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CONVENIO DE COOPERAGAO TECNICA QUE
CELEBRAM ENTRE S| A UNIVERSIDADE ESTADUAL
DO NORTE DO PARANA - UENP E O INSTITUTO DE
TECNOLOGIA E DESENVOLVIMENTO ECONONOMICO
E SOCIAL - ITEDES, TENDO POR OBJETO A
REALIZAGAO DE ESTUDO DO USO DE NEPs
NATIVOS BRASILEIROS NA FAZENDA NOSSA
SENHORA APARECIDA LOCALIZADA NO MUNICIPIO
DE ARAPONGAS - PR.

A UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE DO PARANA - UENP,
pessoa juridica de direito publico, com sede, na Rodovia PR Km. 160, na cidade de Cornélio
Procopio, Estado do Parana, inscrita no CNPJ/MF sob no 78.640.489/0001-53, neste ato
representada por seu Reitor Prof. Dr. Eduardo Rando Meneguel, doravante denominada
UENP, e 0o INSTITUTO DE TECNOLOGIA E DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL
- ITEDES, pessoa juridica de direito privado, declarado como 6rgao de utilidade publica, com
sede na Avenida Presidente Castelo Branco, n° 655 , Jardim Presisdente, na cidade de
Londrina, Estado do Parana, inscrita no CNPJ/MF sob n° 00.413.717/0001-65, representada
por sua Diretora Presidente Prof* Dr® Nilza Aparecida Freres Stipp e seu Diretor
Administrativo e Financeiro Prof. Me. Jaime de Oliveira, doravante denominado ITEDES,
neste ato firmam o presente Convénio de Cooperagdo Técnica, mediante as seguintes
clausulas e condigdes:

CLAUSULA PRIMEIRA - Do Objeto

O presente Convénio tem por objeto a cooperagdo entre as partes acordantes visando ao
desenvolvimento das atividades referentes aos estudos do uso de NEPs nativos brasileiros a
serem realizados na Fazenda Nossa Senhora Aparecida no Municipio de Arapongas - PR ,
bem como nas dependéncias da Solana Agropecuaria Ltda, mediante o uso de infraestrutura
permanente cedida pela UENP sob a coordenagio e responsabilidade técnica da Prof Dr®
Viviane Sandra Alves, lotada no Colegiado de Ciéncias Bioldgicas do CCHE da UENP.

Paragrafo unico. O presente Convénio, o Contrato de Prestagdo de Servigos celebrado
entre o ITEDES e a Solana Agropecuaria Ltda, bem como a proposta técnica n°
017.2011- ITEDES, sao integrantes entre si de forma que qualquer omissdo imputada
em um dos instrumentos sera considerada valido e especificado em outro, e reger-se-a
pelas normas de Direito Publico, em especial pela Lei Estadual n® 15.608/07, e,
subsidiariamente pela Lei Federal n® 8.666/93 e, em caso de necessidade, pelas normas
de Direito Privado.

CLAUSULA SEGUNDA - Da Natureza dos Servicos.
O objeto supracitado na clausula primeira compreende a avaliagdo do potencial de
nematoides entomopatogénicos visando o controle de Cyrtornom luridus em cultivos de
Duboisia sp. Na Fazenda Nossa Senhora Aparecida no Municipio de Arapongas — PR,
conforme os seguintes objetivos especificos a saber:

a) Realizar a seleg¢ao de isolados de nematdides entomopatogénicos visando o contr, Ie

de Cyrtomos Luridus (com base na viruléncia e concentragao letal); )
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Realizar testes em casa de vegetagéo para validar a eficiéncia do isolado escolhido
antes de realizar testes em campo (analisando capacidade de deslocamento e
eficiéncia quanto a aplicagao no solo),

¢) Avaliar o potencial do isolado escolhido em condigdes de campo, testando diferentes

metodologias de aplicagao, concentragdes e tempos de aplicagao.

CLAUSULA TERCEIRA - Do Plano de Trabalho

As atividades de que tratam as Clausulas Primeira e Segunda serdo instruidas com base
na confec¢do de um plano de trabaiho especifico, parte integrante ac presente convénio,
elaborado e aprovado pelas partes, em que constam as seguintes informagdes:

a)
b)
c)
d)
€}
f)

g)

Objeto,

Metas;

Origem dos recursos financeiros;

Plano de aplicagao dos recursos financeiros;

Cronograma de desembolso;

Previsdo de inicio e fim de execugio do objeto;

Previsdo de conclusdo das etapas ou fases programadas.

