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RESUMO

Foi avaliada, em condigdes de laboratério, a viruléncia de quatro isolados de nematéides
entomopatogénicos contra larvas de 3° e 4° instares de Bradysia mabiusi Lane, e a persisténcia de
Heterorhabditis indica Poinar et al. 1992 em substratos orgénicos, dentro de casa de vegetacdo. No
teste de viruléncia, foram avaliados os isolados H. indica IBCB-n05, Heterorhabditis sp. IBCB-n10,
Steinernema glaseri CCA e S. carpocapsae CCA. Os nematodides foram usados na dosagem de 200
juvenis infectivos (JI)/larva. Para a avaliagdo de persisténcia, foi selecionado o nematéide H. indica
IBCB-n05, sendo realizados 2 testes em casa de vegetagdo. Em um teste, o nematéide foi aplicado
nas dosagens de5,7e22,6]JI/cm?e, emoutro, nas dosagens de 10 e 50 JI/ cm?. Nos dois testes, foram
feitas duas avaliacGes, liberando-se larvas do inseto nas amostras tratadas do substrato ap6s 24
horas e 15 dias da aplicacdo. O nematéide H. indica IBCB-n05 provocou 100% de mortalidade dos
insetos, mas nao diferiu significativamente do Heterorhabditis sp. IBCB-n10 e S. carpocapsae (96%
e 83% de mortalidade, respectivamente). No estudo de persisténcia, o nematéide H. indica, nas
dosagens de 5,7 e 22,6 JI/cm?, proporcionou, respectivamente, 67 e 80% de mortalidade corrigida
daslarvas (formula de Abott) apés 24 horas daaplicagdo. Em outro teste, onematéide, nas dosagens
de 10 e 50 JI/cm?, proporcionou, respectivamente, 69% e 97% de mortalidade corrigida apds 24
horas daaplicacdo. A persisténcia donematoidenos testes em casa de vegetacao foi bastante afetada
ja que a mortalidade do inseto, 15 dias ap6s a aplicagdo, ndo passou de 15%.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, Sciaridae, Steinernema sp., Heterorhabditis sp., Bradysiamabiusi.

ABSTRACT

VIRULENCE OF ENTOMOPATHOGENICNEMATODES (NEMATA: RHABDITIDA) AGAINST
LARVA OF THE FUNGUS GNAT BRADYSIA MABIUSI (LANE, 1959) AND PERSISTENCE OF
HETERORHABDITIS INDICA POINAR ET AL. 1992 ON ORGANIC SUBSTRATES. The virulence
of four entomopathogenic nematodes strains against Bradysia mabiusi (Lane) 3° - 4° instar larvae
in laboratory conditions and the persistence of Heterorhabditis indica Poinar et al. 1992 on organic
substrates, in the greenhouse, were evaluated. For the virulence test, four nematodes strains were
used: Heterorhabditis indica IBCB-n05, Heterorhabditis sp. IBCB-n10, Steinernema glaseri CCA and S.
carpocapsae CCA. These nematodes were evaluated at the dosage of 200 infective juveniles (IJ)/
larvae. For the persistence study, the nematode H. indica was selected and two tests were carried
out. Inthefirsttest, the nematode was applied at the dosages of 5.7 and 22.6IJ / cm?, and in the second,
atthe dosages of 10and 501 /cm? For both tests, two evaluations were done, releasing insectlarvae
onthe treated and nontreated substrate at 24 hours and 15 days after the application. The nematode
H. indica IBCB-n05 was the most virulent, causing 100% mortality of larvae, but did not differ
statistically from Heterorhabditis sp.IBCB-n10andS. carpocapsae(96 % and 83 % mortality, respectively).
For the first persistence test, H. indica IBCB-n05 at the dosages of 5.7 and 22.6 IJ/cm? afforded,
respectively, 67 and 80% mortality of larva (corrected by Abott’s formula) 24 hours after the
application. For the other persistence test, the nematode at the dosages of 10and 50IJ / cm?afforded,
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respectively, 69 and 97% mortality (corrected by Abott’s formula) 24 hs after application. The
persistence of the neiological control, Sciaridae, Steinernema sp., Heterorhabditis sp., Bradysia

mabiusi.

KEY WORDS: Biological control, Sciaridae, Steinernema sp., Heterorhabditis sp., Bradysia mabiusi.

