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RESUMO

Nematéides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Heterorhabditis e Steinernema vem
sendo utilizados para o controle de mosca-dos-fungos em diversos paises. Esse estudo teve por
objetivo avaliar diferentes isolados de NEPs, contra larvas de Bradysia mabiusi, em condi¢cdes
de laboratério e casa de vegetacdo. Nos testes de selecdo de isolados, o nematdide
Heterorhabditis indica apresentou melhor desempenho comparado a todos os demais isolados,
proporcionando mortalidade do inseto de até 98%. Para o estudo em casa de vegetacao,
avaliou-se o efeito dos nematdides entomopatogénicos Heterorhabditis indica e Steinernema
feltiae, nas dosagens de 10, 50 e 100 JI/cm®, em cultivo protegido de Chrysanthemum sp.
Foram realizados 3 experimentos. Houve diferenca significativa entre os tratamentos somente
no terceiro teste, entretanto, nos trés testes os nematdides demonstraram uma tendéncia de
reducdo na populagdo do inseto, em funcdo do aumento das dosagens, o que sugere o efeito
dos agentes no controle do inseto. Da mesma forma, em todos os testes, o nematéide H. indica
apresentou maior redu¢do na populagdo da mosca-dos-fungos que o S. feltiae, confirmando

sua maior eficiéncia com niveis de controle variando de 6 a 67,5% no primeiro ensaio, de 17 a



77,5% no segundo, e de 62,5 a 78,5% no terceiro. Os resultados revelam que H. indica

apresenta potencial de uso para o controle da mosca-dos-fungos.

Palavras chave: mosca-dos-fungos, Heterorhabditis indica, Steinernema spp., controle

bioldgico.



EVALUATION OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES IN THE CONTROL OF
Bradysia mabiusi (DIPTERA: SCIARIDAE)

Author: Fernando Martins Tavares

Advisor: Dr. Antonio Batista Filho

2. ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (EPNs) of the genus Heterorhabditis and Steinernema have
been use against the fungus gnat in several countries. This study aimed to evaluate different
strains of EPNs against larvae of Bradysia mabiusi, in laboratory and greenhouse conditions.
At the screening of EPNs, the nematode H. indica showed better performance compared to the
other nematodes, providing up to 98% mortality of the insect. To the study in greenhouse,
evaluated the effects of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis indica e
Steinernema feltiae, at dosage of 10, 50 and 100 IJ/em® in commercial growth of
Chrysanthemum sp., in greenhouse conditions. Three experiments were accomplished. There
were significative difference among the treatments only for the third experiment, mean while,
in the three tests, the nematodes showed a tendency of reduction on the insect population
according to the dosage increase, which suggest the effect of the agents on the insect control.
In addition, in all the tests, the nematode H. indica showed higher reduction on the insect
population compared to the S. feltiae, confirming its higher efficiency with control levels

ranging from 6 to 67,5% in the first test, from 17 to 77,5% in the second, and from 62,5 to



78,5% in the third. The data show that H. indica has potential use for the controlling of the

fungus gnat.

Key words: fungus gnats, Heterorhabditis indica, Steinernema spp., biological control.



3. INTRODUCAO

Fungus gnat (mosca-dos-fungos) sdo insetos do género Bradysia
(Diptera: Sciaridae), consideradas importantes pragas em cultivos de cogumelo e viveiros de
mudas, atacando citros, fumo, ornamentais, morango e diversas outras plantas de importancia
econdomica (GALLO et al., 2002; RADIN et al., 2006). As larvas do inseto se alimentam de
fungos, algas e matéria organica em decomposicao, vivendo em ambientes imidos e escuros.
Todavia quando se estabelecem, as larvas passam a se alimentar das raizes das plantas, com
tineis nas raizes mais grossas, provocando danos de grande importancia, principalmente em
mudas em fase de germinacdo. Além disso, danos indiretos as plantas também podem ser

ocasionados com as larvas e adultos atuando como vetores de fungos fitopatogénicos.

(POWELL & LINDQUIST, 1996; PAIVA, 2004).

Até 1966, esta mosca ndo era considerada praga nos EUA, sendo sua
presenca apenas inconveniente. Atualmente € uma praga mundial e no Brasil, nos dltimos
anos, tornou-se uma importante praga, sendo disseminada de Norte a Sul, e desconhecida pela

grande maioria dos viveiristas e produtores em estufas (TAVEIRA, 1995).



Nos EUA, Europa e outros paises, um método bastante conhecido e
utilizado com eficiéncia € o controle biolégico por meio do nematdide Steinernema feltiae
(Filipjev, 1934) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding, 1982. O ambiente imido e sombreado
predominante em 4reas de propagacdo de mudas, favorece o nematdide que ataca tanto a larva
como a pupa do inseto, proporcionado niveis de controle de até 90% (GOUGE & HAGUE,
1995b). Com uma ou duas aplica¢des do bioinseticida € possivel manter a populagao do inseto

sob controle sem ocasionar problemas para o meio ambiente e a saide humana (BECKER

UNDERWOOD, 2009).

Estes agentes sdo capazes de localizar o hospedeiro no solo,
invadindo-o e causando sua morte num periodo de 24 a 72 horas apds liberar uma bactéria
simbionte que carrega no seu intestino (FERRAZ, 1998). Em fun¢do disso, este estudo tem
como objetivo avaliar a patogenicidade e eficiéncia de nematdides entomopatogénicos contra

Bradysia mabiusi Lane, 1959.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Mosca dos fungos

Para a maioria dos insetos do género Bradysia, a morfologia e biologia
se assemelham. Os adultos sdo pequenas moscas (2,5 cm de comprimento) de coloragdo cinza
a preta, com pernas finas e longas, que colocam ovos amarelados, geralmente em grupos.
Destes ovos eclodem as larvas, que podem medir até 0,6 mm de comprimento. Com ampla
distribuicdo geografica, os insetos ocorrem principalmente em ambientes sombreados e
umidos. As larvas passam por quatro instares larvais e se alimentam principalmente de fungos,
os quais se desenvolvem em materiais vegetais em decomposicao e t€ém ocorréncia natural em
solos, como agentes decompositores de material organico (WILKINSON & DAUGHERTY,
1970; GRAHAM & MCNEILL, 1972; KENNEDY, 1974; BERTI FILHO & WILCKEN,

1993). Os periodos de desenvolvimento do inseto sdo de 4-6 dias para a fase de ovo, 12-14



dias para a de larva, e 3-4 dias para a de pupa. O ciclo de ovo a ovo pode ser completado em

20 a 25 dias (WILKINSON & DAUGHERTY, 1970; NIELSEN, 2007).

No Brasil, algumas espécies tém importancia para estudos basicos de
genética (Bradysia hygida (Sauaia & Alves)), e outras tém sido relatadas como pragas de
esséncias florestais (Bradysia coprophila (Lintner)), plantas ornamentais e cogumelos
(Bradysia difformis Frey, 1948 e Bradysia ocellaris Comstock, 1882)) (FRANCISCO &
ZUCOLOTO, 1985; BRAVO et al., 1993; MENZEL et al., 2003). Em estufas de mudas
citricas, especialmente de porta-enxertos, esses insetos sdo encontrados frequentemente; no
entanto as espécies ainda nio foram identificadas. Nas plantas ornamentais causam danos em
diferentes espécies incluindo violeta africana, cravo, crisantemo, ciclamens, lirio, geranios,

impatiens e poinsetias (MENZEL et al., 2003).