CLAUSULA QUARTA - Da Coordenagio
A coordenagdo das atividades decorrentes do presente Convénio sera realizada pela Prof®
Dr? Viviane Sandra Alves do Colegiado de Ciéncias Biolégicas do CCHE.

Paragrafo unico. Cabe a Prof Dr? Viviane Sandra Alves a iniciativa de propor, negociar e
implementar a realizagéo dos estudos de que trata este Convénio.

CLAUSULA QUINTA - Dos Recursos Financeiros

A execugdo dos servigos objeto do presente Convénio serd custeada mediante recursos
provenientes da Solana Agropecuaria LTDA conforme previsto na clausula quinta do contrato
de prestagao de servigos supracitado.

Paragrafo anico. Os recursos financeiros arrecadados com a inscrigiao dos candidatos
e aloca-dos pela UNIVERSIDADE e Itedes serdo utilizados exclusivamente a consecugao
do objeto deste Convénio, descrito na Clausula Segunda, observado o Plano de Aplicagédo
dos Recursos Financeiros.

CLAUSULA SEXTA - Da Gestiio dos Recursos
Os recursos financeiros gerados em atividades resultantes deste Convénio serdo
gerenciados em conta especifica sob titularidade do itedes e somente podera ser
movimentada mediante requerimento por oficio.

CLAUSULA SETIMA - Da Aplicagido dos Recursos Financeiros

Os recursos financeiros serdo aplicados na execugéo dos servigos objeto deste Convénio,
podendo o Itedes reter 5% (cinco por cento) do valor das parcelas previsto na clausula
quinta do contrato de prestagao de servigos, visando o custeio das despesas decorrentes da
execu¢ao dos servigos sob seu encargo, decorrentes deste convénio.

Paragrafo Primeiro. O Itedes devera repassar mensalmente no prazo de duragao deste .
convénio a quantia de R$ 550,00 {quinhentos e cinquenta reais) a estudante bolsista dg—
aperfeicoamento técnico indicada pela Coordenadora e Responsavel Técnica Prof? @?j 3

Viviane Sandra Alves, mediante assinatura de recibo.
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Paragrafo Segundo. O ltedes devera repassar a partir do més de abril do ano de 2012,
até o término de duragao deste convénio a quantia de R$ 1.200,00 (Hum mit e duzentos
reais) a estudante bolsista de mestrado que realizara a dissertagido na area em comento,
indicada pela Coordenadora e Responsavel Técnica Prof® Dr? Viviane Sandra Alves
mediante assinatura de recibo.

Paragrafo Terceiro. Existindo saldo financeiro remanescente deverdo os mesmos ser
repassados a UENP no prazo de 30 (trinta) dias do encerramento das atividades do objeto
conveniado, mediante demonstragao contabil.

CLAUSULA OITAVA - Das Atribuigdes da UENP:;
a) Fomencer os equipamentos permanentes elencados no item 4 do plano de trabalho parte
integrante deste convénio;
b) promover, em tempo habil, as medidas necessarias a autorizagéo para realizagéo do
objeto deste convénio;
c) fornecer as instalagdes fisicas e equipamentos necessarios a realizagao do objeto
deste convénio;

CLAUSULA NONA - Das Atribuigées do Itedes

a) Observar e cumprir as clausulas, condigdes e prazos conforme
estipulado no Contrato de prestagdo de servigos celebrado entre o ITEDES e a
Solano Agropecuaria Ltda;
Abrir conta bancaria especifica para o gerenciamento dos recursos:
Viabilizar a execugao do Plano de Trabalho parte integrante deste convénio;
Apoiar as agbes da UENP;

o
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e) Responsabilizar-se pelo pagamento das despesas de execugdo dos servigos,
conforme plano de aplicagdo de recursos;
f) Responsabilizar-se pelo pagamento das despesas de pessoal envolvidos na

execugao do objeto deste convénio, a serem suportados exclusivamente com
recursos provenientes deste convénio, conforme plano de aplicagéo de recursos;

@) Acompanhar o desenvolvimento dos servigos, assegurando o alcance de seus
objetivos;

h) Depositar os recursos financeiros em conta especifica aberta para execugio deste
Convénio, para custeio das despesas decorrentes dos servigos conveniados;

i) Transferir a UENP, no prazo maximo de 30 (trinta) dias contados do término da exe-
cugao deste Convénio, o saldo financeiro remanescente;

CLAUSULA DECIMA - Da Vigéncia
O presente Convénio passara a vigorar a partir de sua assinatura até o término das
atividades previstas neste instrumento.