INTRODUCAO

As moscas-dos-fungos (em inglés, fungus gnats)
correspondem a diferentes espécies de dipteros das
familias Sciaridae, Keroplatidae, Mycetophilidaee
algumas outras menores. Dentre os ciarideos, as
larvas de espécies do géneroBradysiaou de géneros
préximos, de modo geral, alimentam-se do sistema
radicular de plantas em cultivos protegidos, po-
dendo causar danos diretos e indiretos pela trans-
missdo de fitopatégenos. Essas espécies sao consi-
deradas pragas importantes em cultivos de cogu-
melos e viveiros de mudas, atacando citros, fumo,
ornamentais e diversas outras plantas de impor-
tadncia econdmica. As larvas desse inseto alimen-
tam-se de fungos, algas e matéria organica em de-
composicdo, vivendo em ambientes tmidos e escu-
ros. Todavia, quando se estabelecem, as larvas pas-
sam a alimentar-se das raizes das plantas, com
tineis nas raizes mais grossas, provocando danos
de grande importancia, principalmente, em peque-
nas mudas em fase de germinacdo, e a morte das
plantas em casos de infestagdes pesadas. Além
disso, danos indiretos as plantas também podem
ser ocasionados com as larvas e adultos atuando
como vetores de fungos fitopatogénicos dos géne-
ros Pythium, Botrytis, Verticillium, Fusarium,
Thielaviopsis, Cylindrocladium e Sclerotinia (POWELL;
Linpquist, 1996; Paiva, 2004).

Até 1966, essa mosca nao era considerada praga
nos EUA, sendo sua presenca apenas inconveniente.
Atualmente, é uma praga mundial. No Brasil, nos
altimos anos, tornou-se uma pragaimportante, sendo
disseminada de norte a sul do pais e desconhecida
pela grande maioria dos viveiristas e produtores em
estufas (TAVEIRA, 1995). Os registros na literatura de
ataques de sciarideos na regido Neotropical, com
dano econdmico a culturas, ainda sdo relativamente
escassos. AMORIM (1992) relatou ataques de espécies
de Bradysia a soja e eucalipto, e de Eurobradysia a
roseiras e a Solanum quitoensis. Mais recentemente,
foramidentificados ataques de Bradysiamatogrossensis
(Lane) em viveiros de vérios Estados brasileiros -
Bahia, Sao Paulo, Parand e Santa Catarina - causan-
do dano em cultivos de cogumelos, Lisianthus,
Epidendrum, Datura e crisdintemo, mostrando a neces-
sidade de cuidados com essa praga.

Nao existe nenhum inseticida registrado para o
controle desse inseto no Brasil. Nos EUA, Europa e
outros paises, um método bastante conhecido e utili-

zado com eficiéncia é o controle biol6gico por meio do
nematéide Steinernema feltine (Rhabditida:
Steinernematidae). O ambiente dmido e sombreado
predominante em areas de propagacdo de mudas
favorece o nematdide, que ataca tanto a larva como a
pupadoinseto, proporcionandoniveis decontrolede
até 90% (Goucg; Hagug, 1995). Com uma ou duas
aplicacdes do bioinseticida, é possivel manter a popu-
lagdo doinseto sob controle, seminconvenientes para
o ambiente e para a sattde humana (TomaLAK ef al.,
2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar a viruléncia de
nematéides entomopatogénicos contra larvas de
Bradysia mabiusi (Lane, 1959), em condic¢des de labo-
ratério, e a persisténcia de Heferorhabditis indica Poinar
et al. 1992 (Rhabditida: Heterorhabditidae) em
substratos organicos, dentro de casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS
Criacdo do inseto

Para a realizacdo desse estudo, foram utilizados
insetos de B. mabiusi obtidos de cria¢do em laborato-
rio. Individuos de B. mabiusi (Fig. 1) foram coletados
em cultivos protegidos na empresa Interplant,
Holambra, SP, e depois transportados ao laboratério
de Controle Biolégico do Instituto Biolégico, onde
foram criados dentro de gaiolas plésticas de 60 x 35
cm, contendo 30 potes de plastico (350 mL) preenchi-
dos com o substrato organico comercial Vivatto Pro®
(Technes Agricola Ltda). As larvas do inseto foram
alimentadas com pedagos de batata mantidas na
superficie do substrato oulevemente enterrados nele.
Dentro das gaiolas foram colocados cerca de 50 adul-
tos, eosubstratofoiirrigadoacadadois dias, manten-
do-se levemente umedecido. Apés trés a cinco sema-
nas, foram obtidas cerca de50larvas porcada pedago
de batata.