As larvas sdo consideradas fitéfagas (alimentam de plantas),
coprofagas (alimentam de esterco) e micetéfagas (alimentam de fungos) (GRAHAM &
MCNEILL, 1972; KENNEDY, 1974). Alguns fungos como ascomicetos, basidiomicetos e
mixomicetos fazem parte da sua dieta natural. Sob condi¢des adversas, como altas
temperaturas e baixa umidade, as larvas se agregam para evitar a dessecacdo. Acreditava-se
que as larvas se alimentam exclusivamente de matéria organica morta e fungo, porém foi
demonstrado que as larvas sdo capazes de desenvolverem-se em raizes de plantas jovens e
saudaveis, além de causar danos e morte das sementes. Este comportamento parece ser
determinado pela disponibilidade de fontes alimentares primdrias, que sdo os fungos. A
pequena abundancia dos fungos, no ambiente proximo a planta, em relacdo a populacido de
larvas, pode predispor a planta ao ataque das larvas. Porém, sabe-se que o material vegetal em
decomposicdo € mais favordvel ao desenvolvimento das larvas do que material vivo e,

portanto preferido (LEATH & NEWTON, 1969; KENNEDY, 1974; SPRINGER, 1995).



4.2. Bradysia spp. - disseminadores de fungos fitopatogénicos

Virios trabalhos citam o envolvimento destes insetos com a ocorréncia
de patégenos vegetais. Por viverem em ambientes imidos, no solo ou em substratos, as larvas
sdo capazes de disseminar fungos, como Fusarium, Pythium, Colletotrichum, Botrytis, ou
facilitar sua infeccdo (GRAHAM & MCNEILL, 1972; TAVEIRA, 1995). Larvas de Bradysia
impatiens Johannsen, 1912, que ingeriram odsporos e micélio de Pythium aphanidermatum
(Edson) e se alimentaram de plantas jovens de pepino, rapidamente introduziram este fungo
nas plantas. Também foi observada a permanéncia de odsporos, adquiridos pela larva, até a
fase adulta, porém com baixa freqiiéncia — 1,67%. Nao foi constatada a transmissdo externa do
fungo pelos adultos, ou seja, as moscas ndo carregaram esporos do fungo. Apesar de ter sido
comprovada a transmissao de fungos por insetos de habito alimentar do tipo mastigador, como
as larvas de moscas, esta € considerada uma transmissdo mecanica, € na maioria dos casos,
facultativa; ou seja, a transmissdo pode ocorrer eventualmente, o que de forma alguma

diminua a importancia da associacao do inseto com formas vegetais (JARVIS et al., 1993).

4.3. Aspectos relacionados a ocorréncia e controle do inseto

Os substratos de origem vegetal usados para cultivo de plantas em
ambiente protegido podem permitir o desenvolvimento de fungos, que servem de alimento as
larvas da mosca. Baixas populagdes de larvas ocorreram em meios muito imidos ou muito
secos. Teoricamente, € possivel selecionar um substrato que maximize o crescimento das
plantas e minimize o desenvolvimento das larvas. O tipo de substrato, sua origem e seu estado
de decomposicao, bem como o manejo da dgua no cultivo, parecem ser fatores importantes

para o desenvolvimento destes insetos (LINDQUIST et al., 1985; OLSON et al., 2002).

Quanto a ocorréncia do inseto nos cultivos protegidos, a mosca do

fungo pode ser monitorada com armadilhas amarelas com cola. Um esquema de distribui¢do
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das armadilhas em forma de “W” foi sugerido para o monitoramento em estufas
(RUTHERFORD et al., 1985). Outro método de avaliacdo da densidade populacional € a
utilizacdo de discos de batata, colocados sobre o substrato, para a contagem de larvas

(HARRIS et al., 1995).

Alguns métodos de controle usados sdo a aplicacdo de inseticidas em
pulverizagdo, para controle de adultos, ou na forma de irrigacdo sobre o substrato, para o
controle de larvas. No controle de larvas tem sido recomendado os inseticidas Confidor
(Imidacloprido 700 g/Kg) 20 g de p.c./100 L, ou Clorpirifés (480 g/L) 75 mL de p.c./100 L,
via irrigagdo (ZANETTI & LEITE, 2004).

4.4. Controle da Mosca-dos-Fungos: uso de nematéides entomopatogénicos

As infestagdes da mosca-dos-fungos nos cultivos protegidos, com
geracdes continuas e sobrepostas do inseto, t€ém levado a maioria das estratégias de controle a
se tornarem ineficientes. Alguns inseticidas quimicos tais como o diazinon (organofosforado)
e oxamil (carbamato) ndo sao muito eficientes no controle da mosca-dos-fungos e podem ser
fitotoxicos para as plantas novas desde a fase de plantulas (“seedlings”). Além disso, a
aplicacdo de piretréides contra adultos € ineficiente devido a continua imigracdo e emergéncia

de novas geracgdes de adultos oriundos dos substratos.

As primeiras tentativas de uso de NEPs como agentes de controle da
mosca-dos-fungos em cultivo protegido foram realizadas no final do ano de 1980 (BEDDING
& MILLER, 1981; NEDSTAM & BURMAN, 1990). Varias espécies de nematdides,
incluindo S. feltiae, Steinernema carpocapsae (Weiser), Steinernema arenarium
Artyukhovsky, 1967 (=Steinernema anomali), Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar &
Raulston, 1994, Steinernema glaseri (Steiner, 1929) Wouts, Mracek, Gerdin & Bedding 1982
e Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 foram avaliados, mas somente S. feltiae provou
ser efetivo no controle da mosca-dos-fungos (HARRIS et al., 1995). De acordo com Gouge &

Hague (1994), S. feltiae penetra nas larvas do inseto através da boca e anus, e uma vez dentro,
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mata o inseto em um periodo maximo de 20 horas. Estes autores e Tomalak (1994) notaram
que, devido ao pequeno tamanho das larvas da mosca-dos-fungos, os nematdides completam
apenas uma geracdo dentro do caddver e produzem cerca de 1000 JI/caddver dentro de 6-7
dias da infec¢do. Atualmente, o uso comercial de nematdides tem se tornado uma pratica
comum no controle da mosca-dos-fungos em cultivo protegido, especialmente pelo uso de S.

feltiae na Europa.

4.4.1. Nematoides Entomopatogénicos

Os estudos com nematdides entomopatogénicos t€ém avangado bastante
nos ultimos anos, especialmente no tocante aos métodos de producdo e descoberta de novas
espécies/isolados. Atualmente, estdo disponiveis no mercado pelo menos 5 espécies de
nematdides para o controle biolégico de pragas, quais sejam: H. bacteriophora,
Heterorhabditis megidis Poinar, Jackson & Klein 1987, S. carpocapsae, S. feltiae e S.
riobrave (ALVES, 1998). Na América Latina, as pesquisas sobre nematdides tém se
restringido a descricdo de algumas espécies novas, ao relato de ocorréncias de espécies ja

conhecidas e a alguns resultados de experimentos no controle de pragas.

4.4.2. Biologia

Steinernema e Heterorhabditis sao géneros de nematdides
entomopatogénicos encontrados freqiientemente no solo ou infectando insetos, em diversas
regides do mundo (HOMINICK, 2002). No solo, esses nematdides sao encontrados na fase de
juvenis infectivos de terceiro estagio, forma responsavel pela busca e infeccao do hospedeiro.
Nessa fase o nematdide ndo se alimenta, podendo resistir por um bom tempo as agdes do
intemperismo (GLAZER, 2002). 12 Esses agentes de controle carregam bactérias altamente
patogénicas a insetos, em seu trato digestério, numa associacdo mutualistica em que o
nematoéide, ao penetrar em um hospedeiro pelas aberturas naturais, tais como o anus, boca e
espirdculos ou pelo tegumento, e invadir seu hemocele, liberam a bactéria que causa

septicemia no inseto entre 24 e 48 horas (FERRAZ, 1998). O nematdide se alimenta da
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bactéria e tecidos do hospedeiro, se reproduzindo entre 2 a 3 geracdes. Com a exaustdo dos
nutrientes, o nematdide emerge do caddver como juvenil infectivo para a procura de novos
hospedeiros.