CLAUSULA DECIMA PRIMEIRA - Da Extingio

O presente Convénio sera regularmente extinto quando atingir seu termo final, admitindo-se
hipdteses de denuncia e renuncia nos moldes dos paragrafos da presente clausula, sendo
que, em qualquer das formas de extingdo, os saldos existentes em poder do ltedes serdo - -
repassados a4 UENP, no prazo de 30 (trinta) dias a contar da data de encerramento do objeto

do presente convénio, conforme previsto no Art. 145 da Lei Estadual n® 15.608/2007.
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Paragrafo Primeiro. O presente convénio podera ser denunciado a qualquer tempo, por
qualquer dos participes, independentemente de descumprimento de qualquer clausula
do presente instrumento, mediante notificagdo escrita, com antecedéncia minima de 30
(trinta) dias, firmando-se para tanto, “Termo de Encerramento”.

Paragrafo Segundo. O “Termo de Encerramento” a que se refere o paragrafo anterior
deve prever as resolugdes entre as partes convenentes quanto as atividades pendentes e
encerramento de eventuais contas, dispondo a respeito da conclusdo do convénio.
Paragrafo Terceiro. O presente convénio podera ser rescindido em decorréncia de
inobservancia total ou parcial das atribuigdes assumidas, bem como em decorréncia do
interesse publico, nos termos da Lei, independentemente de notificagédo judicial ou
extrajudicial, respondendo a parte ensejadora da rescisdo por perdas e danos
decorrentes, ressalvadas as hipdteses de caso fortuito ou forga maior, devidamente
demonstradas e comprovadas.

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA - Do Foro

Para dirimir eventuais duvidas do presente Convénio, fica eleito o foro da Comarca de
Comelio Procdpio, Estado do Parand, renunciando a qualquer outro por mais privilegiado
que seja.

E, por estarem conforme as partes, assinam o presente instrumento em 2 (vias) vias de
igual teor.

Londrina, 24 de outubro de 2011.
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PROPOSTA 017.2011-ITEDES

A

Boehringer Ingelheim do Brasil — Solana Agropecuaria Ltda
Att.: Sr. Paulo Tironi — Eng. Agro./Pesquisa

Estrada do Bule, km 7

Arapongas-PR

Proponente: ITEDES — Instituto de Tecnologia e Desenvolvimento Econémico € Social
CNPJ/MF: 00.413.717/0001-65
Avenida Presidente Castelo Branco, n° 655 — Jardim Presidente
Londrina — PR - CEP 86.061-335
Fone/Fax: (43) 3328-2400/ 3357-2136

Executor: Universidade Estadual do Norte do Parana - UENP
CNPJ/MF: 08.885.100/0003-16
Rod. PR 160, Km 0
Cornélio Procépio — PR — CEP 86.300-000
Fone/Fax: (43) 3904-1888

DESCRICAO DO SERVICO

USO DE  NEMATOIDES  ENTOMOPATOGENICOS  (RHABDITA:
STEINERNEMATIDAE E HETERORHABDITIDAE) VISANDO O CONTROLE DE
Cyrtomon luridus (BOH.) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) EM Duboisia sp.
(SOLANACEAE)

1. INTRODUCAO

Cyrtomon luridus (Coledptera: Curculionidae) ¢ um inseto nativo de solanaceas
silvestres que ocorrem em regides neotropicais, ¢ no Brasil ha registros de sua ocorréncia nos
estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Lanteri, 1990).

O inseto adulto é encontrado em 4areas infestadas, caminhando no solo ou sobre a
folhagem da planta, onde se alimenta das folhas (Tironi et al., 2004) no periodo de setembro a
abril. Nessa época, acasalam e, em seguida, as fémeas realizam postura nas folhas e caule das
plantas.

Apos a eclosio dos ovos, as larvas caem no solo, onde se aprofundam
aproximadamente 45 cm, ¢ durante toda a fase larval, os insetos se alimentam das raizes d
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plantas, passando em seguida a fase de pupa e finalmente adulto. O ciclo todo, dura em torno
de um ano (Tironi et al., 2004).

