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Evaluation of Entomopathogenic Nematodes Strains on Bradysia mabiusi (Diptera: Sciaridae), Pest in Greenhouse

ABSTRACT - Entomopathogenic nematodes (EPNs) of the genus Heterorhabditis and Steinernema
have been used against the fungus gnat in several countries. This study aimed to evaluate different
strains of EPNs (at 10, 25 and 50 1J/cm?) on larva of Bradysia mabiusi held inside pots containing
substrate. An experiment was done to evaluate the virulence of Heferorhabditis indica on larva of
B. mabiusi under natural 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. Under natural insect infestation, H. indica reduced insect population in 50% to 70% at doses
of 10 to 50 [J/cm?.

KEY WORDS - Integrated Pest Management, microbial control, fungus gnat, Heterorhabditis indica.

RESUMO - Nematoides 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 JI/cm?) (JI=juvenis infectivos),
sobre larvas de Bradysia mabiusi, confinadas em potes contendo substrato. Um teste foi realizado
para avaliar a patogenicidade do Heterorhabditis indica sobre larvas de B. mabiusi em infestagdo
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%.
Ja na infesta¢@o espontanea, o nematodide H. indica proporcionou redugdes na populagdo do inseto de
50% a 70%, nas doses de 10 a 50 JI/cm?.

PALAVRAS-CHAVE - Manejo Integrado de Pragas, controle microbiano, mosca-dos-fungos,
Heterorhabditis indica.

A mosca-dos-fungos (Fungus gnats), Bradysia (Sciaridae),
¢ uma das principais pragas que ocorrem em cultivos
protegidos (Gallo ez al. 2002). No Brasil, este inseto danifica
principalmente plantas ornamentais e causa grandes prejuizos
também em mudas de diversas culturas, tais como, citros,
fumo, morango e outras (Paiva 2004; Radin et al. 2006).

A fase adulta do inseto é responsavel pela transmissao
de fitopatdgenos ¢ a fase larval danifica o sistema radicular,
devido a alimentag¢@o, causando lesdes e facilitando a entrada
de patdgenos naraiz, dentre eles, Pythium e Fusarium (Leath
& Newton 1969; Graham & McNeill 1972).

Ciarideos apresentam ampla distribui¢do biogeografica,
ultrapassando 100 géneros em todo o mundo (Zanuncio et al.

Sociedade Entomolégica do Brasil

1996), sendo mais de 190 espécies encontradas na America
do Sul (Amorim 1992). Bradysia coprophila (Lintner) tem
sido constatada como praga de muitas plantas cultivadas em
casa de vegetacdo, incluindo ornamentais, pepino, alface, e
em 1991 foi detectada pela primeira vez no Brasil atacando
estacas de eucaliptos. O ciclo total, ovo a adulto, dessa
espécie ¢ de 18,35 dias (Zanuncio et al. 1996)

Outra espécie encontrada no Brasil é Bradysia mabiusi
(Lane, 1959), relatada atacando plantas ornamentais no
municipio de Holambra, SP (Leite et al. 2007). Até 2009,
nenhum produto quimico ou bioldgico havia sido registrado
no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para
o controle deste inseto (MAPA 2009).
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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 ¢ da
Europa, ¢ 0 uso de nematodides entomopatogénicos (Becker
Underwood 2009). Esses agentes possuem a capacidade de
buscar o hospedeiro em ambientes cripticos, penetrando
no inseto ¢ 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 nematoides
entomopatogénicos poderia ser uma alternativa para o
controle da praga, sendo que o estudo de selegdo de isolados
¢ uma etapa fundamental para determinar quais isolados de
nematodide podem ser utilizados no controle e manejo do
inseto praga (Stuart et al. 2004).

Em fun¢do disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a patogenicidade de nematdides entomopatogénicos sobre
Bradysia mabiusi, em condi¢des de laboratorio.

Material e Métodos

No estudo foram utilizados os nematoides pertencentes
a Colecdo de Nematoides Entomopatogénicos, do Banco de
Entomopatdgenos “Oldemar Cardim Abreu”, depositado no
Instituto Biologico, SP (Tabela 1). Os experimentos foram
realizados nas dependéncias do laboratorio de Controle
Biologico do Instituto Bioldgico, sediado em Campinas, SP.

Os nematodides foram multiplicados em lagartas de 3° e
4° instar Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae),
criadas conforme metodologia adaptada descrita por
Machado (1988). Os nematdides 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 (juvenis infectivos). Logo em
seguida, em cada placa foram colocados 10 insetos e ap6s 10
dias os insetos mortos pelos nematdides foram transferidos
para armadilhas modificadas de White (White 1927). Os
nematoéides, antes de serem usados em cada experimento,
foram armazenados a 15°C, no escuro, por um periodo de 10
dias, para garantir que todos alcancassem a fase de juvenis
infectivos sem que a viabilidade fosse reduzida para menos
de 90%.