O ciclo de vida para a maioria dos esteinernematideos e
heterorabditideos, da infec¢do a emergéncia dos juvenis infectivos, varia de 7 a 10 e 12 a 15

dias, respectivamente, em temperatura ambiente (EHLER, 2001).

4.4.3. Efeito da dosagem no controle da mosca-dos-fungos

(€N

A avaliacdo de dosagem de NEP contra a mosca-dos-fungos é um
passo crucial para determinag¢do daquela mais adequada que resulte maior eficiéncia a um
melhor custo. Gouge & Hague (1995b) e Lindquist & Piatkowski (1993), usando
concentracdes de S. feltiae relativamente altas, de 7,8 x 10° JU/m? e 8,86 x 10° JI/mz,
respectivamente, obtiveram mais de 92% de controle de Bradysia pupera. Por outro lado,
Jagdale et al. (2004), aplicando somente 2,5 x 10° JI de S. feltiae/cmz, obtiveram 100% de
controle de B. coprophila, e Harris et al. (1995), usando a mesma dose de S. feltiae, obtiveram

80% de controle.

4.4.4. Métodos de aplicacao

Embora os nematdides necessitem ser aplicados em suspensio aquosa
sobre o substrato, a pulverizacdo sobre as plantas € conveniente € comumente utilizada no
controle da mosca-dos-fungos infestando vasos e bandejas contendo plantulas recém
germinadas, antes da realizacdo do transplante. Considerando que ndo hé retengcdo dos
nematodides sobre as folhas, a pulverizagao ou irrigagdo de dgua sobre as plantulas é o método
mais adequado para retirar os nematdides das folhas e arrastd-los para os substratos. Gotejar os
nematoides com o auxilio de um sistema central de capilaridade parece ser menos adequado

devido a agregacdo dos JIs decorrente do lento fluxo da suspens@o dentro dos tubos. As curtas
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distancias percorridas pelos nematdides dentro dos vasos tornam necessdria a aplicagdo dos
agentes por meio de pulverizacdes ou distribuicdes visando melhorar os niveis de controle,
embora adultos infectados podem ocasionalmente ajudar na dispersdo do nematdide para

substratos nao tratados (GOUGE & HAGUE, 1995b).

4.4.5. Suscetibilidade dos diferentes estagios da mosca-dos-fungos aos nematoides

A aplicacdo do nematdide deve ser realizada sincronicamente em
momento que predomine o estdgio mais suscetivel do inseto no substrato, principalmente se o
nematdide tiver baixa persisténcia no substrato. Os estdgios de segundo e quarto instares
larvais de B. coprophila foram significativamente mais suscetiveis a S. feltiae do que o estagio
de pupa (HARRIS et al., 1995). J4 para a espécie Bradysia agrestis (Sasakawa), os estdgios de
terceiro e quarto instares foram altamente suscetiveis a S. carpocapsae Pocheon strain (KIM et
al., 2004). Portanto, para suprimir a populacdo da mosca-dos-fungos nos cultivos protegidos e
manté-la abaixo do nivel de dano econdmico, as aplicacdes de nematdides devem ser

realizadas quando predominam os estdgios de segundo, terceiro e quarto instar.

Jagdale et al. (2004) obtiveram o melhor resultado de controle da
mosca-dos-fungos (B. coprophila) pelo S. feltiae, em cultivo protegido de poinsetia, quando o
nematoide foi aplicado 16 dias apds o transplante, no momento em que iniciava a infestacao
pelo inseto e quando as suas larvas encontravam-se no 4° instar, tido como o estidgio mais

suscetivel ao nematodide.
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4.4.6. Efeito do ambiente sobre nematdides entomopatogénicos no controle de

Bradysia

4.4.6.1. Efeito do Substrato

O subtrato usado no cultivo protegido pode ser um fator importante na
sobrevivencia e infectividade dos NEPs (OETTING & LATIMER, 1991). Os JIs de S. feltiae
procuraram ativamente as larvas do ciarideo e persistiram no substrato por mais de 60 dias
quando foram aplicados na superficie do solo ou do composto organico (GOUGE & HAGUE,
1994; GOUGE & HAGUE, 1995a) . O nematoéide S. feltiae aplicado no substrato ball mix
(casca de pinus), metro-mix (30-40% fibra de coco, 20-30% de vermiculita, 20-30% casca de
pinus, 10-20% de perlite) e pro-mix (75-85% de esfagno turfoso e 15-20% de perlite,
vermiculita e pedra lime) reduziu igualmente a populacdo de B. coprophila em 40%, 50% e
56%, respectivamente (JAGDALE et al., 2004). No entanto, a aplicacdo do nematdide em
substrato de viveiro (casca de pinus 3: casca de madeira dura 1: turfa 1) resultou em somente
27% de reducdo na populacdo da mosca-dos-fungos. A continua decomposicao da casca de
madeira-dura ao longo do periodo de crescimento da planta aumentou a capacidade de
retencdo de dgua e reduziu a porosidade do ar, o que proporcionou um aumento na populacao
da mosca-dos-fungos e suprimiu a populacdo de nematdides entomopatogénicos. Portanto, a
baixa eficiencia de nematdides contra a mosca-dos-fungos em condicdes de viveiro verificado
por Jagdale et al. (2004) pode ser devido ao ambiente desfavoravel para S. feltiae. Ainda, a
adicao de perlite ( rocha vitrea de origem vulcanica) no substrato de crescimento ou o uso de
perlite isoladamente como substrato pode afetar adversalmente a eficiencia dos NEPs
(TOMALAK et al., 2005). Isso pode ser devido as pontas agudas das particulas de perlite que

causam injdrias e matam os JIs que estejam em movimento.
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4.4.6.2. Efeito da Planta hospedeira

Tem sido verificado que a planta hospedeira pode interferir na
infestacdo/coloniza¢do dos substratos pela mosca-dos-fungos e também na eficiéncia do S.
feltiae. Jagdale et al. (2004) verificaram que poinsetia tolerou significativamente maior
populacdo das moscas-dos-fungos comparado a impatiens. Eles também verificaram que a
eficiéncia de S. feltiae contra o inseto foi maior em impatiens do que poinsetia. Ainda, a
eficiéncia de diferentes nematdides em diferentes concentragdes foi dependente do tipo de
planta hospedeira. Os nematéides aplicados na dose de 1,25 x 10° JIs/m? causaram reducdes
na populacdo do inseto de 55% em impatiens e somente 18% em poinsetia, aos 30 dias da
aplicacdo. Quando aplicados na dose de 2,5 x 10° JIs/m?, a reducio foi de 41% em impatiens e
somente 20% em poinsetia, aos 12 dias da aplicag¢do. Considerando que as espécies de plantas
podem interferir nas propriedades quimicas e fisicas do substrato (ARGO, 1998), a baixa
eficdcia dos nematdides em poinsetia pode ter sido causada, provavelmente, pelas condi¢des

desfavoraveis nas raizes das plantas (TOMALAK et al., 2005).

