utilizando a hemolinfa

de Galleria mellonella L.

4.6 Analise estatistica

As frequéncias dos diametros e das distancias dos orificios nos rizomas foram
transformadas em Arcoseno /proporcio e submetidos a analise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 %, utilizando o programa computacional

SPSS 16.0. Para isso, cada touceira de cada levantamento foi considerada como uma

repeticéo, totalizando seis repeti¢des por levantamento em 12 levantamentos.
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Para os parametros relacionados com as porcentagens de rizomas atacados, foram
estabelecidas correlagdes lineares, incluindo o valor do coeficiente de determinagéo (R?),
para indicar o grau de ajuste da regresséo aos valores observados.

5. RESULTADOS

5.1 Aspectos comportamentais de Sphenophorus levis e danos causados a cana-de-
acgucar

Na area experimental, uma alta incidéncia de adultos do bicudo foi constatada no
campo antes do inicio dos estudos, o que contribuiu para os altos indices médios de danos
causados pelo inseto nos rizomas em cada levantamento, variando de 8,4% a 42,3%
(média de 22,4%) nos 12 levantamentos realizados antes da colheita da cana (5 de junho
a 30 de julho de 2018), e de 32,2% a 61,0% (média de 43,6%) nos 10 levantamentos
realizados apos a colheita (15 de agosto a 19 de setembro de 2018). Nenhuma outra
espécie de inseto foi encontrada broqueando os rizomas das plantas de cana.

Todos os rizomas atacados pelo bicudo tinham pelo menos um orificio ligando a
galeria interna no rizoma a parte externa da planta. A maioria dos orificios encontrados
apresentaram diametros inferiores a 6 mm, sendo 33,7% com 0-2 mm; 26,9% com 2-4
mm; e 25,9% com 4-6 mm, todos diferindo significativamente daqueles orificios com
didmetros maiores, exceto para aqueles com 4-6 mm em relacdo aqueles com 6-8 mm
(F=9,22; g.1.=P<0,001) (Figura 17). Os orificios menores, com média de 2,5 mm (n=44),
estiveram presentes em rizomas contendo o inseto na fase larval, indicando ser deixado
pelo adulto na oviposicdo ou pela larva apds a sua eclosdo. Os orificios maiores, com
média de 4,2 mm (n=10) e 5,2 mm (n=14), foram encontrados em todos os rizomas
contendo pupa e adultos recém emergidos do inseto, respectivamente, indicando terem

sido realizados pelas larvas antes de empuparem para facilitar a saida dos adultos.
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Figura 7. Frequéncias dos orificios causados pelo Sphenophorus levis nos rizomas, com diferentes
didmetros (cm) de aberturas.
Todos os rizomas avaliados apresentavam pelo menos um orificio ligado a galeria

interna, figura 8 (A e B), sugerindo ser uma possivel abertura deixada pelo inseto apds a
oviposicdo, ja que mesmo as galerias que apresentavam o inseto na fase larval e pupal

ainda apresentavam orificios com as mesmas caracteristicas.

Orificio

E Galeria com Inseto adulto

Figura 8. A) Rizoma aberto longitudinalmente mostrando duas galerias e inseto adulto de S. levis. (B)
Orificio ligado a galeria interna com inseto adulto de S. levis. Fonte: Elaborado pelo autor

Orificios maiores foram encontrados em todos os rizomas que continham pupa do
inseto, sugerindo terem sido realizados pelas larvas antes de empuparem para facilitar a

saida dos adultos, conforme figura 9 (A e B).
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Figura 9. (A) Rizoma indicando orificio maior. (B) Rizoma indicando orificio menor. Fonte: Elaborado
pelo autor

Quase 90% dos orificios construidos pelo inseto foram realizados no rizoma abaixo
da superficie do solo, ocorrendo maior concentragdo no segmento com até 2 cm de
profundidade (35,23%), o qual diferiu significativamente dos demais segmentos do

rizoma (F=6,63; g.l.= P<0,001) (Figura 10).
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Figura 10. Frequéncias dos orificios causados pelo Sphenophorus levis nos rizomas da cana, em diferentes
distancias a partir da superficie do solo, acima (2-0 cm) e abaixo (0-14 cm) da superficie.