Teste de viruléncia

Foi avaliada a viruléncia de nematéides
entomopatogénicos contralarvas de 3°e4°instares
de B. mabiusi. Foram considerados cinco tratamen-
tos representados pelos nematéidesH. indica IBCB-
n05, Heterorhabditis sp. IBCB-n10, Steinernemaglaseri
CCA, S. carpocapsae CCA e testemunha (sem
nematodide). As informagdes sobre a procedéncia
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desses nematéides estdao descritas na Tabela 1. Os
nematoéides do género Heterorhabditis estio armaze-
nados na colec¢do de organismos entomopatogéni-
cos do Instituto Biol6gico, enquanto os nematéides
S. carpocapsae e S. glaseri sdo provenientes da cole-
¢do da Universidade Federal de Sdo Carlos, Centro
de Ciéncias Agrarias, Araras, SP. A identificacdo
das espécies foi confirmada pelo Dr. Khuong Ba
Nguyen, da Universidade da Flérida, Gainesville,
FL, EUA. Para o bioensaio, esses nematodides foram
multiplicados em larvas de Galleria mellonella e
utilizados com 5 a 10 dias ap6s a emergéncia dos
juvenis infectivos.

Para cada tratamento foram utilizadas trés repeti-
¢Oes, cada uma representada por dez larvas de B.
mabiusi, agrupadas em placas (6 cm de didmetro)
contendo 10 g do substrato orgénico Vivatto Pro®
previamente umedecido (10% de umidade) e um pe-
queno pedaco de batata para a alimentacdo das lar-
vas. Para a inoculagdo dos nematéides, circulos de
papel filtro (5,5 cm de didmetro), contendo juvenis
infectivos previamente filtrados foram estendidos
sobre o substrato, com os nematéides voltados para
baixo. A dosagem foi de200juvenisinfectivos (JI) para
cada larva. Para a testemunha, o papel de filtro foi
estendido sobre o substrato apds ser apenas umede-
cido com agua destilada, na mesma umidade dos
demais tratamentos. As placas foram tampadas, sela-
das e acondicionadas na temperatura de 24° C. A
avaliacaofoifeita trés diasapods, contando-se ontime-
ro de larvas vivas e mortas.

Testes de persisténcia

Foiavaliada a persisténcia donematéide H.indica
IBCB-n05 em substratos organicos dentro de casa de
vegetacdo. Para isso, foram realizados dois experi-
mentos, sendo um na empresa Interplant, Holambra,
SP, e outrono Centro Experimental do Instituto Biol6-
gico (CEIB), ambos no periodo de janeiro de 2004. O
nematoéide foi obtido de multiplicagdo in vitro pelo
processo da esponja (Bebbing, 1984) e usado, nos dois
experimentos, com 5 a 10 dias ap6s a sua extragdo do
meio de cultura.

Experimento [
Para esse experimento foram considerados trés

tratamentos representados pelo nematéide H. indica
IBCB-n05 aplicado nas dosagens de 5,7 e 22,6 JI/ c?
(equivalentes a 38 e 146 JI/inseto) e pela testemunha
(sem nematdide). As avalia¢oes foram realizadas 24
horas e 15 dias ap6s a aplicacao.
Onematéidefoiaplicado embandejas (40 x 60 cm)
contendo o substrato organico comercial Terra do
Paraiso®, cultivadas com plantas recém-transplan-
tadas de violeta, sendo utilizado duas bandejas para

cada tratamento. O nematoéide foi suspenso em dgua
e pulverizado sobre as bandejas. As bandejas foram
mantidasem casa de vegetacdonaempresaInterplant,
Holambra, SP, e irrigadas diariamente. A temperatu-
ra foi registrada diariamente dentro da casa de vege-
tagdo, permanecendo em uma faixa também toleravel
ao nematdide (20 a 28° C).

Ap6s24horasel5diasdaaplicacdo, amostras de
200 mL do substrato tratado e nao tratado, contendo
uma planta de violeta cada amostra, foram distribu-
idas em potes de pléstico (250 mL), utilizando-se
quatro potes por tratamento, sendo cada pote uma
repeticdo. Esses potes foram levados para o Laboraté-
rio de Controle Biol6gico do Instituto Biol6gico, onde
foram infestados, cada um, com 10 larvas de 3° e 4°
instares do ciarideo (obtidas de criagdo em laboraté-
rio). Em seguida, os potes foram colocados individu-
almente dentro de gaiolas de pléstico (30x15cm) com
tampa de rosca e aberturas laterais vedadas com tela
de nylon, e acondicionados em sala climatizada
(fitotrom) com temperatura de 25° C e fotoperiodo de
12 horas.