4.4.6.3. Temperatura

A eficiéncia de nematdides em cultivos protegidos € geralmente
dependente da temperatura e da espécie do nematdide. O nematdide S. feltiae € uma espécie
adaptada a temperaturas mais frias, com infec¢des ocorrendo na faixa de 8°C a 30°C, e
reproducdo entre 10°C e 25°C (GREWAL et al., 1994). Em temperaturas mais elevadas o
nematoide € geralmente afetado na sua persisténcia e reproducdo, o que pode limitar bastante
0 seu uso em cultivos protegidos onde a temperatura pode exceder os 30°C durante o verao.
Segundo Gouge & Hague (1994), S. feltiae testado contra a mosca-dos-fungos em cultivo
protegido apresentou-se menos eficiente quando a temperatura do solo permaneceu acima de

25°C por periodos prolongados, o que levaram os autores a recomendar o uso do nematdide

em condi¢des com temperatura na faixa de 15°C a 26°C, para obter melhores resultados. Em
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outro estudo, os nematdides Heterorhabditis spp., S. anomali e S. riobrave, os quais sao
adaptados a temperaturas mais quentes, proporcionaram melhores resultados comparados ao S.
feltiae na temperatura de 30°C (GOUGE & HAGUE, 1995b). Em teste realizado por Jagdale
et al. (2004), o nematdide S. feltiae proporcionou niveis de mortalidade do inseto
significativamente maiores sob condi¢do de temperatura mais amena (22 + 1°C), dentro de
camara refrigerada (73-80% de mortalidade), do que sob condicdo de temperatura mais

elevada (25+5°C), dentro de casa de vegetacdo (34-41% de mortalidade).

Nos EUA, os nematdides H. bacteriophora (isolado GPS 11),
Heterorhabditis indica Poinar, Karunakar & David 1992, Heterorhabditis zealandica Poinar,
1990 e S. carpocapsae foram comparados com o S. feltiae na mortalidade da mosca-dos-
fungos, dentro de uma camara com temperatura oscilando na faixa de 22°C a 29°C, procurando
assim selecionar um nematéide mais adequado para o controle do inseto em condicdes mais
quentes, em casa de vegetacdo (JAGDALE & GREWAL, 2003, citados por TOMALAK et al.,
2005). Os nematdides H. bacteriophora (GPS 11) e H. indica foram significativamente mais

eficientes, contra a espécie B. coprophila em cultivo de poinsetia.
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Resumo — Tavares, F.M.; Batista Filho, A.; Leite, L.G.; Tavares, G.M. 2009. Avaliacdo de
Isolados de Nematoides Entomopatogénicos contra a Mosca-dos-Fungos, Bradysia mabiusi

(Diptera: Sciaridae).

Nematdides entomopatogénicos (NEPs) dos géneros Heterorhabditis e Steinernema vem
sendo utilizados para o controle de mosca-dos-fungos em diversos paises. Esse estudo teve por
objetivo avaliar diferentes isolados de NEPs (nas dosagens 10, 25 e 50 Jl/cm?) (JI=juvenis
infectivos), contra larvas de Bradysia mabiusi, confinadas em potes contendo substrato. Um
teste foi realizado para avaliar a patogenicidade do Heterorhabditis indica contra larvas de B.
mabiusi em infestacdo espontanea do inseto. Nos testes de sele¢do de isolados, o nematdide H.
indica apresentou melhor desempenho comparado a todos os demais isolados, proporcionando
mortalidade do inseto de até 98%. J4a na infestacdo espontinea, o nematdide H. indica

proporcionou reducdes na populagdo do inseto de 50% a 70%, nas doses de 10 a 50J I/em?.
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Summary - Tavares, F.M.; Batista Filho, A.; Leite, L.G.; Tavares, G.M. 2009.. Evaluation of

Entomopathogenic Nematodes Strains against Bradysia mabiusi (Diptera: Sciaridae).

Entomopathogenic nematodes (EPNs) of the genus Heterorhabditis and Steinernema have
been use against the fungus gnat in several countries. This study aimed to evaluate different
strains of EPNs (10, 25 and 50 IJ/cm2) against larva of Bradysia mabiusi held inside pots
containing substrate. A last experiment was done to evaluate the virulence of Heterorhabditis
indica against larva of B. mabiusi under spontaneous infestation of the insect. At the screening
of EPNs, the nematode H. indica showed better performance compared to the other
nematodes, providing up to 98% mortality of the insect. For the spontaneous insect infestation,
H. indica provided reduction of the insect population from 50% to 70% at doses of 10 to 50

D/cm?.

Introducao

Mosca-dos-fungos (Fungus gnats), Bradysia (Sciaridae), € uma das principais pragas que
ocorrem em cultivos protegidos (Gallo et al., 2002). No Brasil, este inseto danifica
principalmente a producdo de ornamentais e causa grandes prejuizos também em mudas de
diversas culturas, tais como; citros, fumo, morango entre outros (Paiva, 2004; Radin et al.,

2006).

A fase adulta do inseto é responsdvel pela transmissdo de fitopatégenos e a fase larval
danifica o sistema radicular, devido a alimentacdo, causando lesdes e facilitando a entrada de
patégenos na raiz, dentre eles, Pythium e Fusarium (Leath & Newton, 1969; Graham &

McNeill, 1972).

Diversas espécies ocorrem no Brasil, sendo que a espécie Bradysia mabiusi é relatada
ocorrendo no municipio de Holambra, SP, principal regido produtora de plantas ornamentais
nesse pais (Leite te al., 2007), sendo identificada pelo pesquisador Dalton de Souza Amorim,

taxonomista da Universidade de Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Até o momento, nenhum produto quimico ou biol6gico foi registrado no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, com o objetivo de controlar este inseto (MAPA,

2009).

Uma das principais alternativas para o controle da praga, e que ja vem sendo utilizada no
controle de Bradysia spp., estando disponivel em paises da América do Norte e Europeu, € o

uso de nematdides entomopatogénicos (BECKER UNDERWOOD, 2009).

Esses agentes possuem a capacidade de buscar o hospedeiro em ambientes cripticos,
penetrando no inseto e liberando uma bactéria simbionte que causa septicemia do hospedeiro

num periodo de 24 a 72 horas (FERRAZ, 1998).

Como as larvas de B. mabiusi sdo encontradas no substrato atacando o sistema radicular, o
uso de nematdides entomopatogénicos poderia ser uma alternativa para o controle da praga,
sendo que o estudo de selecdo de isolados € uma etapa fundamental e para determinar qual

isolado de nematdide teve ser utilizado no controle e manejo de um inseto (Stuart et al., 2004).

Em funcdo disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a patogenicidade de

nematoides entomopatogénicos contra Bradysia mabiusi, em condi¢des de laboratério.

Material e Métodos

No estudo foram utilizados os nematdides pertencentes a Colecdo de Nematdides
Entomopatogénicos, do Banco de Entomopatégenos “Oldemar Cardim Abreu”, depositado ao
Instituto Bioldgico, SP (Tabela 1). Os experimentos foram realizados nas dependéncias do

laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Bioldgico, sediado em Campinas, SP.
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Tabela 1. Identifica¢do e procedéncia dos isolados de nematdides entomopatogénicos.

Identificacdo Género/Espécie Origem Local

IBCB n-5 Heterorhabditis indica Cultivo de Citros Itapetininga, SP
IBCB n-6 Steinernema brasiliensis. Reserva Natural Porto Murtinho, MT
IBCB n-10 Heterorhabditis sp. Cultivo de Manga Santa F¢ do Sul, SP
IBCB n-13 Heterorhabditis sp. Seringal Pindorama, SP
IBCB n-21 Steinernema feltiae USA

IBCB n-25 Steinernema sp. Reserva Natural Mogi Guagu, SP
IBCB n-31 Steinernema sp. Pastagem Santa Adélia, SP
IBCB n-34 Heterorhabditis sp. Solo de Formigueiro Pouso Alegre, MG

Os nematdides foram multiplicados em lagartas de 3° e 4° instar Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae), criadas conforme metodologia adaptada descrita por Machado
(1988). Os nematodides foram multiplicados nos insetos, utilizando-se placas de Petri, contendo
papel filtro no fundo, no qual se adicionou 2 mL de suspensdo contendo aproximadamente 500
JI. Logo em seguida, em cada placa foi colocado 10 insetos e apds 10 dias os insetos mortos
pelos nematdides foram transferidos para armadilhas modificadas de White (White, 1927). Os
nematdides foram armazenados a 15°C, no escuro, por um periodo de 10 dias, antes de serem

usados em cada experimento.

