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RESUMO

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Associacao Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
— nematéides entomopatogénicos (Rhabditida) — Orius insidiosus (Say) no
controle de tripes (Thysanoptera) em cultivo protegido. Lavras: UFLA,
2006. 132p. (Tese — Doutorado em Entomologia).”

Os tripes sdo pragas importantes em cultivos protegidos pelos danos
diretos e indiretos que causam as plantas. O controle bioldgico € o principal
método de controle desta praga e dentre os agentes de controle bioldgico
promissores estdo os fungos (FEPs) e nematoides entomopatogénicos (NEPs), os
quais, aliados ao principal predador de tripes, Orius insidiosus (Say)
(Hemiptera: Anthocoridae), podem aumentar a efetividade do controle bioldgico
em cultivos protegidos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar: 1) a
patogenicidade de isolados do FEP Beauveria bassiana Bals. Vuill. sobre
Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae) em laboratério; 2) a
patogenicidade de linhagens nativas e exdticas de NEPs sobre C. phaseoli em
condi¢des de laboratorio; 3) o efeito de linhagens nativas e exoticas de NEP
sobre o predador O. insidiosus em laboratorio ¢ 4) a combinacdo dos FEPs e
NEPs com O. insidiosus para controle de tripes em condigdes de casa-de-
vegetagdo. No 1° ensaio foram aplicadas suspensodes fungicas em placas de Petri
contendo meio de cultura Agar-Agua + disco foliar de feijao-de-porco, para
onde foram transferidas ninfas e adultos de C. phaseoli, sendo avaliada a
mortalidade dos insetos. Os fungos UFLA 16 e¢ IPA 202 foram os mais
patogénicos para ninfas e adultos de C. phaseoli, respectivamente, apresentando
uma porcentagem de mortalidade superior a 80%. No 2° ensaio, NEPs foram
inoculados em substrato contendo pré-pupas e/ou pupas de tripes, avaliando-se a
mortalidade desses estadios, a qual variou de 57,5 a 100%. A familia
Heterorabditidae foi mais efetiva no controle do que Steinernematidae. No 3°
ensaio, ninfas e adultos de O. insidiosus foram inoculados com suspensdes de
NEPs em arenas com areia. Os NEPs foram pouco patogénicos ao predador na
maioria dos tratamentos avaliados. O 4° ensaio foi realizado em casa-de-
vegetacao (CV), sendo avaliado o nivel populacional de tripes em crisantemo
apos a aplicacdo de FEPs e NEPs associada com a liberagdo de O. insidiosus. A
combinagdo dos inimigos naturais em casa-de-vegetacao (CV) foi efetiva no
controle de tripes. Nos tratamentos em que foram liberados O. insidiosus houve
reducdo dos niveis populacionais. As combinagdes entre os entomopatégenos
foram efetivas para tripes. O fungo B. bassiana isoladamente reduziu a
populagdo de tripes nas duas primeiras semanas, diferindo dos outros
tratamentos, que mantiveram niveis populacionais mais baixos.

*Orientador: Alcides Moino Junior — UFLA



ABSTRACT

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Association Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
- entomopathogenic nematodes (Rhabditida) - Orius insidiosus (Say) for
thrips (Thysanoptera) control in greenhouses. Lavras: UFLA, 2006. 132p.
(Thesis - Doctor in Entomology).”

Thrips are important pests in greenhouses, because they cause direct and
indirect damages in plants. The biological control is the main method to control
this pest. Among the promising biological agents in this area are the
entomopathogenic fungi (EPF) and nematodes (EPN), which combined to the
main thrips predator, Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae), can
increase the biological control effectiveness in greenhouses. The purposes of this
study were to evaluate: 1) the pathogenicity of Beauveria bassiana Bals. Vuill.
strains (EPF) on Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae) under
laboratory conditions; 2) the pathogenicity of EPN native and exotic populations
on C. phaseoli under laboratory conditions; 3) the effect of native and exotic
populations of NEP on the predator O. insidiosus in laboratory and 4) the
combination between EPF and EPN with O. insidiosus to control thrips in
greenhouses. In the first study, fungal suspensions were applied in Petri dish
containing agar-water culture + foliar disc of jack bean, where C. phaseoli
nymphs and adults had been transferred. The insects mortality was evaluated.
The fungi UFLA 16 and IPA 202 were the most pathogenic to C. phaseoli
nymphs and adults, respectively, showing mortality higher than 80%. At the
second study, different EPNs were inoculated in a substratum with thrips
prepupa and/or pupae, evaluating the insect’s mortality, which varied from 57.5
to 100%. The family Heterorabditidae was more effective to control than
Steinernematidae. At the third study, O. insidiosus nymphs and adults were
inoculated with EPNs suspensions in boxes with sand. The fourth study was
made in greenhouse, evaluating thrips population level on chrysanthemum, after
the application of EPFs and EPNs in association with O. insidiosus. The
interaction among natural enemies in greenhouse was effective to control thrips.
The treatments in which O. insidiosus was released, reduced the pest population
level. The interactions among entomopathogens were effective for thrips control,
but EPF alone didn’t reduce the thrips population, being different of the other
treatments.

*Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA

il



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Os ambientes protegidos caracterizam-se pela prote¢ao do local onde
sdo cultivadas as plantas, com condigdes adequadas de temperatura, umidade,
luminosidade, aeragdo, entre outros, podendo-se obter produgdo de plantas em
regides temperadas e tropicais, sem que as mesmas sejam afetadas pelas
intempéries. Por outro lado, este ambiente se torna propicio para o
desenvolvimento de pragas e doengas (van Lenteren, 2000a).

O crisantemo Chrysanthemum (Asteraceae) tem sua origem nos paises
asiaticos, China e Japao, com mais de 200 espécies atualmente comercializadas,
sendo praticamente produzido em todo o mundo sob sistema protegido. Esta
planta pertence a familia Compositae, sendo o formato da sua flor a
caracteristica que diferencia suas variedades. A diversidade de cores e formas
faz desta flor uma das principais culturas ornamentais em casa-de-vegetagao
(CV) (Barbosa, 2003; Imenes & Alexandre, 1996).

Os tripes (Thysanoptera: Thripidae) sdo insetos cosmopolitas e estdo
entre as principais pragas de cultivos protegidos, sendo causadores de danos
diretos, através do processo de alimentacdo, e indiretos por serem vetores de
patogenos. E uma praga que se multiplica rapidamente, ¢ quando em altas
infestagdes, podem atacar e danificar folhas, flores e frutos. Nas flores, uma
pequena infestacdo ¢ considerada um sério problema, pois o produto comercial ¢
diretamente atacado e o aspecto das mesmas no momento da colheita ¢
importante para a sua comercializacao (Bueno, 2005b; Monteiro, 2000; Mound,
2005; Parrella et al., 1999; van Lenteren, 2000a).

Para o controle de tripes em cultivos protegidos ndo existem produtos

quimicos registrados e a aplicagdo indiscriminada dos mesmos pode afetar os



inimigos naturais desta praga, além dos aplicadores, que sdo expostos as
moléculas em um ambiente fechado, provocando doengas respiratérias, cutaneas
e neurologicas, podendo levar muitos agricultores a morte (Daughtrey et al.,
1997; Parrella et al., 1999; Sampaio & Guerra, 1991).

O controle biolégico em cultivos protegidos ¢ uma alternativa viavel e
promissora no Brasil, principalmente por causa da utilizacdo indiscriminada de
produtos quimicos e a conseqiiente resisténcia dos insetos as moléculas dos
inseticidas utilizados no controle das pragas. Os agentes de controle biolégico
(parasitdides, predadores e entomopatdégenos) podem ser utilizados de forma
inundativa, como inseticidas bioldgicos ou em aplicagdes inoculativas, que
visam liberar inimigos naturais periodicamente para manter as populacdes das
pragas abaixo do nivel de dano econdémico. Dentre os inimigos naturais
promissores para o controle de tripes em cultivos protegidos estdo os fungos e
nematoides entomopatogénicos (FEPs ¢ NEPs) e o predador Orius insidiosus
(Say) (Hemiptera: Anthocoridae), aliados aos acaros predadores da familia
Phytoseiidae (Bueno, 2005a; Mound, 2005).

Os FEPs sdo organismos patogénicos com largo espectro de acdo a
insetos e acaros, ocorrem naturalmente e podem ser produzidos massalmente
para serem aplicados no controle de pragas. Um dos mais utilizados no controle
microbiano ¢ a espécie Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., que se caracteriza pela
coloragdo branca sobre o corpo dos cadaveres dos hospedeiros (Alves, 1998).

