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1 Introdução 

Os nematoides entomopatogênicos (NEPs) têm a sua virulência detectada devido à

simbiose  com bactérias  existentes  em seu  corpo,  as  quais  penetram nos  insetos  por  vias

abertas,  como  boca,  ânus  e  espiráculos.  Após  sua  entrada,  a  bactéria  se  encarrega  da

mortalidade do inseto alvo (TRAMONTIN, 2022), em um período de aproximadamente 72h.

O uso de produtos químicos para o controle de pragas criou muitos efeitos indesejados

sendo que um dos maiores problemas é devido aos resíduos de inseticidas químicos e ao

desenvolvimento de resistência a estes pelas pragas. Assim,  o manejo integrado de pragas

(MIP)  com  NEPs  surge  como  uma  alternativa  para  substituir  o  uso  desses  agrotóxicos

químicos (REDDY & CHOWDARY, 2021 ; TRAMONTIN, 2022). 

Os  NEPs  são  afetados  pelas  propriedades  do  solo,  como  textura,  umidade,

temperatura e matéria orgânica. Essas propriedades podem ser drasticamente alteradas pela

agricultura e suas práticas de manejo (JAFFUEL et al., 2016). Dessa forma, é necessário que

ocorra estudos para detectar a ocorrência de NEPs em localidades ainda não exploradas.

2 Objetivos 

Coletar amostras de solo e, se positivas, isolar nematoides e testar a infectividade e

virulência e posteriormente identificar os isolados por meio de análise molecular.

3 Metodologia 

Para  o  isolamento dos  NEPs foram realizadas  coletas  de  solos  nos  municípios  de

Coronel Freitas, Lajeado Grande e Xaxim. Ao todo foram avaliadas seis áreas diferentes e
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coletadas 10 amostras em cada uma, o que totalizou 60 amostras.

As amostras foram coletadas de 0 a 5 cm de profundidade do solo. Em cada ponto da

amostragem foram coletados cerca de 500 g de solo e acondicionados em sacos plásticos, e

posteriormente  encaminhados  ao  Laboratório  de  Botânica,  Ecologia  e  Entomologia  da

Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecó.

No laboratório, cada uma das amostras foi subdividida em subamostras de 100 g. A

pesagem do solo úmido e solo seco foi realizada para verificar a porcentagem de umidade

presente  no  solo e  para  isso  foi  utilizado aproximadamente  de  5 g  das  amostras.  Para  o

restante do solo foi adotada como referência a metodologia citada por Kaya & Stock (1997)

Dessa forma, foi feito subamostras com 100 g de solo e colocadas em copos plásticos de 300

mL.  Em  seguida  foram  adicionadas  quatro  larvas  de  Tenebrio  molitor  (Coleoptera:

Tenebrionidae)  em  último  ínstar  para  cada  recipiente  com  o  solo  umedecido  com  água

destilada  e  posteriormente  vedados  com  tecido  “voile”  e  atilho  de  borracha  para  evitar

possível fuga e possibilitar trocas gasosas.

As amostras foram dispostas sobre bancada e mantidas em temperatura ambiente.

Após sete dias foi realizada a retirada das mesmas e verificada a sintomatologia dos cadáveres

encontrados. Larvas vivas foram descartadas e as larvas mortas passaram por um processo de

desinfecção, os cadáveres passaram pela etapa de desinfecção, inicialmente foram lavados em

água destilada para que o excesso de solo fosse retirado e em seguida eram esterilizados

(cerca de um segundo em contato com álcool 96%), depois com hipoclorito de sódio a 10 % e

finalizando novamente com água destilada, de modo com que possíveis nematoides de vida

livre ou contaminações foram retiradas das larvas, em seguida as larvas foram transferidas

para uma placa de Petri contendo papel filtro ficando em câmara seca (CS), em um período de

cinco  dias  em  uma  incubadora  B.O.D.  com  ambiente  controlado  para  que  o  ciclo  do

nematoide seja finalizado (MOLINA & LÓPEZ, 2001). 

Após passados os cinco dias dentro da CS, as larvas foram colocadas na armadilha de

White (AW) para que os NEPs pudessem emergir com o estímulo da umidade e dessa forma,

os juvenis infectantes (JIs) pudessem ser coletados. Em seguida, foi realizada a coleta dos

NEPs  e  para  a  comprovação  de  que  os  isolados  são  de  fato  NEPs,  os  mesmos  foram

multiplicados em larvas de T. molitor até atingir a quinta geração (WHITE, 1927). 

Para  a  identificação molecular  dos  isolados,  esses  foram enviados  para  a  UENP



Campus Cornélio Procópio - PR, e o DNA genômico foi extraído de juvenis infecciosos (JIs),

e  utilizado  o  kit  comercial  Pure  Link®  Genomic  DNA  (Invitrogen,  EUA),  seguindo  as

instruções do fabricante.  A metodologia utilizada para a análise molecular foi descrita por

Tamura (TAMURA et al., 2021).

4 Resultados e Discussão

Nas seis áreas coletadas houve mortalidade de larvas em cinco delas, entretanto nem

todas as larvas mortas no restante das amostras foram decorrentes do efeito dos NEPs (Tabela

1).

Tabela 01: Larvas Mortas e Positivas para Nematoides Entomopatogênicos

Em alguns estudos foi observado a presença de NEPs em amostras positivas de áreas

de florestas, pastagens nativas, árvores frutíferas e milho, além de soja e tabaco (BARBOSA-

NEGRISOLI, 2010). E em áreas de cerrado e mata e que são caracterizadas pela presença de

cobertura vegetal de alta densidade (ANDALÓ, 2018). E também em áreas agrícolas do oeste

catarinense (MORAIS, TRAMONTIN & ANDALÓ, 2020).



Tabela 2:  Identificação dos nematoides e percentual de similaridade

Os NEPs  identificados a  partir  da  análise  molecular  foram predominantemente  da

espécie  Oscheius tipulae  (Rhabditidae) (Tabela 2). É uma das espécies de nematoides mais

comuns no solo de diferentes partes (não desérticas) do mundo. É amplamente distribuído e

abundante em amostras de solo. É encontrado principalmente (ou exclusivamente) no estágio

Dauer  (estágio  de  resistência)  e  foi  originalmente  isolado  de  larvas  de Tipula  paludosa

(Diptera: Tipulidae) (FÉLIX, 2006).

5 Conclusão

Dessa  forma,  conclui-se  que  ocorreu  a  confirmação  da  presença  de  NEPs,  das

subamostras  feitas,  seis  foram  positivas  e  continham  nematoides  entomopatogênicos

confirmados após realização da multiplicação e sequenciamento de DNA, na áreas amostradas

foi possível detectar a presença da espécie Oscheius tipulae.
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