As larvas de B. mabiusi foram obtidas de criagdo em laboratério. Adultos de B. mabiusi
foram coletados em cultivos protegidos na empresa Interplant, Holambra, SP, e depois
transportados ao laboratério de Controle Bioldgico do Instituto Biol6gico, onde foram criados
dentro de gaiolas plésticas transparente (I m de altura, 40cm de largura e 60cm de
comprimento), contendo 60 potes de plastico (350 mL) preenchidos com o substrato organico
comercial Vivatto Pro® (Technes Agricola Ltda). As larvas do inseto foram alimentadas com
micélio do fungo shiitake (Lentinula edodes), que foi adicionado na superficie do substrato ou

levemente enterrado no mesmo. Dentro das gaiolas foram colocados cerca de 50 adultos, e o
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substrato foi irrigado diariamente, mantendo-se levemente umedecido. Apds cinco semanas,

eram obtidas cerca de 400 larvas por pote.

Patogenicidade de nematéides entomopatogénicos contra larvas de Bradysia mabiusi.
Foram conduzidos dois experimentos com o objetivo de avaliar a acdo dos nematdides sobre
larvas de B. mabiusi. No primeiro foram avaliados os nematdides pertencentes ao género
Heterorhabditis, isolados IBCB n-10, IBCB n-13 e IBCB n-34. J4 no segundo, foram
avaliados os nematoéides do género Steinernema; isolados IBCB n-6, IBCB n-25 e IBCB n-31.
Em ambos os casos a testemunha foi representada por dgua destilada. Os nematéides foram
avaliados na dosagem de 10 JWem?, quantidade equivalente a dosagem de 1 x 10° JT/hectare.
Foram considerados 7 repeticdes por tratamento, formadas por potes de plastico (9cm de
didmetro por 4 cm de altura) contendo .50g de substrato Vivatto Pro® e 15 g de micélio do
fungo shiitake. Em cada repeti¢do foi colocada 20 larvas (2° ao 4° instar) de B. mabiusi. Os
tratamentos foram suspensos em agua e aplicados com auxilio de pipeta plastica na quantidade
de 1 mL/pote. Cada pote foi colocado no interior de um recipiente de pléstico (15 cm de
diametro por 20 cm de altura), o qual foi fechado e acondicionado em camara com
temperatura, umidade relativa e luminosidade controlada (T=25 + 1°C, UR=70 + 10%,
fotofase=12 horas). O experimento foi irrigado a cada 2 dias, tentando-se manter o substrato
umedecido. Para permitir aeracdo dos recipientes foram feitas duas perfuracdes laterais (5 x 5
cm), sendo vedadas com tela de nylon. Para avaliacdo do experimento foi colocado na parte
superior dos recipientes uma fita adesiva amarela, o que permitiu a captura dos insetos ja na
fase adulta. A avaliacdo foi feita 15 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, contando-se o

nimero de insetos adultos emergentes.
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Comparacao de Heterorhabditis indica, com Heterorhabditis sp. IBCB n-34 e com

Steinernema feltiae na mortalidade de Bradysia mabiusi.

Teste com Infestacdo Artificial 1. Avaliou-se diferentes dosagens do nematdide
Heterorhabditis indica, espécie ja avaliada no controle de Bradysia difformis (Jagdale et al.,
2007) e Heterorhabditis sp. IBCB n-34, isolado que se destacou no teste de selecdo, contra
larvas de B. mabiusi. As dosagens foram de 10, 25 e 50 JI/cm®. A metodologia foi a mesma

utilizada para o experimento de patogenicidade.

Teste com Infestacdo Artificial 2. Avaliou-se o efeito de diferentes dosagens de H. indica e de
Steinernema feltiae, contra larvas de 2° e 4° instar de B. mabiusi. No experimento foram
considerados 5 tratamentos, representados pelos nematéides nas dosagens de 25 e 50 J I/em? e
pela testemunha. Para cada tratamento foi utilizado 4 repeti¢des, sendo que em cada repeticao
foi utilizado 10 larvas. O restante da metodologia foi a mesma da utilizada para o experimento

de patogenicidade.

Teste em Infestacio Natural da Mosca-dos-Fungos. Apds a realizacdo do estudo de
comparacdo do isolados, H. indica foi testado nas dosagens de 10, 25 e 50 JI/cmz, contra
larvas de B. mabiusi. Diferentemente dos experimentos anteriores, nesse teste os potes de
plastico, contendo substrato e micélio de shiitake, foram colocados nas gaiolas de criacdo, para
permitir a ovoposi¢ao dos adultos nos potes. Os potes foram irrigados a cada 2 dias. Apés 14
dias, foi aplicado os tratamentos nas mesmas condicdes do experimento de selecdo.
Posteriormente, com 21 dias da instalacdo do experimento cada pote foi colocado no interior
de um recipiente plédstico (15 cm de didmetro por 20 cm de altura), o qual foi fechado e
acondicionado em camara com temperatura, umidade relativa e luminosidade controlada
(T=25 + 1°C, UR=70 + 10%, fotofase=12horas). Para permitir aera¢do dos recipientes foram
feitas duas perfuracdes laterais (5 x 5 cm), sendo vedadas com tela de nylon. Para avaliacdo do

experimento foi colocado na parte superior dos recipientes fitas adesiva amarela, o que
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permitiu a captura dos insetos ja na fase adulta. A avaliagao foi feita 15 dias, apds a colocacao

dos potes nos recipientes, contando-se o nimero de insetos adultos emergentes.

Analise Estatistica. O experimento foi conduzido com delineamento em blocos casualizados.

Os dados foram transformados em arcsen +/x/100 e submetidos a analise de variancia,

comparando-se as médias pelo teste de Tukey (P<0,05).

Resultados e Discussoes

Patogenicidade de nematoéides entomopatogénicos contra larvas de Bradysia mabiusi.
Todos os isolados de Heterorhabditis avaliados causaram mortalidade corrigida superior a
35%, demonstrando efeitos patogé€nicos para o inseto. Heterorhabditis sp. IBCB n-34
proporcionou a maior mortalidade corrigida, superior a 65%, diferindo significativamente dos
demais isolados e da testemunha quanto a mortalidade real (F=27,529; gi=3,24; P<0,001)
(Figura 1). No experimento com os isolados de Stenernema, nao houve diferenca significativa
nas médias de mortalidade obtidas com esses nematdides e a testemunha

(F=0,415;g1=3,24;P=0,744) (Figura 2).
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Figura 1. Mortalidade de larvas de Bradysia mabiusi expostos diferentes isolados de
nematdides do género Heterorhabditis (isolados IBCB-nl0, IBCB-n13 e IBCB-n34)
(1OJI/cm2), em laboratério (T=25 + 1°C, UR=70 * 10% e fotofase de 12 horas). Médias

seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Mortalidade de larvas de Bradysia mabiusi expostos diferentes isolados de
nematoides do gé€nero Steinernema (isolados IBCB-n6, IBCB-n25 e IBCB-n31) (10JV/em?),
em laboratorio (T=25 £+ 1°C, UR=70 = 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de

mesma letra, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Para o teste com Heterorhabditis foram encontradas algumas pupas de B. mabiusi
infectadas pelos nematdides, o mesmo sendo verificado por Harris et al. (1995) em
experimento realizado contra Bradysia coprophila, utilizando-se o nematdide S. feltiae. Os
autores destacam que as pupas sa0 menos suscetiveis aos nematdides, se comparadas com

larvas de segundo e quarto instar.

