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Resumo

Resumo

A mosca-do-Mediterraneo, Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae)
€ uma praga importante de diversas espécies de fruta nos Acores, comprometendo
economicamente a sua producdo. Para o controlo de C. capitata tem-se recorrido
essencialmente ao uso de insecticidas, dai que o estudo de métodos de controlo
alternativos seja de grande importancia para a reducdo populacional da praga.
Pretendeu-se com este trabalho contribuir para o estudo do impacto da utilizacdo de
armadilhas de esterilizacdo de C. capitata, ADRESS®, instaladas na principal zona de
producdo de citrinos de Sdo Miguel, em Rabo de Peixe. Esta avaliacdo foi efectuada
mediante o estudo da abundéncia populacional da praga, bem como da verificacdo da
infestacdo dos frutos hospedeiros, ao longo de dois anos. Através da analise destes dois
parametros, verificou-se uma ligeira reducdo da populacdo da praga no segundo ano de
estudo, em comparacao com uma zona controlo (Lagoa); quanto a infestacdo dos frutos,
verificou-se uma reducdo significativa no numero de picadas por grama de fruta
colhida. Os resultados obtidos indicam que o efeito cumulativo da esterilizacdo quimica
ocorreu de um ano para o outro. Estes resultados sdo considerados como preliminares,
no entanto podem ser encarados como promissores, aguardando-se a obtencdo de mais
dados nos proximos anos.

A segunda parte deste trabalho debrugou-se sobre o impacto do complexo
Steinernema carpocapsae/Xenorhabdus nematophila na inducdo de genes de resposta
imune por C. capitata. Foi observada, a presenca de nematodes em adultos de C.
capitata, quando estes tinham sido infectados na fase larvar (L3), bem como a presenca
destes em pupas vivas. Foi confirmada a presenca de X. nematophila em pupas e adultos

de C. capitata infectados, através de analise do 16S da bactéria. Com este trabalho,
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pretendeu-se criar linhas orientadoras para futuros estudos, nomeadamente a
optimizagéo de todas as condigOes, no que diz respeito a programas de PCR, para o

estudo da expressdo de genes de resposta imune por C. capitata.

Palavras-chave:Ceratitis capitata, controlo biotécnico, ADRESS®, nematodes

entomopatogénicos, genes de resposta imune.



Abstract

Abstract

The Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera:
Tephritidae) is a prominent pest that spoils various types of fruits in the Azores,
compromising the production of fruit at an economical level. The control ofC.
capitatais usually done with insecticides. For that reason, the studies of alternative
control methods to reduce pest population are very important. It was intended to
contribute to the study of the impact of C. capitata sterilization traps, ADRESS®,
installed in the main citrus production area of S&o Miguel, Rabo de Peixe. This
evaluation was made through the study of the fruit fly population as well as the
infestation of the host fruits, during two years. Through the analyses of these two
aspects, it was verified a slight reduction of the pest population in the second year of the
study in comparison to a control area (Lagoa);in respect to the fruit infestation, it was
verified that there were a significant reduction in the number of infected fruits per gram.
The results obtained in this study indicates that the chemo sterilizer cumulative effect
occurs from first to second year. These results are considered preliminary, however, can

be regarded as promising, waiting to obtain more data in the coming years.

The second half of this study was focused on the Steinernema carpocapsae /
Xenorhabdus nematophila complex impact, in the induction of immune response genes
by C. capitata. For this purpose the presence of nematodes in C. capitata adult insects
were ascertained when they had been infected in the larval stage (L3), as well as the
presence of these in live pupae. The presence of X. nematophila in pupae and infected
adults was confirmed through analysis of the bacterial 16 S gene. It was intended to

create guidelines for future studies, namely the optimization of all conditions when it
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comes to PCR programs for the study of expression of immune response genes by C.

capitata.

Keywords: Ceratitis capitata, biotecnic control, ADRESS®, chemosterilisation,

entomopathogenic nematodes, immune response genes.
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1. Ceratitis capitata

1.1 — Aspectos Gerais

Os insectos fitofagos da familia Tephritidae, vulgarmente referidos como
"verdadeiras" moscas-da-fruta, oferecem diferentes historias de casos de invasfes de
sucesso, principalmente mediadas pelo Homem. Esta familia inclui mais de 5.000
espécies em todo o mundo, aproximadamente 1.400 das quais desenvolvem-se em
frutos carnosos. Os quatro géneros principais desta familia sdo Ceratitis, Bactrocera,
Anastrepha e Rhagoletis, que incluem espécies de pragas importantes (White e Elson-
Harris, 1992). Nos ultimos anos, 0s insectos destes géneros tém sido encontrados fora
da sua area original, como resultado do crescente comércio de frutas e da industria do

turismo (Figura 1).
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Figura 1- Mapa de distribuicdo mundial de algumas das principais espécies de moscas-da-fruta (modificado
de CABI/EPPO 1998).

Através do movimento de frutas infestadas durante os séculos XIX e XX,

as moscas-da-fruta estabeleceram-se na regido Mediterranica, Havai e numerosas ilhas
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do Oceano indico e Atlantico, e na maioria das principais regides continentais, com
excepcdo da Asia e da América do Norte (White e Elson-Harris, 1992).

As moscas do género Ceratitis, que abrange cerca de 78 espécies, mostram
padrbes altamente evoluidos de comportamento, que Ihes permite superar as pressdes da
selecgdo natural e continua para optimizar o seu sucesso reprodutivo. Entre essas
espécies, a mais notoria (White et al. 2000) é a mosca-do-Mediterraneo, Ceratitis
capitata, que esta distribuida na maioria das regiGes tropicais e temperadas do mundo, e
constantemente ameagca invadir novas areas (Carey, 1991).

Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), também designada de
mosca-do-Mediterraneo, € uma das pragas mais devastadoras de frutas, devido a sua
distribuicdo global, grande variedade de hospedeiros (Liquido et al., 1991), disperséo

rapida (Papadopoulos et al., 2003) e adaptacdo a baixas temperaturas (Del Pino, 2000).

C. capitata € um insecto holometabdlico. O ciclo de vida ocorre em trés
ambientes: no solo, no fruto e na vegetacdo. As fémeas adultas, ao atingirem a
maturacdo e depois de fecundadas, dirigem-se para os frutos jovens da planta
hospedeira, depositando os ovos em numero variavel. Cada fémea pode por 800 ovos,
embora a média se situe proximo dos 300 ovos (Thomas et al., 2001).Apos a postura
dos ovos e para temperaturas médias de 29°C, as larvas desenvolvem-se na polpa da
fruta durante 6 a 11 dias, originando galerias. No fim do seu desenvolvimento as larvas
saem da fruta e as pupas desenvolvem-se no solo (2 a 10 cm de profundidade), estando
mais protegidas de possiveis inimigos e adversidades ambientais. Ao fim de 9 a 11 dias,
a temperaturas de 26 a 27°C, da-se a emergéncia dos adultos. Depois da emergéncia, 0

insecto adulto inicia a procura de alimentos de que necessita para atingir a maturidade
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sexual, de forma a acasalar-se e proceder a postura de ovos, dando inicio a um novo

ciclo (Pereira, 2003).

Figura 2- Adultos machos e fémeas de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Madeira- Med)

1.2 — Importéancia Econémica

Ceraitis capitata € endémica da regido tropical subsaariana (Gasparich et al.,
1997), e pode completar o seu desenvolvimento em mais de 400 espécies de plantas em
regides tropicais, subtropicais e temperadas (Copeland et al, 2002). Este insecto € uma
das mais difundidas e graves pragas de frutos comestiveis (Weems, 1981; Liquido et al,
1990, White e Elson-Harris, 1992). Os danos nos frutos iniciam-se quando uma fémea
oviposita sob a pele externa do fruto. Um a dois dias apds a oviposi¢do dos ovos, as
larvas comecam imediatamente a alimentar-se da polpa da fruta. A rapida deterioracdo
resultante desta alimentacdo faz com que os frutos ndo sejam comercializaveis, nem
comestiveis.

A presenga de C. capitata pode ter graves implicacbes econdmicas para 0s
produtores e exportadores, reduzindo o rendimento das culturas, aumento os custos de
gestdo e afectando negativamente o comércio entre os paises ou dentro do mesmo pais
(Siebert, et al, 1995). A sua presenca pode ser prejudicial para a biodiversidade natural

de uma regido (Messing, 1993). Além da influéncia negativa na agricultura,
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investigacOes recentes tém também destacado a influéncia negativa de C. capitata sobre
a salde humana como um vector de transmissdo de doencas de origem alimentar
(Lauzon, 2003; Sela, et al. 2005).