Antes da colheita da cana, os indices de dano nos rizomas das touceiras
apresentaram correlagdo positiva com o didmetro e comprimento desta parte da planta
(Figura 11 e 12), porém, correlacdo negativa com o peso dos colmos, havendo uma
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reducdo de 0,318% para cada 1% de rizomas atacados conforme calculo usando a equagéo
de reta y=-0,00325x + 10215, R?=0,4703 (Figura 13).
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Figura 11. Porcentagens de rizomas atacados por Sphenophorus levis em relacdo aos didmetros dos rizomas
da touceira de cana-de-agucar.
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Figura 12. Porcentagens de rizomas atacados por Sphenophorus levis em relagdo aos comprimentos dos
rizomas da touceira de cana-de-agucar.



33

12

10 @i ° bt

...........
........

R?=0,4703

Peso dos colmos (Kg)/touceira

0 10 20 30 40 50 60 70

Rizomas atacados (%)

Figura 13. Pesos de colmos (Kg) em relacéo a porcentagem de rizomas atacados por Sphenophorus levis
da touceira de cana-de-agucar.

Apbs a colheita da cana, os indices de dano nos rizomas velhos (das plantas da safra
anterior) apresentaram correlacdo negativa também com numero de brotos gerados por
rizoma, havendo uma reducdo na brotacdo de 0,68% para cada 1% de tocos atacados
conforme calculo usando a equacdo da reta y = -0,0189x + 3,1559, R?=0,8617 (Figura
14).
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Figura 14. Numeros de brotos emitidos por rizoma em relagéo a porcentagem de rizomas atacados por

Sphenophorus levis da touceira de cana-de-agUcar.
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5.2 Ocorréncia natural de nematoides

Em outra area de cana-de-agUcar da Usina Abengoa, foi avaliada a ocorréncia
natural de NEPs na populacgéo de S. levis em campo comercial de cana de aclcar, porém
restrito aos individuos encontrados dentro dos rizomas das touceiras de cana. As touceiras
avaliadas apresentaram 66,1 % e 68,3% de danos para 0s respectivos rizomas novos (das
plantas coletadas no campo) e velhos (das plantas da safra anterior) encontrados em cada
touceira. Dos insetos encontrados nos rizomas novos, 21% das larvas (n=12), 40% das
pupas (n=10) e 20% dos adultos (n=10) estavam infectados por nematoides
entomopatogénicos, enquanto que nos rizomas velhos esses indices foram de 18% para
larvas (n=11), aumentando para 60% e 40% para pupas (n=5) e adultos (n=10),
respectivamente Figura 15(A e B).

O sequénciamento de parte do gene ribossomal 28S e da regido ITS dos nematoides
encontrados no presente estudo indicaram similaridade com as espécies Steinernema
carpocapsae e Steinernema websteri. Para 0 gene 28S, a identidade foi de 99,4% (S.
carpocapsae  UNPR73, GenBank MH231233 e S. websteri Alcazar, GenBank
GU569058) e para a regido ITS foi de 98,8% (S. carpocapsae Az20, GenBank
GQ421607) (figuras 16 e 17). Ndo ha sequéncias da regido ITS da espécie S. websteri
disponiveis no GenBank, portanto ndo foi possivel realizar esta comparacao. De acordo
com Hunt e Nguyen (2016), a espécie S. websteri Cutler & Stock, 2003 é considerada

como sindnimo junior de S. carpocapsae segundo figura 16 e 17.
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Figura 15. Incidéncia natural de nematoide entomopatogénico na populacdo de larvas, pupas e adultos de
Sphenophorus levis dentro dos rizomas novos (A) e velhos (B) da cana-de-agUcar.