C. luridus ndo causa prejuizos significativos em nenhuma culitura brasileira, motivo
pelo qual estudos a seu respeito sdo bastante escassos. Além disso, por esse motivo, também
ndo existern produtos registrados para o seu controle em culturas brasileiras. Entretanto,
quando Duboisia sp. foi introduzida no Brasil na década de 80, o inseto se adaptou
rapidamente a essa cultura, causando danos bastante severos, podendo em altas infestagdes
(aproximadamente 60 larvas/planta) causar 100% de mortalidade em plantagdes (Tironi et al.,
2004).

Métodos de controle sdo escassos, € pouco estudados. Tironi et al. (2005) realizaram
estudos sobre a biologia do parasitoide Microctonus sp. (Hymenoptera: Braconidae)
ocorrendo naturalmente sobre C. luridus. Segundo os autores, no periodo de fevereiro a
junho, foi observado até 54% de parasitismo em insetos adultos coletados no campo, ¢ até
40% de parasitismo em experimentos de laboratério. Entretanto, segundo os autores, a
produgio em larga escala, para a realizagdo de liberagdes massais, é bastante dificil, e
inviabiliza o seu uso em programas de controle.

No que se refere ao controle microbiano, nfo existem registros da ocorréncia natural
de entomopatégenos, sendo esta uma possibilidade a ser estudada, principalmente com
relagdo aos nematoides entomopatogénicos, pois estes agentes vivem no solo, € sdo o método
mais indicado para controle de insetos com habitos cripticos, que passam pelo menos uma
fase do seu ciclo de vida no solo {Grewal et al., 2001; Lewis et al., 2006).

Os nematéides entomopatogénicos (NEPs) pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda:
Secernentea), na qual estdo localizadas as familias Steinernematidac ¢ Heterorhabditidae. A
familia Steinernematidae possui dois géneros: Steinernema Travassos, 1927 e
Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994, enquanto a familia Heterorhabditidae possui o
género Heterorhabditis Poinar, 1976. Atualmente, existem descritas e validadas cerca de 41
espécies do género Steinernema , uma do género Neosteinernema e 11 do género
Heterorhabditis, sendo que mais de 70% dessas foram descritas nos ultimos 20 anos (Adams
et al., 20006).

Neps apresentam quatro fases larvais (juvenis), uma fase adulta e ovo. O ciclo de vida
comega quando juvenis de terceiro estigio (J3), também chamados infectantes (JIs),
carregando células de bactérias em uma vesicula localizada na regifio anterior do intestino,
penetram no corpo do hospedeiro através de suas aberturas naturais quando Steinernema
(boca, anus, espiraculos) ¢ quando Heterorhabditis pelo tegumento (Forst e Clarke, 2002).

Os juvenis infectantes sdo morfologicamente adaptados & permanéncia no solo, pois
retém a cuticula do segundo estagio, e possuem o dnus e a boca fechados. Dentro do
hospedeiro, migram para a hemocele, onde perdem a cuticula extra ¢ defecam, liberando as
bactérias (Poinar, 1966). Assim s¢ multiplicam em um curto periodo de tempo e causam
septicemia no hospedeiro. Todas as fases ocorrem dentro do inseto, podendo haver varios
ciclos. Quando as reservas nutricionais do inseto encontram-se exauridas, juvenis da terceira
fase larval engolem algumas bactérias e saem em busca de outro inseto para infectar. S&o os
chamados juvenis infectivos (J1s), unica fase adaptada para sobreviver fora do inseto (Adams
e Nguyen, 2002).

Entre as principais vantagens apresentadas por estes agentes, esta o fato de serem mais

resistentes que outros agentes a defensivos agricolas, possibilitando sua uﬁlizﬁi f
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programas de Manejo Integrado de Pragas; podem apresentar agdo sinergistica com outros
agentes entomopatogénicos; apresentam boa capacidade de adaptagdo a novos ambientes,
desde que estes ndo apresentem condigdes adversas extremas; algumas espécies podem
difundir-se no ambiente, buscando pelo hospedeiro; podem reproduzir-se por partenogénese;
sdo in6cuos a plantas e outros animais, inclusive ao homem (Ferraz, 1998).

Sendo assim, este trabalho tera como objetivo, o estudo do uso de NEPs nativos
brasileiros como agentes de controle de C. luridus em condigdes de laboratério, casa de
vegetacdo e também em campo.