A incidéncia de C. capitata é também um factor de preocupacéo por causa do
aumento dos custos de producdo, devido as frequentes aplicacfes de insecticidas e
perdas de producdo (Nora et al. 2000).

De entre as espécies de frutas hospedeiras mais frequentes de C. capitata,
destacam-se: nas Rosaceae, ameixas (Prunus domestica), péssegos (Prunus persica) e
macas (Malus sylvestris); nas Rutaceae, laranjas (Citrus sinensis), lim&o doce (Citrus
aurantifolia) e toranja (Citrus paradisi); nas Rubiaceae, café (Coffea arabica); nas
Anacardiaceae, manga (Mangifera indica); nas Myrtaceae, feijoa (Feijoa sellowiana);
nas Lauraceae, abacate (Persea americana); e, nas Caricaceae, papaia (Carica papaya)
(Figura 3)(Krainacker et al. 1987; Fimiani 1989; Zucoloto 1993%; Carvalho e Aguiar,

1997; Papadopoulos et al. 2002; Ovruski et al. 2003; Medeiros, 2005).
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Figura 3 — Espécies de fruta hospedeira de C. capitata (1 — Citrus sp., 2 — Prunus

persica, 3 — Eriobotrya japonica, 4— Pyrus sp., 5 — Psidium cattleianum, 6 — Ficus

carica).
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Um dos pardmetros a considerar relativamente aos prejuizos causados por C.
capitata é o Nivel Econdmico de Ataque (NEA), definido como a densidade do inimigo
da cultura a que devem ser tomadas medidas de combate para impedir que 0 aumento da
populacéo atinja o nivel prejudicial de ataque (Amaro, 2003).

Se a praga ndao é combatida, surge, em pleno Verdo e no Outono, com
densidades populacionais elevadas, tornando-se mais dificil e dispendioso o seu
combate. E por isso que se aconselha uma vigilancia permanente e que a luta se inicie
logo que as capturas se tornam consistentes, isto €, deixam de ser esporadicas
independentemente do baixo nimero de capturas. Para se proceder a estas capturas deve
recorrer-se a utilizacdo de armadilhas, especialmente concebidas para atrairem este

insecto. (Shelly e Mcinnis, 2001).

1.3 - Controlo de Ceratitis capitata

As moscas-da-fruta afectam a producdo e comercializacdo de frutas de dois
modos. O primeiro através do prejuizo causado pelas larvas, que destroem a polpa dos
frutos, tornando-os imprdprios para 0 consumo in natura ou para processamento
industrial, favorecendo também infeccdes por fungos e bactérias. O segundo, e talvez
mais importante modo, é a imposicdo de medidas de quarentena pelos paises
importadores, devido ao risco de introducdo de pragas e doencas provenientes das
regides produtoras de frutas (Vidal e Silva, 2005).

O desenvolvimento de técnicas de controlo de C. capitata é de fundamental
importancia, devido as consideraveis perdas econOmicas causadas na fruticultura

(Corsato, 2004).
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Para Azevedo Junior et al. (1998), C. capitata assume grande importancia
porque pode ocorrer durante todo o ano, devido & grande diversidade de frutos que
ataca, apresentando o que normalmente ¢ chamado de “sucessdo de hospedeiros”, ou
seja, passa de uma fruteira para outra, & medida que estas véo frutificando ao longo do
ano.

A existéncia de hospedeiros silvestres proximos de pomares comerciais agrava o
problema na regulacdo da densidade populacional (Malavasi, 1980). Quando existem
hospedeiros em abundancia, a populacdo de moscas-da-fruta aumenta e ocorre migragao
a procura de habitat e condi¢bes mais favordveis, em particular quando a
disponibilidade de frutos diminui, sendo através da sucessdo de hospedeiros que as

populacdes se mantém em niveis elevados (Malavasi e Morgante, 1981).

Como alternativa ao uso de insecticidas nos sistemas ecoldgicos, varios métodos
de controlo tém sido aplicados, visando uma rapida ac¢do sobre a praga de forma a
obter a reducdo da populacdo para niveis economicamente aceitaveis. Assim, de entre 0s
métodos mais utilizados destacam-se: a luta biotécnica, pelo uso massivo de armadilhas,
a luta autocida, atraves da Técnica do Insecto Estéril, e a luta bioldgica, através do uso

de inimigos naturais como sejam parasitoides e nematodes entomopatogénicos.

1.3.1 — Nematodes Entomopatogénicos
Os programas de Proteccdo Integrada de pragas tém incentivado o uso de
medidas alternativas de controlo de moscas-da-fruta, sendo o controlo biologico o mais

indicado.
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Neméatodes entomopatogénicos (EPN) das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae estdo disponiveis comercialmente em muitas partes do mundo para

controlar um nimero distinto de insectos pragas do solo (Kaya e Gaugler, 1993).

A biologia de EPN torna-os excelentes candidatos para o controlo de insectos
pragas do solo. Os nematodes de ambas as familias estdo associados a bactérias
mutualistas. No género Steinernema as bactérias associadas sdo do género
Xenorhabdus, enquanto que no género Heterorhabditis as bactérias associadas sdo do
género Photorhabdus. As células bacterianas sdo transportadas como simbiontes no
trato intestinal apenas no estado de vida livre do nematode, as formas infecciosas jovens
(IJ — Infective Juveniles) (Kaya et al. 2006). As 1J entram no insecto hospedeiro através
dos orificios naturais (boca, anus, e espiraculos) e, posteriormente, penetram no
hemocélio, onde as células bacterianas sao libertadas, causando a morte do insecto num

periodo de 48 h.

H& muito interesse na utilizacdo de EPNs como agentes de controlo biolégico ja
que sdo seguros de usar, faceis de produzir em massa e podem ser aplicados usando
equipamento de pulverizacdo padrdo (Wright et al., 2005).

A Organizacdo Europeia e Mediterranea de Proteccdo de Plantas considera
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) e C. capitata como pragas de quarentena
A2, e recomenda o desenvolvimento de novos métodos de controlo (OEPP / EPPO,
2006). Estudos de viruléncia de estirpes de EPNs contra S. littoralis e C. capitata sdo
raros (Abdel-Razek, 2006).

Ao tentar encontrar uma alternativa eficaz e mais segura de controlo de C.
capitata, varios estudos tém sido realizados para avaliar a eficiéncia de EPNs contra

esta praga. Tem sido observada elevada susceptibilidade deste insecto, indicando que 0s

10
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nematodes sdo potenciais agentes de controlo biolégico contra C. capitata. Além disso,
C. capitata passa parte do seu ciclo de vida no solo, onde os EPNs sdo encontrados
(Lindegren et al 1989, Gazit et al, 2000). Terminada a fase de alimentacdo das larvas no
fruto, quando estas completam o seu desenvolvimento, vdo para o solo e penetram
alguns centimetros (Manica et al. 2000), sendo este 0 momento propicio para o controlo
bioldgico com EPNE.

A temperatura do solo pode afectar muito a actividade de EPNs. As temperaturas
Optimas para locomocdo, infeccdo e reproducdo variam entre as espécies e isolados de
nematodes (Grewal et al 1994). Em geral, as temperaturas extremas de 0 e 40 ° C sdo
letais para os EPNs; por outro lado, temperaturas abaixo de 10-15 ° C podem limitar a
sua mobilidade, enquanto temperaturas superiores a 30-40 ° C podem inactiva-los. Os
EPNs também exigem niveis adequados de humidade do solo para a sua sobrevivéncia e
locomocdo, que podem variar entre as espécies de neméatodes e entre diferentes tipos de
solo. Niveis de humidade do solo baixos podem ser letais para os EPNs. No entanto
algumas especies desenvolvem estratégias de sobrevivéncia sob condi¢Ges de stress,
reduzindo a area de superficie corporal exposta ao ar. Este processo, conhecido como
anidrobiose permite aos nematodes tornarem-se resistentes a dessecacdo e pode ser
reversivel quando o solo se tornar himido novamente. Por outro lado, niveis elevados
de humidade do solo, podem causar deplecdo de oxigénio e restringir a mobilidade do

entomopatogeno (Koppenhofer et al, 1995, Patel et al 1997).