5.3 Teste de hibridizacéo cruzada

O teste de hibridizacdo cruzada (cross hybridization test) desse nematoide com a
espécie S. carpocapsae armazenada no banco de NEPs do Instituto Bioldgico ndo
apresentou cruzamento, indicando pertencer a uma nova espécie, sendo denominado

Steinernema sp. IL 1.
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Steinemema IL1
MH231233.1 Steinernema carpocapsae voucher UNPR73
KY914572.1 Steinemema carpocapsae voucher SMF8
MG551680.1 Steinernema carpocapsae strain Mexico
KJ950293.1 Steinermnema carpocapsae strain Dok83

KJ950292.1 Steinernema carpocapsae strain NCR
94

(GU395640.1 Steinemema carpocapsae isolate BW
MG994932.1 Steinemema carpocapsae isolate LSU 15
HM140688.1 Steinemnema carpocapsae strain DD136
16 JF503100.1 Steinemnema websteri strain AS1
GU569058.1 Steinernema websteri isolate Alcazar
GU569043.1 Steinermema anatoliense

AY841762.1 Steinernema websteri

KF857582.1 Steinernema huense strain Vie2
KU187262.2 Steinerema surkhetense isolate CS19

HQ190043.1 Steinemema surkhetense voucher UGDM 104191
MF480760.1 Steinernema siamkayai isolate CS36
KY311815.1 Steinermema siamkayai isolate CS37
KX871218.1 Steinemema siamkayai isolate CS33
HQ190045.1 Steinermema nepalense voucher UGDM 104194

12

MF621005.1 Steinernema surkhetense voucher StPTS5

GU395646.1 Steinernema scapterisci

e
0.005

Figura 16. Arvore filogenética construida com sequéncias do gene ribossomal 28S de Steinernema IL1 e
de espécies relacionadas presentes no GenBank. A arvore foi construida pelo método de maxima
verossimilhanca com bootstrap de 1000 replicagdes. Os valores de bootstrap, em porcentagem, aparecem
junto aos ramos da arvore
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72 ‘{ KJ950291.1 Steinernema carpocapsae strain NCR
GQ421606.1 Steinernema carpocapsae isolate Bcnl4
69 - MF187618.1 Steinernema carpocapsae isolate IRMoghan1.2

——— Steinernema IL1

GQ421607.1 Steinernema carpocapsae isolate Az20
— EU200353.1 Steinernema carpocapsae isolate Badr-1
HM140694.1 Steinernema carpocapsae strain DD136

% | MH231235.1 Steinemema carpocapsae woucher UNPR52

59{ GU395621.1 Steinernema carpocapsae isolate A24
KC571265.1 Steinernema carpocapsae isolate 1S34
— AY230164.1 Steinernema carpocapsae strain All

- AF331913.1 Steinernema carpocapsae

40 GQ421604.1 Steinernema carpocapsae isolate Breton

AY487918.1 Steinernema backanense
HQ190044.1 Steinernema nepalense voucher UGDM 104194
90 - KR029844.2 Steinernema surkhetense isolate CS20

100 — HQ190042.1 Steinernema surkhetense voucher UGDM 104191

AY487919.1 Steinernema sasonense

4 —— AY487921.1 Steinernema eapokense

“ KF857581.1 Steinernema huense strain Vie2
o GUG47156.1 Steinernema minutum strain MP10
" o] GQ377414.1 Steinernema siamkayai isolate CD1
" JF892544.1 Steinernema siamkayai strain Pak.S.S.10
MK692545.1 Steinernema siamkayai isolate CS44
AF331915.1 Steinernema scapterisci
P
0.02

Figura 17. Arvore filogenética construida com sequéncias da regifo 1TS de Steinernema IL1 e de espécies
relacionadas presentes no GenBank. A arvore foi construida pelo método de maxima verossimilhanca com
bootstrap de 1000 replicacBes. Os valores de bootstrap, em porcentagem, aparecem junto aos ramos da
arvore.
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6. DISCUSSAO