As principais familias de NEPs com grande potencial no controle
bioloégico sdo Heterorhabditidae e Steinernematidae, sendo estas muito
estudadas nas ultimas décadas para o controle de pragas de solo ou com alguma
fase do seu ciclo neste habitat. Os tripes, cujas pré-pupas e pupas utilizam este
substrato para completar seu ciclo de vida, sdo um alvo potencial dos NEPs, que
sobrevivem neste mesmo ambiente, além de poderem ser multiplicados in vivo e

in vitro (Chyzik et al., 1996; Ebssa et al., 2001).



O. insidiosus ¢ um dos principais predadores de tripes, além de se
alimentar de fontes alternativas, como poélen, ovos de lepidopteros e outros
artropodes, sendo muito utilizado em cultivos protegidos para o controle de
tripes (Bueno, 2005b). Desta forma, este trabalho teve os seguintes objetivos:

e Avaliar a patogenicidade de isolados do fungo entomopatogénico B.
bassiana sobre Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae)
em condi¢des de laboratorio;

e Avaliar a patogenicidade de linhagens nativas e exéticas de NEPs sobre
C. phaseoli em condigdes de laboratorio;

e Avaliar o efeito de linhagens nativas e exoticas de NEPs sobre o
predador O. insidiosus em laboratorio;

e  Avaliar a combinagdo dos FEPs e NEPs com O. insidiosus para controle

de tripes em condigdes de casa-de-vegetacao.



2 REFERENCIAL TEORICO

No passado, a floricultura era julgada uma atividade supérflua, sendo
hoje considerada uma atividade agricola rentavel e que ajuda a manter o homem
no campo; o nosso pais ¢ contemplado pela natureza com valiosa flora
ornamental. A floricultura, em seu sentido amplo, abrange o cultivo de plantas
ornamentais, desde flores de corte e plantas em vasos, floriferas ou ndo, até a
producio de sementes, bulbos e mudas de arvores de grande porte. E um setor
altamente competitivo, que exige a utilizacdo de tecnologias avangadas,
profundo conhecimento técnico pelo produtor e um sistema eficiente de
distribuicao e comercializacao (Kampf, 2000; SBFPO, 2005).

A floricultura ndo s6 tem sua utilizacdo para ornamentacdo de
cerimoOnias civicas, civis e religiosas ou para diversas homenagens pessoais (dia
dos namorados, dia da secretaria, dia internacional da mulher, entre outros), mas
também para o trabalho de preservagdo e divulgacdo de espécies nativas
proximas de serem extintas dos seus habitats naturais (Kampf, 2000).

Atualmente, as flores e plantas ornamentais sdo produzidas e
comercializadas em diversos paises do mundo, principalmente apos a
globalizagdo. Dentre os maiores produtores e exportadores mundiais de flores e
plantas ornamentais destacam-se Africa do Sul, Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Dinamarca, Equador, Espanha, Estados Unidos, Holanda, Israel, Italia, Japao e
Quénia (Sabugosa, 2004).

Na floricultura brasileira destacam-se, por ordem decrescente em
importancia de produg¢ao, os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Pernambuco, Parana e Goias. Nas demais
unidades da federagdo, embora ocorram microclimas adequados ao
empreendimento, a floricultura ornamental ¢ pouco desenvolvida, sendo a maior

parte das floriferas disponiveis no mercado provenientes de outras regides,



devido a formagdo de polos regionais de produgdo em varios estados, amparados
pelas novas tecnologias e conceitos internacionais de qualidade, padronizagédo e
pos-colheita, favorecendo o consumidor brasileiro, que tem acesso a produtos de
melhor qualidade e com precos acessiveis (Sabugosa, 2004; SBFPO, 2005).

Varios fatores fazem do controle bioldgico uma ferramenta segura no
controle de muitas pragas em CV, tais como a exposicdo reduzida dos
produtores e aplicadores aos produtos quimicos; a inexisténcia de residuos sobre
os produtos comercializados; o baixo risco de polui¢do ambiental; a ndo
ocorréncia de efeitos fitotoxicos em plantas jovens (o aborto prematuro de flores
e frutos ndo ocorre); a liberagdo dos inimigos naturais leva menos tempo e €
mais prazerosa do que a aplicacdo de produtos fitossanitirios em ambiente de
CV, que normalmente € quente e umido; ndo existe periodo de caréncia apos
aplicagdo e é um controle duradouro, como também muito apreciado pelo
publico em geral (van Lenteren, 2000Db).