1.3.2 — Controlo Biotécnico
Um dos métodos utilizados no controlo de C. capitata baseia-se na erradicacdo

através do uso de insecticidas, no entanto, a aplicacdo deste tipo de produtos tem as suas

11
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desvantagens (Edwards, et al., 2007). A utilizacdo indiscriminada de insecticidas no
controlo de moscas-da-fruta ocasiona graves desequilibrios ecoldgicos, desencadeia o
surgimento de populacdes de outras pragas ao eliminar os inimigos naturais, além de
acarretar a contaminagdo humana e do meio ambiente (Mendes et al., 2007).

Outro método convencional, usado ha mais de 40 anos, para o controlo de C.
capitata € a utilizacdo de armadilhas com iscos. S&o utilizadas armadilhas com
feromonas e iscos alimentares e/ou ambos separados para detectar quaisquer
introducdes acidentais da praga.

A influéncia de agentes quimicos sobre o comportamento de oviposi¢do dos
insectos pode também ser usada para controlo de pragas. Alguns produtos naturais
exibem actividade de impedimento de oviposicdo contra diferentes insectos (Kulkarni et
al.1987).

Os insecticidas tém sido eficazes no controlo de moscas da fruta. Actualmente, a
nivel mundial utiliza-se 0 malatido, o lufenurdo, o fipronil e o spinosade. Os insecticidas
usados no campo em pulverizagdo vao acabar no ambiente, enquanto os utilizados em
dietas de criagdo podem ser recolhidos e eliminados de forma segura (Chang C, et al.,
2011)

O lufenurdo é um inibidor de sintese de quitina que tem efeitos notaveis no
desenvolvimento e reproducéo de diversos insectos. Estudos recentes tém mostrado que
o lufenurdo, testado durante varios anos a uma taxa de 10-50 g / ha em Espanha, € muito
eficaz contra a mosca-do-Mediterraneo C. capitata (Navarro-Llopis etal.,2007). A
utilizacdo de lufenurdo como esterilizante quimico conduz ao controlo através da
reducdo das populagdes de moscas da fruta. Quando as fémeas de C. capitata ingerem

um isco contendo 1000 mg/g de lufenurdo a eclosdo dos ovos € inibida. As fémeas que

12
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acasalaram com machos tratados com lufenurdo (5 mg/g na dieta) originam ovos néo

viaveis (Katsoyannos etal., 1999).

13
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Resumo

A mosca-do-Mediterraneo, Ceratitis capitata, é nativa do norte de Africa,
contudo a sua elevada plasticidade ecoldgica leva a que este insecto invada diversos
habitats. Sendo C. capitata um insecto polifago, podendo infestar uma grande variedade
de espécies de fruta hospedeira, torna-se de grande importancia o seu controlo, uma vez
que esta praga compromete economicamente a fruta, devido a postura dos ovos e
desenvolvimento das larvas no interior dos frutos. O controlo de C. capitata recorrendo
ao uso de esterilizantes quimicos tem demonstrado ser capaz de reduzir a populacao,
bem como os danos que causa. Com o objectivo de reduzir a populacdo de C. capitata
numa zona de fruteiras com grande infestacdo por esta praga na ilha de Sdo Miguel,
Acores, foi implementado um projecto com a instalacdo de unidades de controlo
ADRESS®. O nosso estudo teve como objectivo a avaliagdo do impacto deste sistema
na dindmica populacional da praga e nos danos por infestacdo dos frutos ao longo dos
dois primeiros anos. Tal como o esperado, no primeiro ano ndo se verificou diferenca
significativa entre os resultados obtidos na zona com e sem ADRESS®. No entanto, no
segundo ano, ja se observou uma reducdo na dindmica populacional da praga. Os
indices de eficacia anual calculados demonstraram um aumento de 36,0 para 51,0%, no
primeiro e segundo ano de estudo, respectivamente. Em relacdo aos danos causados nos
frutos verificou-se uma reducdo significativa no nimero de picadas. Este € um método
gue demonstra ser promissor para o controlo de C. capitata. No entanto, serdo
necessarios mais anos de aplicagdo continuada deste método, para que a eficacia

cumulativa ao longo dos anos seja mais evidente.

Palavras-chave: Ceratitis capitata; ADRESS®; Dinamica populacional; Infestacdo nos

frutos.
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1. Introducéo

Ceratitis capitata (Wiedemann), é uma das principais pragas da fruticultura
mundial (Christenson e Foote, 1960; Ciolfi, et al., 2005; Copeland et al., 2002; Liquido
et al., 1998), que causa perdas econOmicas consideraveis a agricultura na zona
Mediterranea (Enkerlin e Mumford, 1997), dai ser conhecida vulgarmente como mosca-
do-Mediterraneo. Em 1829, MacLeay referiu a presenca de C. capitata em laranjas
produzidas nos Acores e exportadas para Inglaterra (Piedade-Guerreiro, 1987). Nos
Acores, esta praga encontra condicdes climaticas favoraveis para 0 seu
desenvolvimento, nomeadamente em zonas de baixa altitude, onde se encontram a

maior parte das fruteiras (Medeiros, 2004; Lopes, 2005).

O seu sucesso como espécie invasora € parcialmente devido a sua gama de
hospedeiros, invulgarmente ampla e a sua capacidade para se adaptar a uma elevada
diversidade de condic¢des climaticas e habitats (Malacrida, et al., 2007). Programas de
monitorizacao e controlo bioldgico sdo desenvolvidos em todo 0 mundo na tentativa de
suprimir ou erradicar populacdes desta espécie, devido aos prejuizos econdémicos

provocados (Joachim-Bravo, et al., 2010).

Tradicionalmente o controlo da mosca-da-fruta tem sido realizado com
insecticidas, tais como o malatido e mais recentemente o spinosade (Calkins e Malavasi
1995; Moreno e Mangan, 2000; Nascimento e Carvalho, 2000; Peck e McQuate, 2000;
McQuate, et al., 2005), no entanto, esta forma de controlo contribui marcadamente para
o desequilibrio do agro-ecossistema e tem efeitos negativos especialmente contra os
inimigos naturais. Além disso, alguns destes produtos deixam residuos toxicos sobre 0s
frutos, que se tornam prejudiciais para a saude publica ao serem consumidos como fruta

fresca (Thomas e Mangan, 2005). Actualmente, um método de controlo alternativo
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demonstrado como bem sucedido para o controlo de C. capitata € a esterilizagdo

quimica (Moya, et al., 2009).

A unidade de controlo ADRESS® é um novo e poderoso método de controlo da
mosca da fruta, baseado na reducao populacional da praga, mediante esterilizacdo. Este
sistema baseia-se em trés modos de atraccdo: cromatica, sexual e fagoestimulante. A
atraccdo cromatica serve para que 0s insectos adultos de C. capitata detectem
facilmente a unidade ADRESS®, a sexual provoca o circundar da armadilha pelos
insectos e o gel fagoestimulante faz com que o insecto ingira 0 composto esterilizante
presente no gel. Este composto é um insecticida (lufenurdo) que, de acordo com o seu
modo de accdo, inibe o desenvolvimento dos insectos (Aguiar et al., 2005), mais
concretamente inibe a formacdo de quitina nos estados imaturos (larvas e ninfas) de
artropodes sensiveis. Através do método de esterilizacdo provocado por esta unidade de
controlo, ira decorrer uma diminuicdo da descendéncia de C. capitata, levando a uma

reducdo da sua populacao.

Este trabalho tem como principal objectivo estudar o impacto desta nova
metodologia de controlo da praga C. capitata, que se rege pelos principios da Proteccdo
e Producdo Integradas, numa area que se considera claramente com elevados niveis
populacionais da referida praga. A avaliacdo dos beneficios deste novo método de
controlo sera feita atraves da analise da abundancia populacional observada ao longo
dos anos. Estes dados serdo também comparados com dados observados numa zona
controlo, sem a unidade de controlo ADRESS®. Serd também comparada a infestacédo
nos frutos. Com este estudo, espera-se comprovar que este € um método de controlo que
contribui para a diminuicdo da populacdo de C. capitata e que podera ser utilizado em

programas de Protec¢do Integrada no Arquipélago dos Agores.
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2. Material e Métodos

A é&rea em estudo neste trabalho refere-se a uma zona de 80 hectares,
essencialmente de fruteiras, sita em Rabo de Peixe, ilha de Sdo Miguel, coberta pelo
efeito da unidade de controlo ADRESS® (armadilhas de esterilizacdo). Estes pomares

caracterizam-se pela presenca de diversas culturas, no entanto, predominam os citrinos.