Esses dados demonstram que larvas da mosca-dos-fungos podem ser suscetiveis a
nematdides entomopatogénicos, quando analisamos os isolados de Heterorhabditis. Essa
sucetibilidade ja vem sendo demonstrada para a espécie H. indica contra Bradysia difformis

(Jagdale et al., 2007).

No teste com isolados de Steinernema spp., os resultados sugerem nao haver nenhum efeito
patogénico dos agentes para larvas de B. mabiusi. Isso pode estar relacionado com o maior

tamanho dos nematdides testados desse gé€nero (superior a 1284 um) e, consequentemente,
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maior dificuldade para penetragdo nas larvas do inseto. Em contra partida, o nematdide S.
feltiae tem se apresentado virulento para Bradysia spp. € vem sendo utilizado com sucesso no
controle desse inseto em diversos paises (Harris ef al., 1995; Gouge & Hague, 1995; Jagdale et
al., 2004; BECKER UNDERWOOQD, 2009), sendo um dos motivos para isso o seu tamanho
relativamente pequeno (880 um) para os padrdes desse género. Scheepmaker et al., (1998)
também ressaltaram que o tamanho dos nematdides pode interferir na sua capacidade de
penetracdo no hospedeiro, tendo justificado resultados insatisfatorios na mortalidade de larvas
de Magaselia halterata inoculadas com o nematdide S. feltiae pelo fato do nematdide ser

maior que as aberturas naturais do inseto.

Comparacao de Heterorhabditis indica com Heterorhabditis sp. IBCB n-34 e com
Steinernema feltiae na mortalidade de Bradysia mabiusi. Na comparacdo de H. indica com
Heterorhabditis sp. IBCB n34, os dois nematéides diferiram significativamente da testemunha
nas trés dosagens (F=36,586; g/=6,42; P<0,001), indicando o efeito patogé€nico para o inseto
(Figura 3). Nao houve diferenca significativa entre os dois nematdides na menor (F=36,586;
gl=6,42; P=0,087) e maior dosagem (F=36,586; gl=6,42; P=0,103), no entanto o nematdide H.
indica proporcionou maior mortalidade do inseto nas trés dosagens confirmando sua maior

viruléncia para larvas (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidade de larvas de Bradysia mabiusi expostos a Heterorhabditis indica e
Heterorhabditis sp. (IBCB n-34), nas dosagens de 10, 25 e 50 JI/cmz, em laboratério (T=25 +
1°C, UR=70 = 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 4. (A) Adultos de Heterorhabditis indica no interior da larva de Bradysia mabiusi. (B)

Pupa de Bradysia mabiusi infectada pelo nematdide Heterorhabditis indica (IBCB n-05)

Na comparacdo de H. indica com S. feltiae, os dois nematéides diferiram
significativamente da testemunha nas duas dosagens, indicando o efeito patogénico para o
inseto (Figura 5). O nematdéide H. indica apresentou-se ligeiramente mais virulento, tendo
diferenciado significativamente do S. feltiae apenas na menor dosagem (F=44,552; gl=4,15;

P<0,001).
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Figura 5. Mortalidade de larvas de Bradysia mabiusi expostos a Heterorhabditis indica e
Steinernema feltiae, nas dosagens de 25 e 50 JI/cm2, em laboratério (T=25 + 1°C, UR=70 +

10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (P <0,05).

Portanto, o nematéide H. indica apresenta-se bastante virulento para larvas do inseto o que
confirma os resultados dos testes anteriores e demonstra o potencial desse agente para uso
comercial contra a mosca dos fungos. Com relacdo ao nematéide S. feltiae, apesar de
apresentar-se menos virulento ao inseto nesse estudo, o mesmo ja vem sendo utilizado com
sucesso para o controle da mosca dos fungos nos EUA e Europa, proporcionando niveis de
controle variando de 51 a 94% (Gouge & Hague, 1995). Uma provdvel explicacdo para o
sucesso no uso do S. feltiae nessas regides deve a sua maior adaptacdo a climas amenos, sendo
um nematdide mais encontrado em regides de clima temperado (Hominick, 2002). Ja o
nematoéide H. indica € um organismo originado de regides tropicais e subtropicais, tendo sido

recomendado por Jagdale et al., (2007) para o controle da mosca dos fungos em regides de
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climas mais quentes. Em estudo comparando S. feltiae com H. indica, Jagdale et al., (2004)
obtiveram melhores resultados com o primeiro nematdide na temperatura de 22 + 1°C, e

melhores com o segundo na temperatura de 25 + 5°C.

Teste em infestacido espontinea da mosca-dos-fungos. No experimento realizado sob
infestacdo espontanea do inseto, confirmou-se a viruléncia do H. indica para larvas do inseto
nas trés dosagens testadas, tendo o nematdide proporcionado reducdo na densidade do inseto
superior a 50%, havendo diferenca significativa entre as dosagens e a testemunha (F=17,656;

gl=3,16; P<0,001), mas ndo entre as dosagens (F=17,656; gl= 3,16, P=0,162) (Figura 6).
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Figura 6. Nimero médio de adultos de Bradysia mabiusi emergentes dos potes tratados com
Heterorhabditis indica, nas dosagens de 10, 25 e 50 JI/cm2, em laboratdrio (infestagdo
espontanea) (T=25 + 1°C, UR=70 = 10% e fotofase de 12 horas). Médias seguidas de mesma

letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O teste sob infestacdo espontinea apresentou niveis de mortalidade do inseto nas dosagens
de 10 e 25 Jl/cm? inferiores aqueles sob infestacdo artificial, nas mesmas dosagens utilizadas
nos demais testes. A menor mortalidade do inseto na infestagdo espontinea deve-se

provavelmente a maior variagdo nas fases do inseto e a presenga em maior nimero de fases
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mais resistentes ao nematdide (1° e 2° instar e fase de pupa) nos potes tratados com o agente,
sendo esse fato ja verificado por Harris et al. (1995). Possivelmente, também pode estar
relacionado ao menor manuseio dos insetos na infestagdo espontanea, resultando em menor

estresse ao inseto e menor predisposi¢ao ao ataque do nematoide (Scheepmaker et al., 1998).

O teste sob infestacdo espontanea pode apresentar condi¢des mais proximas daquelas em
cultivos comerciais e, conseqiientemente, gerar resultados mais proximos da realidade
encontrada pelo agricultor. Dessa forma, os niveis de mortalidade do inseto variando de 50 a
70%, obtidas para as doses de 10 a 50 JI/cm2, podem ser considerados bastante satisfatorios,
numa avaliacdo inicial, j& que no controle do inseto ndo hd nenhum método atual que

apresente resultados expressivos (Zanetti &Leite, 2004).
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CAPITULO 11

EFICIENCIA DE Heterorhabditis indica E Steinernema feltiae (NEMATA:
HETERORHABDITIAE, STEINERNEMATIDAE) NO CONTROLE DA MOSCA-DOS-
FUNGOS Bradysia mabiusi (DIPTERA: SCIARIDAE) EM CULTIVO PROTEGIDO DE

Chrysanthemum sp.
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Resumo - Tavares, F.M.; Batista Filho, A.; Leite, L.G. & R.A. Bussoéla. 2009. Eficiéncia de
Heterorhabditis indica e Steinernema feltiae no Controle de Bradysia mabiusi, na Cultura de

Chrysanthemum sp.