Na Europa s@o desenvolvidos programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) em cultivos protegidos, através da aplicagdo de varios inimigos naturais,
isoladamente ou em associacdo com produtos quimicos mais seletivos aos
mesmos, obtendo-se redugdes drasticas na aplicagdo de produtos de maior

espectro de acdo (Altena & Ravensberg, 1990).

2.1 Cultivos protegidos

Segundo Mastalerz (1977), a CV é uma estrutura coberta com material
transparente que utiliza a radiacdo solar para crescimento das plantas, com ou
sem aquecedores, ventiladores e resfriadores para controlar a temperatura
interna, podendo esta ser coberta com vidro, plastico ou fibra de vidro.

Existem varios tipos de CV, sendo mais encontradas as dos modelos em
arco, capela e londrina. O modelo da CV ¢ fator importante a ser considerado, ja

que a estrutura tipo arco confere maior resisténcia do plastico de cobertura ao



vento. Também o posicionamento da mesma ¢ a coloca¢do de quebra ventos ¢é
importante para conferir resisténcia aos ventos com maior velocidade. O alto
custo dos modelos com estrutura de postes de cimento e¢ arcos em ferro
galvanizado dificulta a adesdo dos produtores ao uso do cultivo protegido.
Estruturas utilizando madeira, principalmente eucalipto, contribuem para a
redugdo dos custos neste setor (SNA, 2000).

O agricultor tenta, pela utilizagdo das CV, melhorar as condigdes de
cultivo, modificando o clima local para satisfazer as necessidades das plantas
cultivadas sob este sistema, em qualquer estacdo do ano, o que nas regides de
inverno rigoroso ¢ extremamente necessario para producdo de plantas, dai o
nome “estufa”, para aquecer o ambiente; ja nas condigdes tropicais ndo seriam
necessarios tais aquecimentos, apenas em algumas regides mais frias, sendo que
o controle destes ambientes favorece o manuseio das praticas culturais durante o
periodo de cultivo das plantas (FAO, 2002; Goto, 2004).

Os cultivos protegidos fazem parte da historia recente da agricultura
brasileira, sendo uma tecnologia inovadora das Ultimas décadas, promovendo
ambientes propicios ao desenvolvimento de culturas agricolas, principalmente as
que tém grande valor agregado, produzindo alimentos e plantas ornamentais de
maneira competitiva e sustentavel, sendo estimado, atualmente, que 10.000 ha
sdo plantados sob este sistema de cultivo no Brasil (Darezzo et al., 2004).

A area mundial total coberta por CV ¢ de aproximadamente 300.000 ha,
sendo 50.000 ha destes cobertos com vidro e 250.000 ha, com plastico. As
culturas horticolas s3o produzidas em 195.000 ha e as ornamentais, em 105.000
ha. As CV oferecem uma excelente oportunidade ao crescimento de produtos de
alta qualidade em grandes quantidades sobre uma pequena area de superficie,
como também favorecem o desenvolvimento e reproducdo das pragas por ser
este um ambiente protegido contra intempéries como geadas, ventos, seca e

chuvas, entre outras (Bueno, 2005a; Parrella et al., 1999; van Lenteren, 2000a).



O principal método de controle de pragas no sistema de cultivos
protegidos é o biologico, inserido no MIP, aliado a outros métodos, como o
cultural, a resisténcia de plantas e o quimico com uso de inseticidas, os quais
devem ser sempre seletivos aos inimigos naturais, evitando que os mesmos
sejam eliminados (Pallini et al., 2004).

Segundo Oliveira (1995), o agricultor utiliza uma uniformidade genética
das plantas, o que torna o ambiente propicio ao desenvolvimento das pragas
como cochonilhas, tripes, afideos, moscas-brancas e &caros, entre outras,

principalmente pela reproducdo acelerada ¢ o rapido desenvolvimento de

resisténcia aos produtos utilizados no controle quimico.