Todos os rizomas atacados pelo bicudo tinham pelo menos um orificio ligando a
galeria interna no rizoma a parte externa da planta, sugerindo ser abertura deixada pelo
inseto para oviposicdo, penetracdo das larvas ou saida dos adultos. Esses orificios
apresentavam-se preenchidos com solo ou serragem fina deixada pelas larvas,
dificultando ou impedindo a entrada de inimigos naturais como formigas da espécie
Solenopsis invica, bastante comuns nos canaviais (ROSSI & FOWLER, 2000). Segundo
Dinardo-Miranda (2018), as galerias deixadas pelas larvas do bicudo sdo preenchidas com
serragem fina resultante da sua alimentacdo, conforme o inseto e adentra no rizoma.

De acordo com a distribuicdo desses orificios no rizoma da planta, nota-se maior
preferéncia do inseto para oviposic¢ao ou para saida do adulto, pela parte do rizoma abaixo
da superficie do solo ja que 89,11% dos orificios foram realizados nessa regido. Abaixo
da superficie do solo, o segmento do rizoma preferido pelo inseto para oviposi¢do ou
saida do adulto foi o segmento com até 2 cm de profundidade que compreende parte do
colo da planta, apresentando a maior concentragdo de orificios (35,23%). Segundo
Koppenhofer (1993), o curculionideo Cosmopolites sordidus prefere ovipositar na regido
do colo da bananeira, sendo 78% dos ovos colocados no rizoma e 22% na base do
pseudocaule. Os curculionideos do genero Sphenophorus, importante pragas de gramado,
milho, arroz e outras gramineas nos EUA, colocam seus ovos também no colo da planta,
no nivel do solo ou abaixo do nivel, e as larvas brogueiam internamente descendo em
direcdo ao rizoma. As larvas, quando maiores, podem deixar as plantas para
permanecerem no solo onde se alimentam do colo, rizoma, radicelas e esporfes das
planta, até empuparem. (VITTUM et al. 1999; RICHMOND 2016).

Os orificios encontrados acima da superficie do solo (10,8%) indicam que uma
pequena parte da populacdo do inseto pode alcancar o colmo e ser disseminado através
dos toletes usado no plantio. Segundo De Gaspari et al. (1987), a dispersdo da praga a
longas distancias ocorreu principalmente por meio de mudas retiradas de local infestado,
ja que os adultos voam muito pouco (raramente sdo vistos voando), e tém capacidade de
dispersdo pelo solo de cerca de 9,6 m por més. Embora Precetti e Teran, (1983) tenham
estimado que a dispersdo de adultos possa ser maior, de 3 m por dia para machos e de 5
m por dia para fémeas, a dispersdo de adultos pelo solo é ainda assim, bastante lenta, o
que explica a dispersédo do inseto somente de um talhdo para talhdes vizinhos. As mudas

podem transportar larvas e pupas no interior dos colmos, visto que em alguns casos as
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galerias podem atingir os primeiros entrends basais, e também podem transportar adultos
entre os colmos depositados no solo, apds o corte (DINARDO-MIRANDA, 2018).

Os danos causados pelo bicudo nos rizomas apresentaram uma correlagéo positiva
com o diametro e comprimento desta parte da planta (Figuras 11 e 12), sendo uma
provavel explicacdo para isso o acimulo de danos nas plantas mais velhas e maiores,
ocorridos ao longo do seu desenvolvimento, j& que as galerias apresentavam diferentes
estagios de desenvolvimento, com a presencga ou ndo do inseto. O bicudo pode atacar as
plantas de cana ja a partir do seu brotamento (DINARDO-MIRANDA, 2018),
aumentando em populacdo e gerando maiores danos na cana a medida que o canavial
envelhece (DINARDO-MIRANDA, 2014; IZEPPI, 2015). Portanto, o estabelecimento
do inseto no campo tem total relacdo com a idade do canavial.