Desde o0 ano de 2009, nos 80 ha que equivalem a 164 pomares, foram instaladas
1920 armadilhas de esterilizacdo, o que corresponde a 24 armadilhas/ha (de acordo com
instrucdes do fabricante). O estudo para a avaliacdo do impacto das unidades de

controlo ADRESS® iniciou-se a partir da data em que foram colocadas as armadilhas.

2.1 — Andlise de Abundancia Populacional

Para o estudo da abundéncia populacional de C. capitata foram capturados
adultos, através de 18 armadilhas Tephri-trap®, colocadas aleatoriamente (Figura 1),
contendo o atractivo trimedlure (TML), isco sintético frequentemente utilizado em
programas de monitorizacdo e erradicacdo, e uma pastilha insecticida de DDVP (2,2
dichlorovinil-fosfato de dimetilo). Os insectos adultos capturados foram recolhidos
semanalmente e contabilizados, durante todo o ano. Os iscos de TML e de DDVP foram

substituidos de 15 em 15 semanas.

Como area de controlo para este estudo, foi utilizado um pomar situado na
Lagoa a aproximadamente 6 Km da zona tratada com ADRESS®. Este é um pomar com
caracteristicas semelhantes as de Rabo de Peixe, onde ndo foram colocadas quaisquer

armadilhas de esterilizagdo. A monitorizacdo da populagdo de C. capitata nesta area foi,
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igualmente, feita por meio da captura em apenas uma armadilha Tephri-trap®, com os

iscos de TML e de DDVP.

A avaliacdo da populacdo de C. capitata iniciou-se na segunda semana de
Agosto e prolongou-se até a segunda semana de Marco nos anos de 2009/2010 e
2010/2011. Os restantes meses ndo foram considerados para analise estatistica, devido a
instalacdo das armadilhas de esterilizacao ter ocorrido nos finais de Julho de 2009 e dos

niveis populacionais da praga serem reduzidos entre os meses de Marco a Julho.

Tal como o referido por Navarro- Llopis et al. (2009), a evolu¢do da populagédo
da praga em Sdo Miguel, em funcdo do tempo, é claramente ndo-linear, dai ter sido
utilizado um modelo de regressdo nao-linear para a andlise estatistica. Tendo em conta
que os picos sdo simétricos, foi utilizado um modelo multimodal Gaussiano com nove
parametros: trés dos parametros fornecem informacdes sobre o pico 1 (my, tp, wi), trés

sobre o pico 2 (my, ty,, Wo) e 0s restantes séo responsaveis pelo pico 3 (ms, tps, Ws).
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o A SIS T Rk R
Figura 1 - Area de estudo em Rabo de Peixe, onde se encontram instaladas as unidades de
controlo ADRESS®, com sinalizacéo das 18 armadilhas de monitorizacao.
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A variadvel dependente é uma transformacdo logaritmica do nimero de capturas
por armadilha por dia (FTD). Este tipo de transformacdo foi utilizado porque os dados
ndo sdo normalmente distribuidos. A varidvel independente t indica a semana do ano em
que os dados de captura foram recolhidos e variam de 32 (11-10 de Agosto 09/10) a 62

(11-10 de Mar¢o 10/11).

Os parametros m; referem-se a altura do pico i, enquanto os parametros ty
indicam a semana em que a variavel dependente atinge o maximo relativo. Os

parametros w; sdo proporcionais a largura do pico i (Navarro-Llopis et al. 2009).

2
t—tps
|Og]0(] + FTD) =m, - exp |:_ ( ) :|

W,

t—tp2) t = thg )
+ M, - exp —( p) ~n73~exp|:—( pa)}
Ws W3

(1)

De ano para ano, a densidade populacional de C. capitata difere, devido a
factores bioldgicos e ambientais. Por isso, para avaliarmos a eficacia anual das unidades
de controlo ADRESS® usamos a férmula usada por Navarro-Llopis et al. (2007), que
mede a diferenca do nivel populacional da praga na zona tratada (RP) em relacdo a uma

zona ndo tratada (L), para cada ano.

Eficacia Anual= | 1— =Y | x100

()
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Nesta formula, n = nimero de semanas de 11-10 de Agosto a 11-10 de Margo do ano
seguinte; FTDgrp= numero médio de moscas capturadas por armadilha e por dia em
Rabo de Peixe; e FTD_ = nimero médio de moscas capturadas por armadilha e por dia

na Lagoa.

2.2 — Infestacao dos frutos

Uma outra maneira de averiguar a eficacia das unidades de controlo ADRESS®
foi através da avaliacdo da infestacdo dos frutos. Para tal, durante o tempo em que
decorreu o estudo, foram recolhidas amostras, na area em questdo, de fruta madura de
espécies hospedeiras de C. capitata, Diospiro(Diospyrus kaki), Feijoa(Feijoa
sellowiana)e Figo (Ficus carica).No total foram colhidos 50 frutos de cada espécie, que
apresentavam sintomas de infestacéo, tendo este nimero sido mais reduzido em 2009,
dada a pouca disponibilidade de fruta neste ano. No laboratério os frutos foram
unitariamente pesados e contabilizado o nimero de picadas em cada fruto. Depois
foram colocados em recipientes individuais e foi contabilizado o nimero de larvas de C.
capitata existente em cada fruto (Figura 2). Foram determinadas a média de picadas e

de pupas por grama de fruto amostrado.

A comparagdo entre os resultados obtidos nos dois anos em avaliacdo, foi
efectuada através do teste-t para um P<0,05. Os dados foram previamente
transformados em V(x+0,5), 0 que permitiu reduzir a heterogeneidade da variancia (Zar,
1996). As analises foram realizadas usando o programa SPSS 15.0 Windows (SPSS

2006).
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Figura 2 — Recipientes utilizados para a determinacéo da infestacdo por grama de fruto.

3. Resultados
3.1 - Analise de Abundéancia Populacional
A Figura 3 mostra a dindmica da populacdo de C. capitata nas zonas tratada e
ndo tratada com ADRESS®, durante os dois anos considerados para estudo. No primeiro

ano (2009/2010) ndo foram observadas diferencas significativas na dinamica

populacional de C. capitata, como comprovado pelos resultados presentes na Tabela 1.
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Figura 3 — Numero médio de adultos capturados por armadilha e por dia (FTD) na zona de
Rabo de Peixe (RP - zona com ADRESS®) e Lagoa (L - zona sem ADRESS®), desde a segunda
semana de Agosto até a segunda semana de Fevereiro, nos anos de 2009/2010 e 2010/2011.

No entanto, na zona de Rabo de Peixe, tratada com as armadilhas de
esterilizacdo o nivel da populagdo manteve-se sempre mais baixo do que na zona da
Lagoa, durante os dois anos de estudo, como se observa na Figura 3. Além disso, no
segundo ano de estudo, 2010/2011, existe claramente diferenca significativa no nimero
de FTD capturado em Rabo de Peixe e na Lagoa, sendo este Gltimo notoriamente mais

elevado (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacdo entre 0 numero médio de FTD capturados em Rabo de Peixe (RP) e na
Lagoa (L) nos dois anos de estudo.

Local 2009/2010  2010/2011
RP 5,66+1,15a 5,27+1,05b
L 8,84+1,60a 10,74+2,08a
Médias seguidas pela mesma letra mindscula (coluna) ndo sdo significativamente diferentes, teste-t com
P<0,05

Para avaliarmos a eficécia do sistema de controlo ADRESS® utilizamos o indice
de eficacia anual, que tem em conta 0 nimero de adultos de C. capitata capturado em
dois locais. Neste caso comparamos a utilizacdo do sistema ADRESS® (RP) com a sua
ndo utilizagdo (L). Os indices de eficacia anual demonstraram um aumento da eficécia

de 36,0 para 51,0%, respectivamente em 2009/2010 e 2010/2011.