As larvas de B. mabiusi foram obtidas de criagdo
em laboratério e a identificagdo do inseto foi feita pelo
taxonomista Dr. Dalton de Souza Amorim, professor da
Universidade de Sao Paulo, com base em adultos do inseto
coletados em cultivos protegidos na empresa Interplant,
Holambra, SP. Adultos coletados nessa empresa foram
transportados ao laboratério de Controle Biologico do
Instituto Biolégico, onde foram liberados dentro de gaiolas
plasticas transparentes (1 m de altura, 40 cm de largura e 60
cm de comprimento), contendo 60 potes de plastico (350
mL) preenchidos com o substrato organico comercial Vivatto
Pro® (Technes Agricola Ltda), para criagdo do inseto. As
larvas do inseto foram alimentadas com micélio do fungo
shiitake, Lentinula edodes (Berk.), que foi adicionado na
superficie do substrato ou levemente enterrado no mesmo.
Dentro das gaiolas foram liberados cerca de 50 adultos, e o
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substrato foi irrigado diariamente, mantendo-se levemente
umedecido. Apoés cinco semanas, eram obtidas cerca de 400
larvas por pote.

Patogenicidade de Nematéides Entomopatogénicos
sobre Larvas de Bradysia mabiusi. Foram conduzidos
dois experimentos com o objetivo de avaliar a agdo dos
nematoides sobre larvas de B. mabiusi. No primeiro,
foram avaliados os nematodides pertencentes ao género
Heterorhabditis, isolados IBCB n-10, IBCB n-13 ¢ IBCB
n-34. Ja no segundo, foram avaliados os nematdides do
género Steinernema; isolados IBCB n-6, IBCB n-25 ¢ IBCB
n-31. Em ambos os casos a testemunha foi representada por
agua destilada. Os nematoides foram avaliados na dosagem
de 10 JI/cm?, quantidade equivalente a dosagem de 1 x 10°
Jl/hectare. Foram feitas 7 repeti¢des por tratamento, sendo
a parcela 1 pote de plastico (9 cm de didmetro por 4 cm de
altura) contendo 50 g de substrato Vivatto Pro® e 15 g de
micélio do fungo shiitake. Em cada repetigdo 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 plastico (15 cm de didmetro
por 20 cm de altura), o qual foi fechado e acondicionado em
camara com temperatura, umidade relativa ¢ luminosidade
controlada (T=25 + 1°C, UR=70 + 10%, fotofase=12 horas).
Os potes foram irrigados a cada 2 dias, mantendo o substrato
umedecido. Para permitir aeragdo 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
(10 x 15 cm), o que permitiu a captura dos insetos adultos. A
avaliagdo foi feita 15 dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos,
contando-se o nimero de insetos adultos emergentes.

Comparaciao de Heterorhabditis indica, com
Heterorhabditis sp. IBCB n-34 e com Steinernema feltiae
na Mortalidade de Bradysia mabiusi.

Teste com Infestagdo Artificial 1. Avaliou-se diferentes
dosagens do nematdide Heterorhabditis indica Poinar,
Karunakar & David, 1992, 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 ¢ 50 JI/cm?. A
metodologia foi a mesma utilizada para o experimento de
patogenicidade.

Teste com Infestagdo Artificial 2. Avaliou-se o efeito de
diferentes dosagens de H. indica e de Steinernema feltiae
Filipjev, 1934, contra larvas de 2° - 4° instar de B. mabiusi.
No experimento foram feitos 3 tratamentos, com nematoides
nas dosagens de 25 e 50 JI/cm? e pela testemunha. Para cada
tratamento foi utilizado 4 repeti¢des, sendo que em cada
repeti¢do foi utilizado 10 larvas do inseto. O restante da
metodologia foi a mesma da utilizada para o experimento
de patogenicidade.

Teste em Infesta¢do Natural da Mosca-dos-Fungos.
Apbs a realizagdo do estudo de comparagao do isolados, H.
indica foi testado nas dosagens de 10, 25 e 50 JI/cm? sobre
larvas de B. mabiusi. Diferentemente dos experimentos
anteriores, nesse teste, os potes de plastico, contendo
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Tabela 1. Identificacdo e procedéncia dos isolados de nematodides entomopatogénicos.

IBCB n-5 Heterorhabditis indica
IBCB n-6 Steinernema brasiliensis.
IBCB n-10 Heterorhabditis sp.
IBCB n-13 Heterorhabditis sp.
IBCB n-21 Steinernema feltiae
IBCB n-25 Steinernema sp.
IBCB n-31 Steinernema sp.
IBCB n-34 Heterorhabditis sp.