2. Objetivos
2.1 Objetivos Gerais

- Avaliar o potencial de nematoides entomopatogénicos visando o controle de
Cyrtomom luridus em cultivos de Duboisia sp.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar selegdo de isolados de nematoides entomopatogénicos visando o controle de
Cyrtomom luridus (com base na viruléncia e concentragéo letal);

- Realizar testes em casa de vegetagdo para validar a eficiéncia do isolado escolhido
antes de realizar testes em campo (analisando capacidade de deslocamento e eficiéncia quanto
a aplicagdo no solo);

- Avaliar o potencial do isolado escolhido em condi¢des de campo, testando diferentes
metodologias de aplicagdo, concentragdes e tempos de aplicagdo;

3. Metodologia

3.1 Obtengio de Isolados

Serdo utilizados apenas isolados nativos brasileiros nos testes de selegdo de isolados
de nematoides entomopatogénicos visando o controle do coledptero C. luridus. Para tanto,
ser4 solicitado junto a EMBRAPA TRIGO (Passo Fundo — RS) o envio das estirpes NEPETS,
bem como ao Instituto Bioldgico (Campinas — SP) e a Universidade Federal de Lavras
(Lavras — MG) o envio dos isolados nativos que estas possuem para que sejam utilizados nos
testes.

Paralelamente ao desenvolvimento dos outros experimentos, durante as escavagdes
para coleta de larvas para os testes, serdo procurados insetos que apresentem sintomatologia
de infecgdo natural por nematoides entomopatogénicos. Caso sejam encontrados, esses insetos
serdio coletados e enviados ao laboratério de Entomologia e Controle Microbiano da UENP,
para isolamento do nematoide.

Serdio também, coletadas amostras de solo na regifio, para tentativa de isolamento é
NEPs pelo método de isca-viva. /,
C
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Para montagem das armadilhas de iscas-vivas, serdo coletadas amostras de 200g de
solo, que serdo etiquetadas, acondicionados em sacos plasticos, e em seguida em caixa de
isopor, onde serdo transportados até o Laboratorio de Entomologia da UENP.

No laboratorio, as amostras serfio dispostas em potes plasticos, e em seguida recebero
de 4 a 6 larvas de Galleria mellonella (5° instar), os potes serdo entfo tampados e invertidos,
para aumentar ¢ contato do solo com os insetos.

Apds 5 dias, os potes serfio abertos, ¢ 0s insetos mortos que apresentarein
sintomatologia caracteristicas da infecg¢fo por nematoides entomopatogénicos serdo lavados
em dlcool 70%, agua destilada e acondicionados em cdmara seca, € posteriormente em
armadilha de White para coleta dos nematoides.

Apds a coleta, os isolados serio mantidos em suspensio aquosa em frascos
Erlenmeyer em cimara climatica & temperatura de 16°C. Quando necessario, a multiplicacéo
sera feita pelo método in vivo, em larvas do ultimo instar de Galleria mellonella Linnaeus,
1758 (Lepidoptera: Pyralidae) provenientes do laboratério de Entomologia, Campus de
Comnélio Procdpio da UENP, criadas de acordo com metodologia descrita por Dolinski
(2005).

Serdo analisados todos isolados possiveis, visando a escolha de dois mais virulentos
para os testes posteriores.

3.2 Multiplicag¢do e manuteng¢io dos Isolados

Manutengdo de G. mellonella: o preparo da dieta sera feito conforme metodologia de
Kaya & Stock 1997.

Manutengfio dos nematoéides: para a produgdo in vivo, 30 larvas de 5° instar de G.
mellonella serdo colocadas em placas de Petri de 15c¢m de didmetro contendo papel filtro
duplo e inoculadas com aproximadamente 20 Juvenis Infectantes (JIs) /larva e mantidas em
cimaras climaticas. Apos um periodo de dois dias as larvas mortas serdo retiradas e colocadas
em camara seca (placa de Petri com papel filtro) onde permanecerdo por 5 dias, também em
cdmara climatica, para desenvolvimento dos nematdides e observacfo da sintomatologia
caracteristica da infecgdo, onde as larvas ficam ligeiramente encurvadas e de coloragéo
vermelha acentuada.

Em seguida, as larvas serfo colocadas em armadilhas de White (White, 1927). Esta
consiste de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro com um pedago de material acrilico
fixado no centro da placa, sobre o qual ¢ colocada uma folha de papel filtro, onde séo
depositadas as lagartas mortas e ja incubadas por cinco dias em cémara seca. A armadilha
recebe ainda cerca de 2mL de 4gua destilada. A umidade estimula a saida dos nematéides, que
ficam suspensos na agua, de onde serdo recolhidos diariamente durante cinco dias.