Para cada 1% de rizomas atacados pelo inseto, houve reducao de 0,318% no peso
de colmos antes da colheita, e de 0,68% no nimero de brotos gerados por rizoma apés a
colheita dos colmos, o que resultou em um total de perda de 0,917% a partir do primeiro
corte. Essa perda de 0,9% encontra-se dentro da faixa de reducdo da produtividade de
colmos determinada em experimentos conduzidos em soqueiras infestadas, que foi de 0,6
a 1% para cada 1% de colmos atacados ou internddios basais danificados (1% de rizomas
danificados), segundo Dinardo-Miranda (2018).

O inseto pode causar reducdes de producdo ainda maiores se atacar a planta nos
estagios iniciais do seu desenvolvimento, podendo causar até mesmo a sua morte se
atacarem os perfillhos novos. Segundo Dinardo (2018), ataques do inseto podem causar
amarelecimento de folhas, seca e morte de perfilhos, que podem ser facilmente destacados
da touceira. Quando hé infestacdes severas, a touceira toda seca e morre, e sao observadas
muitas falhas na rebrota, reduzindo drasticamente a produtividade e a longevidade do
canavial. Embora as populac@es geralmente sejam mais elevadas em canaviais mais
velhos (socas), o ataque pode ocorrer ja na cana-planta, com acentuada destruicdo dos
perfilhos.

As informagbes obtidas no presente estudo podem contribuir para o
estabelecimento do nivel de controle que ainda ndo estd bem definido. Atualmente,
devido aos danos causados pela praga e a baixa eficiéncia das medidas de controle, estas
sdo adotadas em praticamente todo plantio feito em areas onde formas bioldgicas do
inseto e/ou seus danos tenham sido registrados. Obviamente, além do nivel de dano na
area, o estado geral do canavial também deve ser considerado quando se pretende adotar

medidas de controle em soqueira: em canaviais com muitas falhas, mato e estimativa de
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baixa produtividade, dificilmente o tratamento na soqueira dard retorno econémico
(DINARDO-MIRANDA, 2018).

A colheita de cana crua é outro fator que tem interferido significativamente nas
populacdes de S. levis. De acordo com Dinardo-Miranda e Fracasso (2013), quando se
colhia cana queimada, muitos adultos da praga morriam por causa do fogo. Com a
colheita de cana crua, além de ndo haver morte de adultos pelo fogo, a palha em campo
Ihes serve de abrigo. Outrossim, a presenca de palha contribui para manter a umidade do
solo e a temperatura mais amena, condi¢6es mais favoraveis ao inseto. Assim, com a cana
crua, as populacdes aumentam rapidamente e, em algumas regides, 0s canaviais estdo
sendo dizimados ap6s um ou dois cortes, como relatado por Dinardo-Miranda (2000;
2011) e Arrigoni (2011).

A maior incidéncia do nematoide na fase de pupa do inseto (60%) em comparagao
a fase de larva (40%) pode ter sido possibilitado pelas maiores aberturas deixadas pelas
larvas antes de empuparem visando permitir a saida dos adultos, facilitando a entrada dos
juvenis infectivos e alcance das pupas, ja que ambas as fases de larva e pupa sdo bem
suscetiveis (SMITH 2005; TAVARES et al., 2007, GIOMETTI et al., 2011). A menor
incidéncia em adultos recém emergidos deve-se provavelmente a maior resisténcia dos
adultos em relacdo as pupas, ja que os orificios relacionados a presenca de ambas as fases
nos rizomas tiveram didmetros médios mais proximos entre si (52 e 4,2 mm,
respectivamente) comparados ao diametro médio dos orificios relacionados a presenca
das larvas (2,5 mm).