Solo de Formigueiro

Cultivo de Citros Itapetininga, SP

Reserva Natural Porto Murtinho, MT

Cultivo de Manga Santa Fé do Sul, SP
Seringal Pindorama, SP
USA
Reserva Natural Mogi Guagu, SP
Pastagem Santa Adélia, SP

Pouso Alegre, MG

substrato e micélio de shiitake, foram colocados nas gaiolas
de criagdo, para permitir a oviposicdo dos adultos nos
potes. Os potes foram irrigados a cada 2 dias. Apos 14 dias,
foram aplicados os tratamentos nas mesmas condi¢des do
experimento de selecdo. Posteriormente, com 21 dias da
instalagdo do experimento, cada pote foi colocado no interior
de um recipiente plastico (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 aeracdo dos recipientes foram feitas duas perfuragdes
laterais (5 x 5 cm), sendo vedadas com tela de nylon. Para
avaliagdo do experimento foi colocado na parte superior dos
recipientes fitas adesiva amarela, o que permitiu a captura
dos insetos ja na fase adulta. A avaliagdo foi feita 15 dias,
apos a colocagdo dos potes nos recipientes, contando-se o
numero de insetos adultos emergidos.

Analise Estatistica. O experimento foi conduzido
com delineamento em blocos casualizados. Os dados de
rilfﬂa]idade observados foram transformados em arcsen

x/100 e submetidos a analise de variancia, comparando-
se as médias pelo teste de Tukey (P<0,05). Para os testes com
mortalidade na testemunha acima de 20%, os dados foram
apresentados também como mortalidade transforma pela
formula de Abbott (1925).

Resultados e Discussao

Patogenicidade de nematéides entomopatogénicos
sobre larvas de Bradysia mabiusi. Todos os isolados de
Heterorhabditis avaliados causaram mortalidade corrigida
(Abbott, 1925) superior a 35%, demonstrando efeitos
patogénicos para o inseto. Heterorhabditis sp. IBCB
n-34 proporcionou a maior mortalidade, superior a 65%,
diferindo significativamente dos demais isolados e da
testemunha quanto a mortalidade observada (F=27,529;
gl=3, 24; P<0,001) (Fig. 1). No experimento com 0s
isolados de Steinernema, nao houve diferenga significativa
nas mortalidades obtidas com esses nematdides e o controle
(F=0,415; g/=3, 24; P=0,744) (Fig. 2).
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Figura 1. Mortalidade observada e corrigida (Abbott) de
larvas de Bradysia mabiusi expostas a diferentes isolados de
nematoides do género Heterorhabditis (isolados IBCB-n10,
IBCB-n13 e IBCB-n34) (10JI/cm?), 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).

%o Mortalidade Observada [ %% Mortalidade Corrigida

IBBn-31

BCBnb

IBCBn-25

‘Tratamentos

Figura 2. Mortalidade observada e corrigida (Abbott) de
larvas de Bradysia mabiusi expastos a diferentes isolados
de nematdides do género Steinernema (isolados IBCB-n6,
IBCB-n25 ¢ IBCB-n31) (10JI/cm?), em laboratorio (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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No teste com Heterorhabditis foram encontradas algumas
pupas de B. mabiusi infectadas pelos nematoides, 0 mesmo
foi verificado por Harris et al. (1995) em experimento
realizado contra Bradysia coprophila (Lintner), utilizando-
se o nematoide S. feltiae. Os autores destacam que as pupas
s30 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 nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis. Essa
suscetibilidade ja foi demonstrada quando H. indica foi
testado contra B. difformis (Jagdale et al., 2007).

No teste com isolados de Steinernema spp., os resultados
sugerem ndo haver efeito patogénico algum dos agentes
sobre larvas de B. mabiusi. Isso pode estar relacionado com
o maior tamanho dos nematoides testados desse género
(superior a 1284 um) e, consequentemente, maior dificuldade
para penetracdo nas larvas do inseto. Em contrapartida,
o nematoide S. feltiae tem se apresentado virulento para
Bradysia spp. e vem sendo utilizado com sucesso no controle
desse inseto em diversos paises (Harris ef al. 1995; Gouge
& Hague, 1995; Jagdale et al. 2004; Becker Underwood,
2009), sendo um dos motivos para isso o seu tamanho
relativamente pequeno (880 pum) para os padroes desse
género. Scheepmaker et al. (1998) também ressaltaram que
o tamanho dos nematoides pode interferir na sua capacidade
de penetragao no hospedeiro, tendo justificado resultados
insatisfatorios na mortalidade de larvas de Magaselia
halterata (Wood) (Diptera: Phoridae) inoculadas com o
nematoide S. feltiae, pelo fato do nematdide ser maior que
os esperilaculos e outras aberturas naturais do inseto.