A avaliacdo da mortalidade dos insetos foi feita
com base no ntimero de adultos emergidos nas gaio-
las. Parafacilitaracontagem dos adultos, foicolocada
dentro de cada gaiola uma fita amarela (4 x 8 cm) com
colaadesivanas duasfaces (Bio Trap®), de formaque
os adultos eram atraidos pela coloragao e fixados na
fita, permitindo facilmente a sua contagem.

Experimento II
Foram considerados trés tratamentos, representa-

dos pelo nematéide H. indica IBCB-n05, aplicado nas
dosagens de 10 e 50 JI/ cm? (equivalentes a 64 e 320 J1/
inseto, respectivamente) e pela testemunha (sem
nematdéide),avaliados24horasel5diasapésaplicacdo.

Para cada tratamento, em cada avaliagdo, foram
consideradas quatro repeticdes, cada uma represen-
tada por um pote de plastico (250 mL) contendo cerca
de 200 mL do substrato organico Vivatto Pro® previ-
amente umedecido (10% de umidade). O nematoéide
suspenso em agua foi distribuido sobre o substrato
com o auxilio de uma pipeta, no volume de 10 mL/
pote. Os potes foram mantidos em casa de vegetacdo
(CEIB) e irrigados diariamente. A temperatura foi
registrada diariamente dentro da casa de vegetacao,
permanecendo em uma faixa toleravel ao nematéide,
de 22 a28°C.

Apb6s24horasel5diasdaaplicagdo, quatro potes
de cada tratamento foram levados ao laboratério e
infestados, cadaum,com dezlarvas de 3°e4°instares
do ciarideo, obtidas de criagdo em laboratoério. Para
alimentar as larvas foi colocada uma fatia de batata
crua na superficie do substrato em cada pote. O pro-
cedimento de avaliagdo foi o mesmo usado para o
experimento I.
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Tabela 1 - Nematoides utilizados no teste de viruléncia.

Nematéide Origem Municipio
Heterorhabditis sp. (IBCB-n05) Solo de cultura de citros Itapetininga, SP
Heterorhabditis sp. (IBCB-n10) Solo de cultura de manga Santa Fé do Sul, SP
S. glaseri (CCA) Ovo de Migdolus fryanus Araras, SP

S. carpocapsae Solo Flérida, EUA

IBCB - Isolado proveniente da Colecdao “Oldemar Cardim Abreu”
CCA - Isolado proveniente do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar, Campus Araras
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Fig. 3 - Larva de Bradysia mabiusi infectada e morta pelo Bradysia mabiusi em substrato organico tratado com duas
nematoide Heterorhabditis indica. dosagens do nematéide Heterorhabditis indica, mantido em
casa devegetacao (empresa Interplant), ap6és 24 horas (A) e 15
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Fig. 5 - Mortalidade real e corrigida (Abbott) de B. mabiusi em substrato organico tratado com duas dosagens do
nematoéide H. indica, mantido em casa de vegetacdo, ap6s 24 horas (A) e 15 dias (B) da aplicacdo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analise estatistica

Osdadosforam submetidosaanalise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas usando
teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de viruléncia

O nematoéide H. indica IBCB-n05 provocou 100%
demortalidade dosinsetos. Entretanto, esse valornao
diferiusignificativamente dosresultados obtidos com
Heterorhabditis sp. IBCB-n10eS. carpocapsae CCA,com
96%, 83%, respectivamente (F = 16,5; P = 0,848) (Fig.
2). O nematéide S. glaseri CCA foi pouco virulento
para larvas da mosca-dos-fungos, com 16,5% de
mortalidade, diferenciando significativamente dos
demais nematéides (P < 0,001), mas ndo da testemu-
nha (P = 0,848). Larvas do ciarideo mortas pelos
heterorhabditideos apresentaram sintoma bastante
caracteristico, com a coloragdo avermelhada (Fig. 3)
decorrente da sua colonizacdo pela bactéria do géne-
ro Photorhabdus.

Onematéide S. glaseri proporcionou baixa morta-
lidade dos insetos. Um dos provaveis motivos para
isso foi o tamanho relativamente grande dessa espé-
cie (864 a 1448 pm), especialmente quando compara-
do ao H. indica testado (479 a 573 pm), o que dificulta
apenetracdonalarva do inseto. Esse nematéide atua
mais freqiientemente contra larvas de cole6pteros,
especialmente escarabeideos (GAUGLER et al. 1992).

O controle biol6gico de moscas-dos-fungos temsido
feito com o nematéide S. feltiae, iniciado na Suécia por
volta de 1990 NepstaM & Burman, 1990). Outros
nematoides também tém sido avaliados, no entanto com
resultados inferiores. No estudo deHarris et al. (1995), S.
feltige foi comparadocom S. carpocapsae e H. bacteriophora,

tendo o primeiro nematéide proporcionado 80% de
mortalidade, o segundo 20%, e o terceiro 18%.