Avaliou-se o efeito dos nematdides entomopatogénicos Heterorhabditis indica e
Steinernema feltiae, nas dosagens de 10, 50 e 100 JI/cmZ, no controle da mosca-dos-fungos
Bradysia mabiusi, em cultivo protegido de Chrysanthemum sp. Para o estudo foram realizados
3 experimentos. Houve diferenca significativa entre os tratamentos somente no terceiro teste,
entretanto, nos trés testes os nematdides demonstraram uma tendéncia de reduc¢do na
populacdo do inseto, em func¢do do aumento das dosagens, o que sugere o efeito dos agentes
no controle do inseto. Da mesma forma, em todos os testes, o nematdide H. indica apresentou
maior redu¢do na populacdo da mosca-dos-fungos que o S. feltiae, confirmando sua maior
eficiéncia com niveis de controle variando de 6 a 67,5% no primeiro ensaio, de 17 a 77,5% no
segundo, e de 62,5 a 78,5% no terceiro. Os resultados revelam que H. indica apresenta

potencial de uso para o controle da mosca-dos-fungos.
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Abstract - Tavares, F.M.; Batista Filho, A.; Leite, L.G. & R.A. Bussoéla. 2009. Efficiency of
Heterorhabditis indica and Steinernema feltiae in the Control of Bradysia mabiusi, in Crop of

Chrysanthemum sp.

The effects of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis indica e Steinernema
feltiae, at dosage of 10, 50 and 100 IJ/cm?2, were evaluated against the fungus gnat Bradysia
mabiusi in commercial growth of Chrysanthemum sp., in greenhouse conditions. Three
experiments were accomplished. There were significative difference among the treatments
only for the third experiment, mean while, in the three tests, the nematodes showed a tendency
of reduction on the insect population according to the dosage increase, which suggest the
effect of the agents on the insect control. In addition, in all the tests, the nematode H. indica
showed higher reduction on the insect population compared to the S. feltiae, confirming its
higher efficiency with control levels ranging from 6 to 67,5% in the first test, from 17 to
77,5% in the second, and from 62,5 to 78,5% in the third. The data show that H. indica has

potential use for the controlling of the fungus gnat.

Introducao

No Brasil, diversas espécies do género Bradysia (Diptera: Sciaridae) sdo responsaveis por
causar danos nas plantas em sistema de cultivo protegido (Amorim, 1992; Paiva, 2004; Radin
et al., 2006). As larvas desse inseto alimentam-se de fungos, algas e matéria organica em
decomposicdo, vivendo em ambientes imidos e escuros (Leath & Newton, 1969; Kennedy,
1974). Com o estabelecimento do inseto no cultivo, a larva pode se alimentar do sistema
radicular da planta, causando injuria nas raizes e consequentemente facilitando a entrada de
patégenos de plantas, dentre eles Pythium e Fusarium, ocasionando perda na qualidade da

producdo, e em muitos casos morte da planta cultivada (Springer, 1995).

No municipio de Holambra, SP, principal regido produtora de flores no Brasil, a espécie
Bradysia mabiusi foi constatada em cultivos protegidos de plantas ornamentais (Leite et al.,
2007), sendo identificada pelo pesquisador Dalton de Souza Amorim, faxonomista da

Universidade de Sdo Paulo, SP, Brasil.
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No controle desse inseto, nematdides entomopatogénicos dos géneros Heterorhabditis e
Steinernema podem ser uma alternativa para o manejo do inseto, reduzindo sua incidéncia nos
viveiros e melhorando a qualidade da producdo. Em paises da América do Norte e Europa,
esses agentes tém sido amplamente comercializados, destacando-se o nematdide Steinernema

feltiae para o controle de fungus gnats (Becker Underwood, 2009).

Esses nematdides sdo encontrados naturalmente no solo parasitando insetos de diferentes
ordens, em diversas regioes do globo (Hominick, 2002). No Brasil, a ocorréncia desses
organismos ja vem sendo registrada, com a descricdo de uma nova espécie (Andal6 et al.,

2006).

Tais nematdides possuem a capacidade de localizar seu hospedeiro no solo, infectando-o e
liberando no seu interior uma bactéria simbionte, encontrada no seu trato digestorio, que causa

septicemia e a morte do inseto num periodo entre 24 e 72 horas (Ferraz, 1998).

Em funcdo disso, o objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia de Heterorhabditis indica
e Steinernema feltiae no controle de Bradysia mabiusi em cultivo protegido de

Chrysanthemum sp.

Material e Métodos

Obtencao dos Nematoides. Os nematéides utilizados nos ensaios foram Heterorhabditis
indica e Steinernema feltiae, os quais se encontram depositados na Colecao de Nematoides
Entomopatogénicos, do Banco de Entomopatégenos “Oldemar Cardim Abreu”, pertencente ao
Instituto Bioldgico, registrados como IBCB n-5 e IBCB n-21. Para a realizacdo dos
experimentos, os nematdides foram multiplicados em larvas de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae), criadas conforme metodologia adaptada descrita por Machado
(1988). Os nematdides foram armazenados a 15°C, no escuro, por um periodo de 10 dias,

antes de serem usados em cada experimento.
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Experimentos. Foram realizados trés experimentos em cultivo protegido de Chrysanthemum
sp., localizado no municipio de Holambra, SP, Brasil, visando avaliar diferentes dosagens dos
nematéides H. indica IBCB n-5 e S. feltiae IBCB n-21, no controle de B. mabiusi. Para os
experimentos foram considerados 7 tratamentos representados pelo nematdide H. indica nas
dosagens de 10, 50 e 100 JI/cm?, pelo nematéide S. felriae nas dosagens 10, 50 e 100 JI/cm? e
pela testemunha (dgua destilada). Os nematéides nas diferentes dosagens foram inoculados
com auxilio de uma pipeta pldstica em vasos (drea de 132,66 cm?) cultivados com crisdntemo
(periodo de plantio e infestacdo — 2 semanas). Foram considerados 7 repeticdes para cada
tratamento, sendo cada repeticao representada por um vaso. Os vasos foram mantidos durante
3 dias na casa de vegetacdo sob o manejo habitual. Em seguida, os vasos foram retirados dos
viveiros e transferidos para o laboratério, onde foram acondicionados em gaiolas (30cm de
altura, por 15cm x 15cm de base) e mantidos dentro de camara climatizada (T= 25 + 1°C, UR=
70 + 10% e fotofase de 12 horas). A avaliacdo da mortalidade dos insetos foi feita com base
no nimero de adultos emergidos. Para facilitar a contagem foi colocada dentro de cada gaiola
uma fita amarela auto-adesiva, de forma que os adultos eram atraidos pela coloracao e fixados,
facilitando a contagem. A avaliacdo decorreu apds 18 dias da aplicagdo dos nematdides nos

vasos.

Analise Estatistica. O experimento foi conduzido com delineamento em blocos casualizados.
Os dados foram transformados em +/x+ 0,5 e submetidos a andlise de varidncia (ANOVA),

comparando-se as médias pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Resultados e Discussao

Segundo Shapiro-Ilan (2002), na avaliacdo de nematdides entomopatogénicos, sao
necessarios 3 testes nas condi¢des de campo/cultivo protegido para confirmar a sua eficiéncia

no controle de pragas.

Nos estudos, houve diferenca significativa entre os tratamentos somente no terceiro teste
(Tabela 1, 2 e 3), entretanto, nos trés testes os nematdides demonstraram uma reducio na
populacdo do inseto, em funcdo do aumento das dosagens, o que poderia sugerir o efeito dos
agentes no controle do inseto. Da mesma forma, em todos os testes, o nematdide H. indica
apresentou maior reducdo na populacdo da mosca-dos-fungos que o S. feltiae, confirmando
sua maior eficiéncia com niveis de controle variando de 6 a 67,5% no primeiro ensaio (Figura

1), de 37 a 77,5% no segundo (Figura 2), e de 62,5 a 78,5% no terceiro (Figura 3).
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Tabela 1. Emergéncia de adultos (= Erro Padrio) de Bradysia mabiusi, de vasos de

Chrysanthemum sp. tratados com os nematdides Heterorhabditis indica (IBCB-nS5) e

Steinernema feltiae (1IBCB-n21) — Experimento 1, Holambra, SP, Brasil.