Os resultados da regressdo ndo linear sdo apresentados na Tabela 2.0s altos
valores de R? indicam que a equacdo (1) encaixa correctamente nos dados semanais
obtidos nos dois periodos em estudo. Os valores dos parametros de regressao reflectem
as diferencas entre os modelos ajustados. Os valores de ty, tp, € ty3 SA0 muito
semelhantes entre o primeiro ano de estudo e o segundo, o que indica uma
sincronizacdo notavel da dindmica da populacdo da praga. O valor de wsfoi maior no
primeiro ano de estudo do que no segundo, 0 que indica que o modelo Gaussian se
tornou mais amplo. Em contraste, o pico 3 no segundo ano foi 0 mais estreito, o0 que
indica que a duracdo deste pico foi mais reduzida. O parametro FTD;, indicado na
Tabela 2, € o valor estimado de FTD alcancado em t = t,; de acordo com a equacéo
ajustada. Os valores da FTD; provavelmente fornecem as informagfes mais relevantes
contidas na Tabela 2, porque permitem uma comparacao geral da populacdo de pragas

entre os modelos ajustados.
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Tabela 2 — Resultado da anélise de regressdo nao linear para comparar a zona com utilizacéo de
ADRESS® nos dois anos de estudo.

Coeficientes do modelo [equagdo (1)]?

Pico 1 Pico 2 Pico 3

Ano Local mpy wy tpl my; Wy tpz msz W3 tp3 RZb FTD1c FTD, FTD; dataf data dataz tm.ze tpz.g

2009/2010 RP 1,11 5,37 36,77 095 3,72 43,45 0,20 6,92 53,33 0,933 14,45 1820 1,62 24-Set 22-Out 17-Dez 46,78 69,13
2010/2011 RP 1,22 537 3587 092 3,78 4355 0,21 2,09 53,04 0,988 16,22 12,88 1,62 16-Set 28-Out 06-Jan 53,74 66,43

2 Equacéo (1) prevé o logaritmo de (1 + FTD), sendo FTD o nimero de capturas de moscas, armadilha™, dia™
® Coeficiente de Determinag&o

¢ Valor maximo estimado de FTD alcangado em ty;,que é obtido em t = t,; de acordo com o modelo ajustado
¢ Data correspondente ao ty; do ano indicado na primeira coluna

¢ NUmero de dias entre data; e datay, que também pode ser calculado como 7 X (tpz - ty1)

Como podemos observar na figura 4, os valores previstos através da equacéo (1)
demonstram que a partir da semana 38 do segundo ano existe uma ligeira reducdo nos

valores de FTD.

1,4 - —— FTD previsto 1

—— FTD previsto 2

1,2 A

FTD

0,6 1

0,4 -

32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62

Semanas

Figura 4 — Previsdo da dinamica populacional de C. capitata no primeiro (1) e segundo (2) ano
em estudo. Cada curva foi obtida através da equacdo (1) usando os valores dos coeficientes
estimados. FTD = moscas capturadas por armadilha por dia.

3.2 - Infestagéo dos frutos

Os resultados da infestacdo nas amostras de frutos colhidos (diospiros, feijoas e

figos) sdo apresentados na Tabela 3. De uma forma geral verificou-se diferencas
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significativas no nimero de picadas por grama de fruta colhida, isto é, nas amostras de
feijoas e de figos, houve uma diminuicdo significativa no nimero de picadas por grama
de fruto, do ano 2010 em relagdo ao de 2009, enquanto que no caso dos diospiros 0s

valores foram semelhantes.

No que diz respeito ao numero de pupas por grama de fruta colhida, a amostra
de feijoas ndo apresentou diferencas significativas de 2009 para 2010. No entanto, as
amostras de diospiros e de figos apresentaram diferencas significativas, uma vez que
tanto os diospiros como os figos apresentaram maior nimero de pupas por grama de

fruto em 2010 (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparagéo entro o peso dos frutos, e 0 nimero de picadas e de pupas de C.
capitata, por grama de fruto (médiaterro padrédo), obtido nos anos de 2009 e 2010.

Ano Frutos n Peso fruto N° picadas/g N° pupas/g
2009 Diospiros 26 111,9745,19b 0,047+0,018a 0,004+0,002b
2010 50 164,25+4,60a 0,020+0,002a 0,018+0,003a

2009  Feijoas 50 31,79+1,46b 0,205+0,020a 0,388+0,050a

2010 50 45,00+1,33a 0,079+0,007b 0,276+0,039a
2009 Figos 37 11,08+0,33b 0,913+0,060a 0,000+0,000b
2010 50 32,64+1,48a 0,450+0,039b 0,074+0,014a

Médias seguidas pela mesma letra minudscula (coluna) nao sdo significativamente diferentes, teste-t com
P<0,05, tendo em conta o tipo de fruta e 0 ano.

Comparando os resultados obtidos em amostras de feijoa colhidas em dois
locais, com tratamentos diferentes, Rabo de Peixe (zona com ADRESS®) e Ponta
Delgada (zona sem ADRESS®), verifica-se que o nimero de picadas por grama, bem

como o ndmero de pupas foi reduzido na zona tratada com ADRESS®(Tabela 4).
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Estes resultados sao consistentes com a diminui¢do da populagdo observada na zona
tratada em relacdo a uma zona sem qualquer tipo de tratamento. O nimero de pupas

por grama de fruto foi inferior, no entanto, ndo foi estatisticamente significativo.

Tabela 4 — Comparagdo do nimero de picadas e de pupas de C. capitata, por grama de fruto
(médiazerro padréo), obtido em feijoa, colhida em dois locais com (RP) e sem (PD) ADRESS®,
no ano de 2010

Ano Local n Peso fruto N° picadas/g N° pupas/g
2010 PD 50 32,02+1,38b 0,217+0,015a 0,536+0,049a
2010 RP 50 45,00+1,33a 0,079+0,007b 0,276+0,039a

Médias seguidas pela mesma letra mintscula (coluna) ndo sdo significativamente diferentes, teste-t com
P<0,05

4. Discussao

Estad demonstrado que a ingestdo de lufenurdo por fémeas de C. capitata provoca
a reducdo de emergéncia dos seus ovos. Do mesmo modo reduz a viabilidade dos ovos
de fémeas que acasalam com machos tratados com aquele insecticida (Casafia-Giner et

al., 1999; Navarro-Llopis, et al., 2009).

As armadilhas de esterilizacio ADRESS®, contendo lufenuréo, instaladas em
Rabo de Peixe, ttm como principal objectivo reduzir a populacdo de C. capitata, e

assim reduzir os focos de maior densidade populacional desta praga.

Os resultados obtidos neste estudo séo ainda muito escassos, pois com este tipo
de abordagem a reducdo da populacdo é progressiva e cumulativa ao longo dos anos

(Navarro-Llopis, et al.,, 2009), dai que se obtenham resultados mais imediatos,
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recorrendo a tratamentos com insecticidas como o malatido e, mais recentemente, com o

spinosade (Peck e McQuate, 2000; McQuiate, et al., 2005).

De acordo com Navarro-Llopis, et al. (2009), para se obter um efectivo controlo
da praga com o sistema ensaiado € necessario que esta se mantenha activa no campo
durante 0 maior periodo de tempo possivel, o que tendo em conta as condicGes
climaticas dos Acores e o tipo de fruteiras existentes em Rabo de Peixe, nos permite

esperar resultados muito satisfatérios.

Em relacdo aos danos causados nos frutos, os resultados obtidos ainda ndo séo
muito expressivos, no entanto, de um modo geral, observou-se uma redu¢do no numero
de picadas e de pupas de C. capitata obtidas. Para uma melhor avalia¢do, encontra-se
neste momento em curso a mesma abordagem tendo em conta outras espécies de fruta
hospedeiras de C. capitata. Este estudo serd efectuado durante todo o tempo em que
decorrer o projecto ADRESS® em Rabo de Peixe, bem como a recolha de outras
amostras de frutas em zonas sem qualquer tratamento (controlo). Os pomares da zona
onde foi efectuado o estudo, caracterizam-se pela presenca de diversas espécies de
arvores de fruta, o que se torna o pior cendrio para o controlo de C. capitata, uma vez
que esta praga encontra hospedeiros durante praticamente todo o ano. Além disso, a
existéncia de hospedeiros silvestres proximos destes pomares, como a Solanum
mauritianum Scop., (Pimentel, 2010), agrava o problema da regulacdo da densidade

populacional (Malavasi, 1980).