Comparacio de Heterorhabditis indica, Heterorhabditis
sp. IBCB n-34 e Steinernema feltiae na mortalidade de
Bradysia mabiusi. Na comparagdo de H. indica com
Heterorhabditis sp. IBCB n34, os dois nematdides diferiram
significativamente da testemunha nas trés dosagens
(F=36,586; gl=6,42; P<0,001), indicando o efeito patogénico
para o inseto (Fig. 3). Nao houve diferenca significativa entre
os dois nematoides na menor (F=36,586; gl=6, 42; P=0,087)
e maior dosagem (F=36,586; g/=6,42; P=0,103). No entanto,
o nematoide H. indica proporcionou maior mortalidade do
inseto nas trés dosagens, confirmando sua maior viruléncia
para larvas. Para ilustrar o desenvolvimento de H. indica
dentro da larva de B. mabiusi, foram feitas gravacdes em
video dos adultos do nematoide de primeira geragdo com
ovos em formagao (video 1, video 2 e video 3), e dos juvenis
infectivos (segunda geracdo) no interior do cadaver do
hospedeiro (video 4).

Na comparagdo de H. indica com S. feltiae, os dois
nematoides diferiram significativamente da testemunha nas
duas dosagens, indicando o efeito patogénico para o inseto
(Fig.4). O nematdide H. indica apresentou-se ligeiramente
mais virulento, tendo diferenciado significativamente de
S. feltiae apenas na menor dosagem (F=44,552; gi=4, 15;
P<0,001).

Portanto, o nematoide H. indica apresentou-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 relag@o
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Figura 3. Mortalidade observada e corrigida (Abbott) de
larvas de Bradysia mabiusi expostas a Heterorhabditis indica
e Heterorhabditis sp. (IBCB n-34), nas dosagens de 10, 25
e 50 JI/cm?, em laboratorio (T=25 + 1°C, UR=70 + 10% ¢
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 . Mortalidade observada de larvas de Bradysia
mabiusi expostas a Heterorhabditis indica e Steinernema
feltiae, nas dosagens de 25 ¢ 50 JI/cm?, 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).

ao nematoide S. feltiae, apesar de apresentar-se menos
virulento ao inseto nesse estudo, o0 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 provavel
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 nematoide 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 climas mais quentes. Em
estudo comparando S. feltiae com H. indica, Jagdale et
al. (2004) obtiveram melhores resultados com o primeiro
nematoide na temperatura de 22 + 1°C, e melhores com o
segundo na temperatura de 25 £ 5°C.
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Namero médio de adultos

Test IBCBn-5 (107T) IBCBn-5 (251T) IBCE n-5 (500T)

Tratamentos

Figura 5. Numero médio de adultos de Bradysia mabiusi
emergidos de potes tratados com Heterorhabditis indica, nas
dosagens de 10, 25 e 50 JI/cm?, em laboratorio (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).

Teste em infestagdo espontanea da mosca-dos-fungos.
No experimento de infestacdo espontanea , confirmou-se
a viruléncia do H. indica para larvas do inseto nas trés
dosagens testadas, tendo o nematoide proporcionado redugdo
na densidade do inseto superior a 50%, havendo diferenga
significativa entre as dosagens e a testemunha (F=17,656;
gl=3, 16; P<0,001), mas nao entre as dosagens pelo teste
de Tukey 0,05 (Fig. 5).

O teste de infestagdo espontanea apresentou niveis
de mortalidade do inseto nas dosagens de 10 e 25 JI/cm?
inferiores aqueles sob infestacdo artificial, nas mesmas
dosagens utilizadas nos demais testes. A menor mortalidade
do inseto na infestagdo espontdnea deve-se provavelmente
a maior variacdo nas fases do inseto ¢ a presenga em maior
numero de fases mais resistentes ao nematdide (1° e 2° instar
larval ¢ pupa) nos potes tratados com o agente, sendo esse
fato ja verificado por Harris et al. (1995). Possivelmente,
pode estar relacionado a0 menor manuseio dos insetos
na infestagdo espontanea, resultando em menor estresse
ao inseto e menor predisposi¢ao ao ataque do nematdide
(Scheepmaker et al. 1998).

O teste de infestagdo espontaneca pode apresentar
condi¢gdes semelhantes ao de 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/em2, podem ser considerados bastante
satisfatorios, numa avaliacdo inicial, ja que no controle do
inseto ndao ha nenhum método atual que apresente resultados
expressivos (Zanetti & Leite 2004).
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