A multiplicagio também podera ser conduzida com larvas de Tenebrio molitor, cuja
criagdo sera mantida em cdmara climdtica, com foto fase de 12 horas, a temperatura e a
umidade relativa do ar de 25 + 1 °C e 60 + 5%. Os insetos serdo mantidos em caixas plasticas
com tampa perfurada, de tamanho de 17 x 24 x 9cm de largura, comprimento e altura,
respectivamente, contendo tipo de dieta a base de farinha de trigo, farelo de trigo, germem
trigo, pdo ¢ batata doce.

3.3 Manutengio dos isolados
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Para a multiplicag3o dos isolados pelo método in vivo serdo utilizadas 30 larvas de 5°
instar de G. mellonella ou T. molitor que serfio colocadas em placas de Petri de 15cm de
didmetro contendo papel filtro duplo e inoculadas com aproximadamente 20 Juvenis
Infectantes (JIs) /larva ¢ mantidas em cAmaras climaticas sem fotofase, a 25+1 °C ¢ UR
60+5%. Apds um periodo de dois dias as larvas mortas serfio retiradas e colocadas em camara
seca (placa de Petri com papel filtro) onde permanecerfio por cinco dias, também em cimara
climatica, em iguais condigdes, para desenvolvimento dos nematbides e observagio da
sintomatologia caracteristica da infecg#o.

Em seguida, as larvas serfio colocadas em armadilhas de White (White, 1927), que
consiste em uma placa de Petri de 9 ¢cm de didmetro com um pedago de material acrilico
fixado no centro da placa, sobre o qual ¢ colocada uma folha de papel filtro, onde sdo
depositadas as lagartas mortas e ja incubadas por cinco dias em cdmara seca. A armadilha
recebe ainda cerca de 2mL de dgua destilada. A umidade estimula a saida dos nematéides, que
ficam suspensos na agua, de onde serfo recolhides diariamente durante cinco dias.

Apbs a coleta, os NEPs serdo mantidos em camara climatica a 16+1°C em suspenséo
aquosa por um periodo maximo de uma semana, aguardando a montagem dos experimentos.

3.4 Selegiao de Isolados

Serdo coletadas larvas de terceiro instar do besouro em campo e levadas ao
laboratédrio, onde os insetos serdo mantidos em solo imido, contendo raizes de Duboisia sp.
ou brotos de batata como alimento.

Para os testes de selegio de isolados, as larvas serdo distribuidas em placas de Petri
de 9 cm de didmetro contendo 20g de areia estéril ¢ pedagos de raiz de Duboisia sp ou brotos
de batata. Os insetos serdo cobertos com a areia, ¢ os isolados aplicados em 3mL de
suspensdo na concentragéo de 100J Is/cm’.

As placas serio mantidas em cémara climatica a 25°Cx1, UR de 70+ 10. As
avaliagdes serdo didrias até o 5° dia, observando-se o niumero de insetos mortos estimando-se
a porcentagem de mortalidade. As larvas mortas serdo transferidas para cdmara seca, onde
permanecerdo por mais cinco dias, e em seguida serdo dissecadas com auxilio de microscopio
estereoscopio, para confirmacgfio da mortalidade.

O delineamento experimental serd dependente da quantidade de isolados avaliados
para posteriormente determinar a quantidade de tratamentos totais.

O numero médio de larvas mortas por nematdides serd analisado utilizando
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, feitas pelo
programa estatistico Sisvar (Fereira, 2002).

3.5 Teste de Concentragdes para a utilizagio de nematéides entomopatogénicos visando
o controle do besouro Cyrtomom luridus.

Serdo selecionados os dois melhores isolados nativos com base nos testes de
viruléncia. Ambos isolados serdo aplicados em sete concentragdes diferentes (0 - testemunha;
50; 100; 200; 400; 800 e 1000 Jls/inseto).

Serdo coletadas larvas de terceiro instar do besouro em campo e levadas ao

laboratério, onde os insetos serdo distribuidos em placas de Petri de 9 cm de dif?lme:%w

contendo papel filtro duplo (oito insetos/placa). A unidade experimental (parcela) serd de urga
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placa de Petri de 9 cm de didmetro contendo dez insetos, ¢ cada tratamento serd repetido 5
vezes.