Este trabalho demonstrou que o uso do sistema ADRESS® podera ser efectivo na
reducdo das populacbes de C. capitata tendo em conta os resultados obtidos no indice
de eficacia anual e na andlise dos danos da infestacdo dos frutos, que indicam que o

efeito cumulativo quimioesterilizante ocorre ano ap6s ano. No entanto, considerando
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que as capturas de adultos de C. capitata diferem de ano para ano, devido a factores
bioldgicos e climaticos, os resultados obtidos até ao momento ainda sdo considerados
como preliminares, mas podem ser encarados como promissores. Tornam-se, por isso,
necessarios mais anos de aplicacdo deste método de controlo em S&o Miguel, de modo a
que os resultados obtidos sejam mais fidveis e se possa apresentar com maior garantia

os beneficios do seu uso.

Agradecimentos: Agradecemos a Direc¢do Regional do Desenvolvimento Agréario a
possibilidade de integracdo neste estudo dos resultados obtidos nas unidades de controlo

ADRESS® na zona de Rabo de Peixe.
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Impacto do complexo Steinernema carpocapsae / Xenorhabdus nematophila na inducgéo
de genes de resposta imune por Ceratitis capitata.

Resumo

Ceratitis capitata, designada vulgarmente por mosca-do-Mediterraneo é um
insecto polifago, pois apresenta uma vasta gama de hospedeiros, constituindo assim,
uma séria ameaca a nivel mundial como praga de frutas frescas, uma vez que acarreta
graves prejuizos econdmicos na sua producdo. Como alternativa ao uso de insecticidas,
a utilizacdo de nematodes entomopatogénicos num programa de Proteccdo Integrada
desta praga revela-se de grande importancia. Como tal, o estudo do seu comportamento
e de mecanismos subjacentes a infeccdo por neméatodes entomopatogénicos torna-se de
elevado interesse. Com este proposito, foi avaliado o impacto do complexo Steinernema
carpocapseae / Xenorhabdus nematophila na inducdo de genes de resposta imune, por
C. capitata. Este trabalho permitiu a identificacdo de linhas orientadoras para estudos
futuros, no que diz respeito a programas de PCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase)
para amplificacdo de genes de resposta imune da via Imd, a cecropina, e da via toll, com
0s respectivos controlos enddgenos, actina e tubulina. Foi possivel amplificar o
conjunto cecropina e actina a uma temperatura de annealing de 60°C, e de 55°C para o

conjunto toll e tubulina.

Palavras-chave: Nematodes entomopatogenicos; Steinernema carpocapseae; Ceratitis

capitata; genes de resposta imune; via toll; via Imd

1. Introducéo

A mosca-do-Mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann), € reconhecida em
todo o mundo como uma das principais pragas, no que se refere a producéo de frutos. C.

capitata é polifaga e encontra-se distribuida em diferentes regides biogeogréaficas,
45



Impacto do complexo Steinernema carpocapsae / Xenorhabdus nematophila na inducgéo
de genes de resposta imune por Ceratitis capitata.

estando altamente adaptada a diferentes ecossistemas, causando diversos danos nas

frutas (Rohde, et al.,2010).

Os nemétodes entomopatogénicos (EPN) sdo conhecidos desde o século XVII,
mas foi apenas na década dos anos 30 do séc. XX que foi dada séria consideragdo ao
uso deste tipo de nematodes para o controlo de insectos (Smart, 1995). Estes neméatodes
ocorrem naturalmente no solo e, juntamente com as suas bactérias simbioticas sdo
patdgenos letais de muitos insectos, com fases do seu ciclo de vida no solo (Griffinet
al., 2005). Existe por todo o0 mundo interesse na utilizagdo de EPN como agentes de
controlo biol6gico, uma vez que sdo seguros de usar, faceis de produzir em massa e a
sua aplicacéo pode ser realizada mediante equipamento de pulverizacdo padrdo (Wright
et al., 2005). Diversas espécies de insectos, incluindo C. capitata, foram enunciadas
como sendo susceptiveis a EPN (BeaverseCalkins, 1984; Lindegrenetal, 1990;

PattersoneLacey, 1999; PionareHislop,1981;Toledoetal, 2006; YeeeLacey, 2003).

Como consequéncia da sua importancia do ponto de vista agricola e econémico,
0 estudo de C. capitata, tem sido, de entre as moscas pragas de frutas, o mais
aprofundado, tanto a nivel genético como molecular (Gasperi et al, 2002;. Gomulski et
al, 2004;. Malacrida et al, 2007), o que tem permitido a identificacdo e o estudo de
genes envolvidos em numerosos processos bioldgicos deste insecto (Gomulski et al.,

2008).

Os insectos desenvolveram uma forte e diversificada imunidade, a fim de se
defenderem contra microorganismos de diversas origens, tais como bactérias, fungos ou
virus (Ferrandon et al, 2007; Kemp e Imler, 2009). O sistema imunologico do insecto
envolve reaccbes de defesa celular e humoral que incluem fagocitose (Costa et al.,

2005) encapsulamento e formacdo de nodulos (Cruz et al, 2001; Russo et al, 1996),
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coagulacdo (Theopold et al., 2004), melanizacdo (Kanost et al., 2004) e indugédo de
genes de resposta imune (Lemaitre e Hoffmann, 2007), dependendo do numero,
tamanho e tipo de microrganismo. No entanto, a defesa imune de insectos é baseada
principalmente em factores humorais como genes de resposta imune (PAMSs) que
matam o patogeno directamente (Gillespie, et al., 1997). Por exemplo, a Drosophila
spp. utiliza duas vias distintas para controlar a expressao de genes de resposta imune.
As bactérias Gram-positivas e fungos patogénicos sdo conhecidos por estimularem a via
toll (Lemaitre et al., 1997) enquanto que as bactérias Gram-negativas estimulam a via

Imd (Lemaitre et al., 1995).

A partir da descoberta do primeiro gene de resposta imune encontrado na
hemolinfa de pupas de Hyalophora cecropia (Steiner et al., 1981), que tém sido
isolados e caracterizados um grande numero de tais factores em vérias espécies de
insectos. Esses genes sdo classificados em cinco grandes grupos. A cecropina é um dos
grupos de genes de resposta imune melhor estudados e generalizada a uma variedade de
organismos, pois mostra uma actividade de amplo espectro contra os dois grupos de
bactérias, Gram-positivas e Gram-negativas. A expressao da cecropina é principalmente

regulada pela via Imd (Wang, et al., 2007).

Uma vez que o uso de nematodes é promissor para o controlo de C. capitata, o
estudo de mecanismos ligados a defesa imune destes insectos torna-se importante para o

conhecimento do complexo nematode-bactéria aquando da infeccdo de C. capitata.

Neste estudo, tivemos como objectivos: i) confirmar a presenca de nematodes
entomopatogénicos em insectos adultos de C. capitata, quando estes foram infectados
na fase larvar (L3), bem como a sua presenca em pupas vivas de C. capitata; ii)

confirmar a presenca de X. nematophila em pupas e adultos de C. capitata infectados; e
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iii) analisar o impacto do complexo S. carpocapsae/X. nematophila na expressao de
genes de resposta imune. No entanto, o principal objectivo deste trabalho, incidiu na
criacdo de linhas orientadoras para estudos futuros, no que diz respeito a programas de

PCR para amplificacdo de genes de resposta imune encontrados em C. capitata.

A informacdo genética obtida serd4 importante para a melhoria dos métodos de
controlo desta praga ou para o desenvolvimento de estratégias de controlo que permitem

reduzir os danos causados por esta praga na agricultura.

2. Material e Métodos

2.1 - Infeccdo de Larvas L3 de C. capitata

Os nematodes entomopatogénicos foram isolados nos Acores e pertencem a
coleccdo de neméatodes entomopatogénicos da Universidade dos Acores. Estes
nematodes sdo mantidos em agua a 10 °C e cultivados a cada seis meses em larvas no
ultimo estado de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae), de acordo com a
metodologia utilizada por Dutky et al. (1964), e conservados no méaximo durante seis
semanas, até serem utilizados. Sete isolados de nematodes, recolhidos nos Acores,
foram testados: S. carpocapsae (Az150, Az157 e R1), e Heterorhabditis bacteriophora
(Az29, Az36, Az144 e Az148).

As larvas de C. capitata foram criadas em laboratorio com uma dieta artificial,
de acordo com a metodologia descrita por Albajes e Santiago-Alvarez (1980).