Tratamento Média de Adultos*

Testemunha 11 +£3,50 A
H. indica 10 JT/cm® 11+2,15 A
H. indica 50 Jl/cm® 41,01 A
H. indica 100 Jl/cm® 3+0,99 A
S. feltiae 10 Jl/cm? 11+ 1,86 A
S. feltiae 50 Jl/cm? 11 + 5,64 A
Steinernema feltiae 100 J I/cm? 7+£2.16 A

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P [

0,05).
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Tabela 2. Emergéncia de adultos (= Erro Padrio) de Bradysia mabiusi, de vasos de

Chrysanthemum sp. tratados com os nematdides Heterorhabditis indica (IBCB-nS5) e

Steinernema feltiae (IBCB-n21) — Experimento 2, Holambra, SP, Brasil.

Tratamento Média de Adultos*

Testemunha 13 +3,39 A
H. indica 10 JT/cm® 8 +2,01 A
H. indica 50 Jl/cm® 41,14 A
H. indica 100 Jl/cm® 3+1,18 A
S. feltiae 10 Jl/cm? 13 + 4,24 A
S. feltiae 50 JT/cm® 13 +4,91 A
S. feltiae 100 Jl/cm? 5+1,73 A

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P [

0,05).
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Tabela 3. Emergéncia de adultos (= Erro Padrio) de Bradysia mabiusi, de vasos de

Chrysanthemum sp. tratados com os nematdides Heterorhabditis indica (IBCB-nS5) e

Steinernema feltiae (IBCB-n21) — Experimento 3.

Tratamento Média de Adultos*
Testemunha 24 + 1,57 A
H. indica 10 JT/cm® 9+ 1,63 BC
H. indica 50 Jl/cm® 9 + 1,60 BC
H. indica 100 Jl/cm® 5+0,86 C
S. feltiae 10 Jl/cm? 16 + 1,42 B
S. feltiae 50 Jl/cm? 14 +2,70 B
S. feltiae 100 Jl/cm® 13+1,70 B

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P [

0,05).
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Figura 1. Porcentagem de adultos de Bradysia mabiusi emergentes de vasos tratados com
Heterorhabditis indica e Steinernema feltiae, nas dosagens de 10, 50 e 100 JI/cmz, em cultivo

protegido de Chrysanthemum sp. Experimento 1, Holambra, SP, Brasil.
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Figura 2. Porcentagem de adultos de Bradysia mabiusi emergentes de vasos tratados com
Heterorhabditis indica e Steinernema feltiae, nas dosagens de 10, 50 e 100 JI/cmz, em cultivo

protegido de Chrysanthemum sp. Experimento 2, Holambra, SP, Brasil.
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Figura 3. Porcentagem de adultos de Bradysia mabiusi emergentes de vasos tratados com

Heterorhabditis indica e Steinernema feltiae, nas dosagens de 10, 50 e 100 J/em?, em cultivo

protegido de Chrysanthemum sp. Experimento 3, Holambra, SP, Brasil.
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O nematoéide H. indica apresentou-se mais eficiente que o S. feltiae provavelmente devido a
sua maior patogenicidade para o inseto em temperaturas mais quentes como as registradas nos
trés testes em cultivos protegido, superando a marca dos 30°C. Jagdale et al. (2007)
compararam o efeito desses dois nematdides no controle de Bradysia difformis, e verificaram
que H. indica foi mais eficiente em temperaturas superiores a 29°C. Mais recentemente, a
empresa BioControl Systems, Inc., Aurora, IN, EUA, lancou no mercado americano o
nematdide H. indica para uso no controle de larvas do fungus gnat em condi¢des de
temperaturas mais elevadas (18 a 35°C), e vem comercializando também o S. feltiae para o
controle desse mesmo inseto em condi¢des de temperatura mais amena (10 a 29°C) (Grewal &
Power, 2009). Jagdale et al. (2007) avaliaram a persisténcia de H. indica em cultivo protegido
de poinsétia, e a eficiéncia do nematdide no controle de fungus gnats, obtendo mais de 50% de

controle do inseto apds 30 dias da aplicagdo na dosagem de 25 J Iem?.

Quanto ao S. feltiae, apesar de apresentar-se menos eficiente que o H. indica, o mesmo €
um nematdide ja usado comercialmente em diversos paises para o controle da mosca dos
fungos, existindo provavelmente isolados mais virulentos que o testado no presente estudo.
Em casa de vegetacdo, Gouge & Hague (1995) avaliaram S. feltiae Filipjev na dosagem de 78
J/em?® contra o fungus gnat B. paupera em cultivo de fuchsia sobre substrato composto,
obtendo mais de 92% de eficiéncia; enquanto Lindquist & Piatkowski (1993) usaram 88,6
JWem? (10 nematdides a mais) dessa mesma espécie e obtiveram somente 50% de controle de
B. coprophila Lintner em cultivo de milho sobre substrato Pro-mix. Da mesma forma, Harris
et al. (1995) avaliaram S. feltiae na dosagem de 25 JV/cm?® contra larvas de B. coprophila
atacando plantas de poinsétia em substrato Metro-mix, e obtiveram mais de 80% de eficiéncia.
Ja Jagdale et al. (2004) obtiveram no maximo 66% de controle desse inseto infestando
impatiens, 30 dias apds a aplicagdo desse mesmo nematdide, na mesma dosagem. Esses
auotres concluiram que diversos fatores podem afetar a eficiéncia do S. feltiae, incluindo a
temperatura do ambiente, o tipo de substrato, a espécie de planta atacada pelo inseto, o

momento da aplicacdo do nematéide e também a dosagem aplicada.

De forma geral, houve um aumento na eficiéncia dos nematdides do primeiro para o

terceiro teste, com maior evidencia na menor dose do nematéide H. indica. Esse aumento na

N

eficiéncia esteve relacionado a2 um aumento nas populacdes do inseto presentes nesses



48

experimentos (densidades de 11, 13 e 24 insetos/vaso nas respectivas testemunhas), o que
pode ter contribuido para um aumento na reposicdo do nematdide nos substratos decorrente de
uma maior disponibilidade de insetos para reciclagem, resultando em melhores niveis de
controle. O estudo sugere ocorrer um aumento na eficiéncia do nematéide em populacdes
mais elevadas do inseto, o que se torna mais vantajoso para o agricultor. A reciclagem dos
nematdides no ambiente também foi verificado por Tavares el al. (2007), quando avaliaram o
nematdide Steinernema sp. (isolado IBCB n-6), contra larvas de Sphenophorus levis.
Geralmente, os insetos demonstram ser uma importante fonte de inoculo para nematdides,
contribuindo para um controle mais satisfatério da praga alvo e maior persisténcia no

substrato (Kaya, 1990).

Com base no estudo o nematdide H. indica é mais eficiente que o S. feltiae, podendo
proporcionar controle satisfatério da mosca-dos-fungos B. mabiusi. Novos estudos devem ser
conduzidos em casa-de-vegetagdo, desenvolvendo-se novas metodologias que permitam

avaliar o inseto no préprio local.
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5. CONCLUSOES

® Bradysia mabiusi é suscetivel a nematdides entomopatogénicos

® Heterorhabditis indica reduziu a emergéncia de adultos de Bradysia mabiusi, em

laboratdrio, nas condi¢des avaliadas.

® Heterorhabditis indica reduziu a emergéncia de adultos de Bradysia mabiusi, em casa-

de-vegetacao, nas condi¢des avaliadas.
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