Caracterizagcao molecular de nematoides entomopatogénicos
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O controle biolégico de pragas de solo é uma pratica bastante estudada apresentando resultados satisfatérios, principalmente com a utilizagdo de
nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Steinernema e Heterorhabditis. Esses organismos possuem um conjunto de atributos peculiares,
nas quais se destaca a capacidade de matar rapidamente o inseto alvo, em virtude do complexo nematoide/bactéria mutualistica, favorecendo sua
acdo em relagdo a outros organismos entomopatogénicos, o que os tornam alternativas promissoras para o controle de pragas. Outros dois
géneros, Rhabditis e Oscheius, também merecem a atengdo pelos pesquisadores, uma vez que sao relatados como nematoides capazes de causar
parasitismo em insetos. Estudos da biodiversidade, variabilidade morfolégica, molecular e principalmente a patogenicidade desses organismos
vém se tornando de grande importancia para o desenvolvimento de produtos a base desses agentes para uso no controle biolégico. Entretanto, a
caracterizagdo das espécies nativas mais adaptadas as condi¢des brasileiras ainda é bastante escassa. Com isso, pesquisadores do Instituto
Biolégico estdo desenvolvendo estudos com o objetivo de elucidar esses parametros através da caracterizacdo morfolégica, utilizando técnicas de
microscopia eletrénica de varredura, morfometria e molecular, através de sequenciamento da expansdo D2/D3 do 28S DNA ribossémico (rDNA).

Até o presente, aproximadamente 616 amostras de solo provenientes dos municipios de Delmiro Gouveia e Teotonio Vilela (AL); Calcoene, Macapa
e Oiapoque (AP); Bom Jesus da Lapa (BA); Rio Verde (GO); Sinop (MT); Acara, Barcarena e Igarapé-Acu (PA); Araras, Itapetininga, Limeira, Piracicaba,
Sao Pedro e Santa Fé do Sul (SP) e Acegua (RS), foram coletadas em areas destinadas ao cultivo de plantas anuais, perenes e em vegetacdo nativa.
Dessas amostras, foram obtidos 98 isolados de NEPs que estdo sendo multiplicados em lagartas de Galleria mellonella (Eiguras 1 e 2 - Link
(http://www.youtube.com/watch?v=NdX4j9wvxww)) e a suspensdo de cada isolado mantida em estufa incubadora do tipo BOD e em camara
climatizada a 15°C, no Instituto Biol6gico, Campinas, SP.

Visando-se conhecer as espécies de NEPs nativas no Brasil, foi realizada a caracterizagdo molecular desses isolados, através de PCR, seguido de
sequenciamento da expansdo D2/D3 do 28S rDNA. Com base nos resultados parciais da andlise filogenética das sequéncias obtidas (Figura 3),
observou-se a formacdo de quatro grupos distintos, incluindo espécies pertencentes aos géneros Heterorhabdlitis, Steinernema, Rhabditis e Oscheius.
As espécies identificadas foram H. amazonensis, H. indica, S. brazilense, S. puertoricense, S. rarum, R. rainai, O. tipulae e O. myriophila, demonstrando a
grande variabilidade genética entre os isolados obtidos. Além disso, estudos mais detalhados envolvendo o conceito de taxonomia integrativa
deverdo ser conduzidos em trés isolados de Oschejus sp. e em trés isolados de Steinernema sp. pela possibilidade de se constituirem espécies ndo
descritas.

Cabe ressaltar que esses estudos constituem parte integrante do projeto: “Dimensionamento e explora¢do da diversidade de agentes de controle
biolégico de pragas agricolas: entomopatégenos e acaros predadores edaficos”, com financiamento do CNPq e FAPESP, dentro do programa
SISBIOTA Brasil, Chamada 2 - Pesquisa em Redes Tematicas para Ampliagdo do Conhecimento sobre a Biota, o Papel Funcional, Uso e Conservacdo
da Biodiversidade Brasileira, processo 2010/52342-4.
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Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos
em lagartas de Galleria mellonella.

Fig. 1 - Multiplicacao de toid tomopatogéni em lagartas de Galleria mellonella.
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Fig. 2 - Detalhe dos juvenis infectivos de NEPs
emergindo do interior de G. mellonella.

Fig. 2 - Detalhe dos juvenis infectivos de NEPs emergindo do interior de G. mellonella.
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Fig. 3 - Arvore filogenética mostrando as relagbes entre os isolados de NEPs estudados no Instituto Bioldgico, baseada
nas sequéncias da expansio D2/D3 do 285 rDNA. Caenorhabditis elegans foi utilizade como outgroup.

Fig. 3 - Arvore filogenética mostrando as relagées entre os isolados de NEPs estudados no Instituto Biolégico, b la nas sequéncias da ex do D2/D3

do 28S rDNA. Caenorhabditis elegans foi utilizado como outgroup.
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