Sera avaliado até o 5° dia, analisando os insetos mortos, calculando-se a porcentagem
de mortalidade. As larvas mortas serdo mantidas em cimara seca para observagdo da
sintomatologia durante cinco dias. Em seguida, os insetos serdo dissecados com auxilio de
microscopio estereoscdpico para confirmago da mortalidade.

O delineamento a ser utilizado sera inteiramente casualizado com 14 tratamentos (2
isolados + 7 concentragdes).

O numero médio de larvas mortas por nemat6ide serd analisado utilizando ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e a analise de regressdo sera
feita pelo programa estatistico Sivasr (Ferreira, 2002).

3.6 Testes para avalia¢io da capacidade de deslocamento dos isolados em coluna de solo

Os isolados que forem selecionados também serio avaliados quanto a capacidade de
deslocamento em coluna de solo, simulando uma situagfio mais proxima as condigdes de
campo.

Para montagem da coluna serfio utilizados pedagos de cano PVC de 150 mm de
didmetro, com altura de 10cm, com tela plastica colada em uma das extremidades. Cada
pedago de cano, apds ser preenchido com solo ndo esterilizado, receberé raizes de Duboisia sp
sobre 0 qual serfo transferidos 10 insetos. Os pedagos de cano serdo entéio empilhados até a
altura de 50 cm (5 pedagos) e unidos com fita adesiva.

O nematoide sera aplicado em suspensfio aquosa no topo da coluna, em um volume de
no maximo 10 mL de 4gua, na concentragéo de 100J1s/cm®. Apos a aplicago, as colunas de
solo serfo mantidas em cdmara de vegetagfio, em temperatura ambiente e a avaliagdo serd
feita 5 dias ap6s, desmontando-se as colunas ¢ contando o nimero de insetos vivos € mortos
em cada extrato da coluna. O experimento serd conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com esquema fatorial 3 (dois isolados e a testemunha,) x 5 (diferentes
profundidades). Os dados referentes aos diferentes métodos de aplicagdo serdo submetidos ao
teste de comparagio de médias Tukey (P<0,05), enquanto que o desempenho de cada
tratamento, quanto ao deslocamento, sera submetido a andlise de regressdo.

3.7 Testes de compatibilidade do NEP com produtos quimicos usados na lavoura

Para avaliar a compatibilidade dos isolados escolhidos com agroquimicos utilizados na
lavoura de Duboisia sp. sera utilizado o protocolo de Vainio (1992), adaptado por Negrisoli
(2006).

Assim, os nematbides serfo obtidos de lagartas de G. mellonella, mantidos em
suspensdo aquosa e estocados por até uma semana antes da utilizago do experimento. O
produto fitossanitario sera preparado com o dobro da maior concentragdo de ingrediente ativo
recomendado pelo fabricante. Desta solugdo sera retirada uma aliquota de 1 mL e colocada
em cinco tubos de vidro por tratamento, nos quais setdo adicionados 2.500 JIs em 1 mL de
agua destilada e agitados.

O bioensaio sera conduzido em cAmara de climatizada a 22°C+1 e UR de 70+10%. A
viabilidade dos nematdides sera avaliada 48 horas apés exposi¢do aos produtos. Para tantg
uma aliquota de 0,1 mL da suspenséo serd retirada e observados 100 JIs para a determinagéo - )

v

4
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da mortalidade. Serfio considerados mortos aqueles que ndo responderam a estimulo com
estilete.

A infectividade dos nematdides serd testada nos mesmos periodos que a viabilidade.
Os tubos serfio completados com agua destilada (3 mL) e deixados para decantar por meia
hora na geladeira. O sobrenadante (cerca de 3mL) sera descartado e a lavagem repetida por
trés vezes. Apds a lavagem, 0,2 mL (cerca de 100 JIs) serdo retirados do fundo de cada tubo e
pipetados em cinco placas de placas de petri (9 cm de didmetro) com papel filtro por
tratamento. Cada placa recebera dez lagartas de Gltimo instar de G. mellonella e mantida em
camaras climatizadas nas mesmas condi¢des que o teste anterior, durante cinco dias. As
lagartas mortas serdio transferidas para placas de petri (9 cm de didmetro) contendo uma folha
de papel filtro seco ¢ mantidas no escuro por mais trés dias, sendo submetidas a dissecagdo
para a avaliagfo da presenga de nematoides.