Os bioensaios foram realizados em copos de plastico de 60 cm® de volume,
contendo 15 cm?® de areia seca esterilizada (48 h, a 50 °C). Em cada copo, foi colocado 1

ml da suspensdo de neméatodes com 300 IJs, no ponto médio da superficie da areia. Para
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homogeneizar a humidade, foram adicionados 0,5 ml de &gua destilada a areia,
originando uma humidade final, correspondente a 10,0% (v/v), tendo em conta a
quantidade de agua da suspensdao de nematodes. Nos controlos a suspensdo de

nematodes foi substituida por igual volume de agua estéril.

2.1.1 - Bioensaio — Seleccdo dos melhores isolados contra C. capitata

Foi feito um teste com os sete isolados acima referidos, a trés temperaturas
diferentes: 15, 20 e 25 °C. Para tal foi colocado 1 ml da suspensédo de neméatodes com
300 1Js, no ponto médio da superficie da areia, tal como descrito anteriormente. Vinte e
quatro horas depois, foi colocada uma larva do terceiro estado de C. capitata sobre a
superficie de areia. Cada copo foi fechado com a respectiva tampa de plastico para
manter a humidade e colocado a temperatura correspondente. Cada combinacéo insecto/
isolado/temperatura foi repetida duas vezes. Em cada combinagdo usaram-se 15 insectos
por repeticdo. Ap6s o periodo de emergéncia, foi contabilizado o nimero de adultos
emergidos e os mesmos foram dissecados de forma a averiguar a presenca de neméatodes
no seu interior. As pupas das quais ndo emergiram adultos (pupas mortas) foram
contabilizadas e verificada, também, a presencga de nematodes.

Os adultos que emergiram foram contabilizados. Para verificar a presenca de
nematodes no seu interior, 0s insectos foram cuidadosamente lavados em agua corrente
e dissecados. Quando a presenca de nematodes se confirmou, estes foram retirados e 0s
insectos (sem as asas), conservados a — 80°C para serem submetidos a deteccdo da
bactéria simbionte e a analise de genes de defesa por PCR.

Para a confirmacdo da presenca de bactéria simbionte, X. nematophila, bem

como a andlise da expressdo de genes de resposta imune, nomeadamente toll e
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cecropina, em pupas provenientes de larvas infectadas, efectuou-se paralelamente um
ensaio, utilizando a metodologia anteriormente descrita. Seis dias apos a infeccéo as
pupas foram dissecadas e quando foi confirmada a presenca de um nimero reduzido de

nematodes (1 ou 2) no seu interior, estas foram imediatamente conservadas a — 80 °C.

2.2-RT-PCR

Foi realizado RT-PCR a fim de verificar a expressdao de genes de resposta
imune, tanto nas amostras de pupas como nas de adultos obtidas anteriormente. Para tal,
a estas amostras que se encontravam congeladas a — 80°C foi extraido o RNA total com
TRIzol® (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante deste reagente. Os
RNAs extraidos foram solubilizados em 25ul de agua DEPC. Foram usados 3ul de
RNA na Retro Transcri¢do, usando SuperScript™ 1[Il First-Strand Synthesis System
(Invitrogen), com o primer do 16 S para ser utilizado no posterior PCR do 16 S e com
primers aleatdrios para subsequente PCR da analise de expressdo de genes de resposta
imune. Os cDNAs foram diluidos em 1pl de RNase H, para que as reaccles

subsequentes de PCR néo fossem inibidas pelos componentes da preparacdo RT.

2.3 - Confirmacéao da presenca de Xenorhabdus nematophila

O PCR para confirmacdo da presenca de X. nematophila em pupas e em adultos
de C. capitata, foi feito com 5ul de cDNA e utilizado um primer especifico para o
16SrRNA de X. nematophilus, (forward 5° -GGAGAGTTTGATCATGGCTC -37);
(reverse 5’-AAGGAGGTCATCCAGCCGCA-3"). As condi¢cdoes de PCR utilizadas

foram 1 ciclo de 2 min a 94 °C, 30 ciclos de 30 sec a 94 °C, 30 sec a55°C e 50 sec a 72
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°C e por fim 1 ciclo de 7 min a 72 °C. A confirmacdo dos produtos de PCR foi feita

numa electroforese em 1% de agarose.

2.4 - Confirmacéao da expressao de genes de resposta imune

O PCR para anélise de expressdo de genes de resposta imune nas amostras de
pupas e adultos foi efectuado utilizando o primer de um gene regulado pela via Imd, a
cecropina (forward 5° — GGTTCCCGCGTCTTAAACAG - 3’; reverse 5 —
CGTATCTTGGTAATGAAGCTCGC — 3°), utilizando como controlo enddgeno a

actina (forwad 5° — GGGACGATATGGAGAAGATCTGGC - 3°; reverse 5° —

ACGGTCCATGGCCACATACATGGC - 3’) e por um primer do gene toll (forward
5" GCTTTCGTCTCGTACTC - 3’; reverse 5° — GCCTGTAACTCGCTATCC - 37),
tendo como controlo endogeno a tubulina (forward 5 —
TCGTCGAATGGATTCCAAAT — 3’; reverse 5> — TTTCATCCATACCTTCGCCTG
— 37). Os controlos endogenos foram seleccionados para cada gene de acordo com a
temperatura de melting: cecropina + actina — aproximadamente 60 °C e toll + tubulina —

aproximadamente 55 °C.

Para o PCR efectuado com os primers da cecropina e da actina, foi utilizado 4pl
de cDNA e as condicbes foram as seguintes: 1 ciclo de 3 min a 94 °C, 30 ciclos de 30
sec a 94 °C, 30 sec a 60 °C e 30 sec a 72 °C e por fim 1 ciclo de 5 min a 72 °C. Para o
PCR efectuado com os primerstoll e da tubulina, foi utilizado 4pl de cDNA e as
condig@es foram as seguintes: 1 ciclo de 3 min a 94 °C, 30 ciclos de 30 sec a 94 °C, 30

secab5°C e 30seca72°C e porfim1lciclode5mina72°C.
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A confirmacdo dos produtos de PCR foi feita em electroforese em 2% de

agarose.

3. Resultados

3.1 - Infeccdo causada por 7 isolados de EPN em larvas de C. capitata

A infeccdo de larvas L3 de C. capitata, com os sete isolados de nematodes de S.
carpocapsaee de H. bacteriophora as diferentes temperaturas, originou resultados
distintos no que se refere ao nimero de pupas mortas (x2=58,0; df=7; P<0,001 X2:58,1;
df=7; P<0,001 ¥*=51,4; df=7; P<0,001, respectivamente a 15, 20 e 25°C), bem como o
niimero de pupas que estavam infectadas com a presenga de nematodes (x°=25,1; df=6;
P<0,001, ¥°=57,7; df=6; P<0,001 e ¥*=19,9; df=6; P=0,03, respectivamente a 15, 20 e
25°C) (Tabela 1 e 2). Os isolados que causaram maior mortalidade nas trés temperaturas

estudadas, foram Az29, Az148 (H. bacteriophora) e Az150 (S. carpocapsae).

Ao dissecar os adultos emergidos dos diferentes tratamentos, verificou-se que 0s
provenientes de larvas infectadas com isolados de S. carpocapsae (Az150, Az157 e R1),
a 15 e 20°C, apresentavam nematodes vivos no seu interior (Tabela 3). A 25°C néo
foram detectados adultos vivos com nemétodes, enquanto que a 20°C, esta percentagem
foi reduzida (<16%) e sem diferenca significativa entre os diferentes isolados (y°=3,6;
df=5; P=0,605). A 15°C observou-se uma elevada percentagem de adultos com
nematodes (>65%) nos tratamentos com os isolados de S. carpocapsae. A esta
temperatura observou-se uma diferenca significativa entre tratamentos (x°=32,0; df=5;

P<0,001).
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Tabela 1 — Percentagem de mortalidade nas pupas provenientes de larvas infectadas com os
diferentes isolados testados a temperatura de 15, 20 e 25 °C.

Mortalidade nas pupas (%)

Tratamento n 15°C 20°C 25°C
Controlo 30 20,0a 23,3a 13,3a
Az29 30 93,3b 90,0b 73,3bc
Az36 30 50,0ac 63,3bc 16,7a
Az144 30 80,0bc 76,7bd 46,7acd
Az148 30 73,3bc 96,7b 83,3b
Az150 30 70,0bc 63,3bc 56,7bde
Az157 30 33,3a 46,7acd 43,3ace
R1 30 80,00bc 36,7ac 36,7ae

Percentagens seguidas pela mesma letra minudscula (coluna) ndo sdo significativamente diferentes,
Kolmogorov-smirnov com P<0,05.