Esse estudo evidencia a capacidade dos NEPs de entrarem no rizoma pelas aberturas
deixadas pelos insetos, e de alcancarem as larvas, pupas e adultos, mesmo havendo
preenchimento dessas aberturas com solo ou serragem. No periodo do estudo (setembro),
0 nematoide nativo foi favorecido pela presenca de umidade no solo decorrente de
aplicacdes de vinhacga nos dois meses anteriores, pela presenca de palha cobrindo o solo,
e pelas maiores populagdes de larvas e pupas. Segundo Precetti e Arrigoni (1990), as
larvas foram mais abundantes na época seca do ano, com pico populacional em junho-
julho e um pico menor em dezembro. Consequentemente, os picos populacionais de pupas
ocorreram em dezembro-janeiro e outro em agosto-setembro, enquanto em adultos o pico
foi menor em outubro-novembro e um pico principal em margo.

Considerando que as larvas e pupas ocorrem em maiores densidades no periodo
seco, pode-se sugerir a aplicacdo do NEP junto com a vinhaga ou com a agua residuéria,

ou logo apds as aplica¢Oes dos residuos. A aplicacdo da vinhaca exerce grande influéncia
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positiva sobre as populacGes de S. levis. As razdes ndo estdo bem claras, mas,
provavelmente, o aumento de umidade no solo, decorrente das aplicacGes de vinhaga,
deve exercer papel importante na sobrevivéncia do inseto e em suas populagdes
(DINARDO-MIRANDA, 2018). Além disso, os volateis liberados pela vinhaca séo
bastante atrativos para os adultos (MARTINS, 2017). Assim, a vinhaca pode servir de

atrativo para o inseto e fornecer condi¢des favoraveis para a atuacdo do NEP.

7. CONCLUSOES

e Todos os rizomas atacados pelo bicudo tinham pelo menos um orificio externo ligado
a galeria interna no rizoma, indicando ser abertura deixada pelo inseto para sua
entrada como larva ou saida como adulto.

e Os orificios menores estiveram presentes em rizomas contendo o inseto na fase
larval, indicando ser deixado pelo adulto na oviposicdo ou pela larva ap6s a sua
eclosdo.

e Orificios maiores foram encontrados em todos os rizomas contendo pupa e adultos
recém emergidos do inseto, respectivamente, indicando terem sido realizados pelas
larvas antes de empuparem para facilitar a saida dos adultos.

e Quase 90% dos orificios foram realizados abaixo da superficie do solo.

e Os danos causados pelo bicudo nos rizomas das touceiras apresentaram uma
correlagéo positiva com o diametro e comprimento desta parte da planta.

e Os danos causados pelo bicudo nos rizomas das touceiras apresentaram uma
correlacdo negativa com o peso dos seus colmos e com o0 nimero de brotos emitidos
pelos seus rizomas apo6s a colheita.

e Para cada 1% de rizomas atacados pelo inseto, houve reducéo de:

0,318% no peso de colmos antes da colheita
0,68% no numero de brotos gerados por rizoma apés a colheita dos colmos,

O que resultou em perda total de 0,917% a partir do primeiro corte.

e Nematoides entomopatogénicos podem penetrar nos orificios deixados pelo bicudo
nos rizomas da cana, e alcancar as fases imaturas e adultos recém emergidos dentro
dos rizomas, apresentando-se como importantes inimigos naturais dessas fases do

inseto.
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e O gene ribossomal 28S e da regido ITS dos nematoides Steinernema sp. IL1 indicaram
similaridade de 99,4% com as espécies Steinernema carpocapsae e Steinernema
websteri e para a regido ITS foi de 98,8% (S. carpocapsae Az20)

e N&o ha sequéncias da regido ITS da espécie S. websteri disponiveis no GenBank,
portanto ndo foi possivel realizar esta comparacdo. De acordo com Hunt & Nguyen
(2016), a espécie S. websteri Cutler & Stock, 2003 é considerada como sinénimo
junior de S. carpocapsae.
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