Os valores de mortalidade de lagartas e nematdides serfo submetidos & andlise de
varidncia. A diferenga na viabilidade ¢ infectividade das espécies de NEPs serd determinada
usando o teste de Scott-Knott (P < 0,05). A interagfio entre tempo de exposicio e
concentragio do produto sera determinada pela regressdio polinomial em cada espécie de NEP.
Originalmente, o método preconiza que valores de mortalidade de
nematdides ou redugiio de infectividade maiores de 50% caracterizam o produto como
incompativel com os nematoides testados. No entanto, para melhor comparagio entre as
metodologias, ndo sera utilizada essa classificagio.

3.8 Testes em casa de vegetaciio

Ap6s selecdo do isolado e da realizagio dos demais testes, serdo realizados testes em
casa de vegetagdo com plantas infestadas artificialmente, para observar a agio do nematdide
em condi¢des semelhantes ao campo.

Para tanto, plantas com 90 dias apds o plantio da estaca, serdo acondicionadas em
vasos de SL. usando solo como substrato (com tratamento de adubagem de acordo com o
recomendado para a regiio). Apos o estabelecimento das plantas, estas serdo infestadas com
10 larvas/vaso, e mantidas em casa de vegetagfo por 5 dias, para aclimatagfo das larvas. Em
seguida, serd feita aplicagio do nematéide via suspensdio aquosa, na concentragio de
100J1s/cm’ (4rea do vaso).

Os vasos serfio mantidos em casa de vegetagio por mais 5 dias, e em seguida sera feita
avaliagfio, arrancando as plantas, e contando o nimero de larvas mortas e vivas em cada vaso.

Sera também feito um tratamento testemunha, que receberd apenas dgua destilada,
durante a aplicagio. Cada tratamento serd repetido 15 vezes, sendo que cada vaso
correspondera a uma parcela do experimento.

Ao final, 0 niimero médio de larvas vivas/vaso ser4 submetido a teste de médias pelo
teste de Tukey, para avaliar a eficiéncia do nematoide em controlar as larvas de C. furidus.

3.9 Testes em condi¢des de campo , '
Os testes, em condigdes de campo, serdo conduzidos na cidade de Arapongas, est@\
do Parana, nas plantagées de Duboisia sp., mantidos pela empresa Solana. )
.
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Seré realizada uma amostragem de larvas do besouro na drea onde sera instalado o
experimento, sendo realizadas escavagdes em algumas plantas para que seja diagnosticada a
presenca dos insetos e coletados em diversos pontos da area, para que seja considerada uma
avaliag3o homogénea.

Sera utilizado o melhor nematéide escolhido no experimento anterior, caracterizado
por melhor produzir em laboratorio e por ter alta viruléncia a larva.

O nematdide sera aplicado em suspensdo aquosa com auxilio de equipamento
desenvolvido pela empresa para a aplicagfio de produtos quimicos. Além do tratamento com
nemat6ides, sera feito um tratamento testemunha ¢ outro com produto quimico como padro
de comparagao.

O experimento sera feito em blocos distribuidos no espago, sendo que cada bloco
consistira em trés ruas da plantagdo de Duboisia sp. com 30 plantas em cada linha. Para
critério de avaliagdo, serfio descartadas as linhas das laterais, bem como as 10 plantas de cada
extremidade, sendo avaliadas portanto, 10 plantas da linha central de cada bloco.

Além disso, sera feita avaliago da persisténcia dos nematdides no campo, coletando-
se 300 g de solo em volta das plantas, nas quais esses serdo aplicados. As amostras de solo
serdo encaminhadas ao Laboratério de Entomologia da UENP em caixa térmica, onde serdo
submetidas a analise de persisténcia pela técnica isca-viva (Kaya & Stock, 1997), usando
larvas de ultimo instar de G. mellonelia.

Os dados obtidos serdo submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A eficiéncia de controle dos tratamentos sera

calculada pela férmula de Abbott (1925).

3.10 Outros testes: a partir dos resultados obtidos nos testes acima propostos, serd possivel
avaliar o potencial dos nematoides entomopatogénicos para o controle de C. luridus. Em caso
de resposta positiva, outros testes deverdo ser propostos, visando avaliar diferentes técnicas de
aplicacfio, nimero de aplicagdes necessarias para controle efetivo, entre outros.

Serd necessario também, avaliar formas de produgéo do nematoide para seu uso em larga
escala, possibilitando a aplicagdo massal no campo.

3.11 Propriedade e direitos autorais —-
A UENP se reserva ao direito autoral de todos os dados produzidos a partir desse traball-é
incluindo o direito de patente e registro das tecnologias produzidas.
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