Teste de persisténcia

No experimento realizado em Holambra, o
nematdide nas dosagens de 5,7 € 22,6 JI/ cn?? (equiva-
lentes a 5,7 x 108 e 2,26 x 10° ]I/ ha, respectivamente)
proporcionou, respectivamente, 67 e 80% de mortali-
dade corrigida ap6s 24 horas da aplicacdo. Entretan-
to, ndohouve diferencasignificativaentre esses trata-
mentos quanto amortalidadereal (F=24,8; P <0,540),
tendoambos diferidos da testemunha (P <0,001) (Fig.
4). Aos 15 dias da aplicacdo, a mortalidade corrigida
ndo passou de 6% (menor dosagem), ndo havendo
diferenca significativa entre os tratamentos quanto a
mortalidade real (F =0,02; P =0,97).

No teste realizado no Centro Experimental, o
nematoéide H. indica IBCB-n05, nas dosagens de 10 e
50 JI/cm? (equivalentes a 1 x 10° e 5 x 10° JI/ha,
respectivamente), proporcionou 69 % e 97 % de morta-
lidade corrigida das larvas ap6s 24 horas da aplica-
¢do, respectivamente, ndo havendo diferenca signifi-
cativa entre esses tratamentos quanto a mortalidade
real (F = 28,6; P = 0,11), tendo ambos diferidos da
testemunha (P <0,001) (Fig.5). Aos 15 dias da aplica-
¢do, a mortalidade corrigida ndo passou de 15%
(maior dosagem), sem que houvesse diferenca signi-
ficativa entre os tratamentos quanto a mortalidade
real (F=0,18, P =0,83).

A persisténcia do nematéide nas casas de vegeta-
¢do, portanto, foi bastante afetada jd que a mortalida-
de doinseto, 15 dias apds a aplicacdo, ndao passou de
15%. Essa baixa persisténcia deveu-se provavelmen-
te a auséncia de larvas da mosca-dos-fungos no
substrato que permaneceu nas casas de vegetacao
durante esse periodo (15 dias), ndo permitindo, por-
tanto, areciclagem donematéide. Paraaavaliacdo do
experimento, amostras dos substratos, tratado e nao
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tratado, mantidos nas casas de vegetagao, eram reti-
radas e levadas ao laboratorio, onde eram infestadas
com larvas do inseto obtidas de criagdo em laboraté-
rio. Apéscadaavaliacdo, asamostraseram descartadas.

A presenga do inseto hospedeiro é um dos princi-
pais fatores responsaveis pela manutencdo de altas
populacdes de nematdides entomopatogénicos no
ambiente (Kaya, 1990).JaGpaLE et al. (2004) obtiveram
melhor resultado de controle da mosca-dos-fungos
com S. feltineem cultura protegida de poinsétia, quan-
doonematéide foiaplicado 16 diasapés o transplan-
te das mudas, no momento em que aslarvas do inseto
encontravam-seno4°instar e, portanto, suscetiveisao
nematéide. A aplicacdo dentro do periodo, a partirdo
transplante até ap6s 8 dias, ndo resultou em nenhum
efeitono controle doinseto, uma vez que o hospedeiro
encontrava-se no estagio de ovo elarvas de primeiros
instares, portanto mais resistente ao nematéide. Con-
seqiientemente, ndo ocorreuareciclagemdonematéide
noambiente esua populagdo foireduzida paraniveis
insuficientes para promover o controle da praga, apés
o surgimento de altas populagdes de larvas em esta-
gios mais avancados.

Em geral, o nematoéide H.indica IBCB-n05 apresen-
tou o mesmo desempenho nos testes de persisténcia
realizados na empresa Interplant e no Centro Experi-
mental, nas avaliacoes feitas 24 horas e 15 dias apds
aplicacdao. Com base na primeira avaliacdo do teste
realizado na empresa Interplant, poderia recomen-
dar-se a dosagem de 22,6 JI/cm? equivalente a 2,26 x
10°]J1/ha, ja que resultou em 80% de mortalidade dos
insetos. Essa dosagem assemelha-se aquelarecomen-
dada para onematéideS. feltiae, de22,5]1/ c? (HARRIS
et al., 1995). Novos estudos devem ser realizados na
busca de isolados mais virulentos de nematdides
entomopatogénicos, commaior potencial reprodutivo
e que persistam por mais tempo no substrato.
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