Tabela 2 — Percentagem de pupas mortas em que se verificou a presenca de nematodes no seu
interior, provenientes de larvas infectadas com os diferentes isolados testados a temperatura de
15,20 e 25 °C.

Presenca de nematodes nas pupas mortas (%)
Tratamento n 15°C n 20°C n 25°C

Az29 28 96,4b 27 85,2bc 22 95,5a
Az36 15 60,0ab 19 94,7bc 5 100,0a
Az144 24 83,3ab 23 87,0bc 14 85,7a
Az148 22 95,5b 29 100,0b 25 96,0a
Az150 21 85,7ab 19 21,1a 17 58,8a
Az157 10 20,0a 14 50,0ac 13 100,0a

R1 24 62,5a 11 36,4a 11 90,9a

Percentagens seguidas pela mesma letra mindscula (coluna) ndo sdo significativamente diferentes,
Kolmogorov-smirnov com P<0,05. n= ao nimero de pupas das quais ndo emergiram adultos nos varios
tratamentos.
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Tabela 3 — Percentagem de adultos de C. capitata com nematode no seu interior, de entre

aqueles que emergiram, provenientes de larvas infectadas com os diferentes isolados testados a
temperatura de 15, 20 e 25 °C.

Adultos ¢/ nematodes no seu interior (%)
15°C n 20°C n 25°C
Az29 2 0,0a 3 0,0a 8 0,0a
Az36 15 0,0a 11 0,0a 25 0,0a
Az144 6 0,0a 7 0,0a 16 0,0a
Az148 8 0,0a 1 0,0a 5 0,0a
Az150 9 66,7b 11 9,1a 13 0,0a
Az157 20 65,0b 16 6,3a 17 0,0a
R1 6 83,3b 19 15,8a 19 0,0a

Percentagens seguidas pela mesma letra mindscula (coluna) ndo sdo significativamente diferentes,
Kolmogorov-smirnov com P<0,05. n= ao nimero de adultos emergidos nos varios tratamentos.

3.2 - Confirmacéo da infeccdo por Xenorhabdus nematophila

Todas as pupas e adultos de C. capitata foram analisados para a presenca de
nematodes através de observacdo microscdpica e nas pupas e adultos vivos em que
isto se verificou, foi analisada a presenca da bactéria simbionte por PCR. Observou-
se a presenca de nematodes num total de 14 pupas e 7 adultos, obtidos a partir do
bioensaio anterior, infectadas com R1. A confirmagdo da presenca da bactéria
simbionte X.nematophila foi feita através da identificacdo da presenca do gene 16 S
da bactéria. Verificou-se que em todos as pupas e adultos a bactéria simbionte

estava presente e activa (Figura 1).
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Figura 1-Fotografia do gel resultante da electroforese que permite confirmar a
presenca da bactéria simbionte X. nematophila, em pupas e adultos de C.
capitata, infectados com nematodesdo isolado R1 (S. carpocapsae), na fase

larvar, nomeadamente L3. A separacdo deste gene foi efectuada em gel de
Aadarose 1%.

3.3 - Identificacdo da resposta imune de C. capitata a infecgédo

Para a confirmacdo da expressdo de genes de resposta imune, relacionados com
as vias Imd e toll, foram utilizados 0s genes cecropina e toll, respectivamente. Para tal
foi confirmada a sua presenga nas amostras de pupas e de adultos, obtidas através do
bioensaio e as mesmas foram comparadas com o seu controlo. Assim, confirmou-se a
expressao do gene da cecropina nos controlos de uma pupa, bem como em uma pupa
infectada, no conjunto controlo de dois adultos e no conjunto de cinco adultos

infectados, bem como o seu controlo.
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Figura 2 — Fotografia do gel resultante da electroforese que permite confirmar a expressdo do
gene de resposta imune cecropina e do seu controlo enddgeno, actina. As designac¢des “I” na
legenda referem-se a pupas ou adultos infectados e as “C” aos respectivos controlos desses
organismos. A confirmacdo da amplificacdo destes genes foi efectuada em gel de Agarose 2%.

A confirmacgdo da expressao do gene toll, s6 foi feita em pupas infectadas e
comparada com o0s seus controlos. Foi também efectuada para o gene toll isolado e para

este em conjunto com o da tubulina como controlo endégeno. Em ambos o0s conjuntos

de pupas infectadas verificou-se a expressdo do gene toll (Figura 3).
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Figura 3 — Fotografia do gel resultante da electroforese que permite confirmar a
expressao do gene de resposta imune toll testado em 9 pupasde C. capitata infectadas (9
pupas 1) com nematodes do isolado R1 (S. carpocapsae), na fase larvar, nomeadamente
L3, e o seu controlo correspondente (9 pupas C). Para o conjunto de 2 pupas de C.
capitata infectadas (2 pupas 1), bem como para o seu controlo (2 pupas C), foi
confirmada a expressdo do mesmo gene toll, em conjunto com o gene da tubulina,

usado como controlo enddgeno. A confirmacdo da amplificacdo destes genes foi
efectuada em gel de Agarose 2%.

4. Discussao

Este estudo mostrou que as pupas e adultos de C. capitata infectados com
isolados da espécie S. carpocapsae sdo capazes de sobreviver a infecgdo, contendo
nematodes e bactérias vivas no seu hemocélio. O facto de se encontrar neméatodes
entomopatogénicos no interior de insectos adultos vivos, levanta a questdo de como foi

possivel a sua sobrevivéncia. De forma a responder a esta questdo foi averiguado se o
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complexo nematode/bactéria activava uma resposta imune da parte do insecto que

resultasse na expressdo de alguns genes de defesa (Karagoz, 2009).

Foi possivel realizar o PCR de ambos 0s genes de resposta imune estudados,
com 4ul de cDNA de cada amostra, obtidos a partir da Retro Transcrigdo com 3ul de
RNA. Foi também possivel amplificar o conjunto gene e controlo endégeno a 60 °C

para a cecropina e actina e a 55 °C para o toll e a tubulina.

Para se protegerem de reaccGes de defesa celular e humoral por parte dos
insectos infectados, quer os nematodes quer as bactérias, secretam genes de viruléncia
com actividade imuno-supressora (Karagoz et al., 2009).Futuramente seria interessante
estudar a expressdo de genes de viruléncia de X. nematophila. O primer 16 S ja esta
optimizado para este estudo e por isso podera ser utilizado como controlo endogeno.
Seria também importante estudar o “mecanismo da transglutaminase” para verificar se o

insecto esta a responder aos nematodes (Hyrsl et al., 2010).
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3. Conclusoes Gerais







Conclusdes Gerais

Os resultados obtidos neste estudo vém confirmar a importancia de C. capitata
em S3o Miguel como praga das fruteiras. E uma praga que apresenta valores de
densidade populacional elevados nesta Regido e que por isso deve ser tomada como
relevante para a fruticultura.

Medidas de controlo alternativo ao uso de insecticidas, como os estudados neste
trabalho, devem ser tidos em conta em programas de Proteccdo Integrada. Se o controlo
de C. capitata com neméatodes entomopatogénicos, conduz a resultados promissores
para a reducdo dos niveis populacionais, o controlo com esterilizantes quimicos,
nomeadamente 0 ADRESS®, proporciona uma acgio preventiva no controlo da praga,
tendo em conta a reducéo efectiva da sua populagéo.

Os resultados obtidos ao nivel da utilizacdo das armadilhas de esterilizacdo
ADRESS® em Rabo de Peixe nos dltimos dois anos, embora sejam promissores, sdo
ainda pouco consistentes, sendo necessarios mais anos de utilizacdo deste método de
controlo nesta zona.

O estudo de mecanismos de defesa de C. capitata, nomeadamente em relacdo a
nematodes entomopatogénicos, € também de grande importancia e devem ser estudados
com maior atencdo, uma vez que 0s nematodes entomopatogénicos constituem um
prometedor agente de controlo bioldgico desta praga, dado que parte do ciclo de vida de
C. capitata ocorre no solo, estando por isso relativamente facilitada a ac¢éo deste tipo

de nematodes.
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