2.2 A cultura do crisintemo Chrysanthemum sp. (Asteraceae)

Originario da Asia, o crisantemo foi adotado como simbolo nacional
pelo Japdo, sendo tdo admirado que o imperador senta-se no trono do
crisantemo. Para a flor do crisdntemo sdo dados varios significados, dependendo
de sua cor. Para crisantemos de cor vermelha, estar apaixonado (a); de cor
branca, sinceridade; e de coloragdo amarela, amor desdenhado. Esta tultima
também significa ouro, do grego Chrysos (ouro) + anthemon (uma flor), pois a
espécie original cultivada era a amarela (Pickles, 1990). A diversidade de cores
apresentada por esta planta ¢ imensa apds o melhoramento genético, o que a
tornou uma das principais plantas comercializadas (Arbos Lavila, 1992;
Barbosa, 2003; Motos & Oliveira, 199?).

Esta flor chegou a Europa por volta de 1700, onde foi melhorada
geneticamente. Atualmente destacam-se os tipos “margarida”, bastante comum
no Brasil e na Europa; o “spider”, com pétalas tipo alfinete; e o “pom pom”,
crespo e arredondado. Quanto ao tamanho, divide-se entre crisdntemos largos,

médios e minis, dependendo da finalidade (corte ou vaso). As cores podem ser



as mais diversas possiveis, destacando-se o branco, o amarelo, o vermelho, o
lilas, o roxo, o salméo e a mistura dessas cores (Motos & Oliveira, 1997?).

O crisantemo ¢ uma planta classificada como de dia curto, exigente
quanto ao fotoperiodo. Para que ocorra a indugdo floral, precisa de
aproximadamente 13 horas de luminosidade para ocorrer o florescimento, sendo
que, em quantidades maiores de luz, ocorre o crescimento vegetativo, diferindo
esta sensibilidade entre as espécies e cultivares (Barbosa, 2003; Motos &
Oliveira, 1997?).

A familia Asteraceae (Compositae) compreende cerca de 1.100 gé€neros,
com aproximadamente 25.000 espécies que ocorrem em regides tropicais,
subtropicais e temperadas. No Brasil esta familia esta representada por cerca de
180 géneros e, dentre os cultivados, destaca-se o Chrysanthemum (Lorenzi &
Souza, 2003).

O crisantemo ¢ uma das maiores culturas da floricultura em todo o
mundo. Existe em aproximadamente 2.350 ha, sendo os maiores produtores, em
ordem decrescente Japao, Holanda, Alemanha, Colombia ¢ EUA (Parrella et al.,
1999).

No Brasil, os estados maiores produtores de crisdntemo sdo Sdo Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais, o qual foi introduzido a partir de cultivares
importados do Japdo, Europa, EUA, Argentina e Uruguai. A grande diversidade
de formas e cores, a durabilidade e a resisténcia ao transporte ¢ a precisdo da
resposta de indugdo floral ao fotoperiodo tornam o crisdntemo um dos principais
produtos comercializados na area da floricultura (Imenes & Alexandre, 1996).

Esta cultura ocupa um lugar de destaque na floricultura brasileira
juntamente com a roseira. A comercializagdo do crisantemo como flores frescas
se d& em magos, duzias e pacotes, sendo também comercializado em vasos

(Barbosa, 2003).



O produtor de crisdntemo ¢ monocultor, embora possua diversidade
quanto as cultivares. O cultivo ¢ efetuado em CV, que possibilita a obtencdo de
trés ciclos anuais, sendo usuais altas concentragdes de mudas nos canteiros
(Imenes & Alexandre, 1996). Um outro aspecto muito importante na cultura do
crisantemo ¢ o socio-econdmico, embasado na geracdo de empregos diretos e
indiretos, além da demanda por insumos agricolas, distribuidos em mercados

regionalizados nos diferentes estados do Brasil (Barbosa, 2003).

2.3 Pragas

O aumento da area de produgdo intensiva da cultura do crisdntemo
favorece o aparecimento de insetos em niveis populacionais capazes de provocar
prejuizos econdmicos a cultura. A aplicagdo indiscriminada de produtos
fitossanitarios e o crescente problema de resisténcia aos mesmos, principalmente
em CV, onde nio existem produtos registrados, concederam aos tripes o “status”
de praga. Nas ultimas décadas, os tripes tornaram-se pragas-chave em muitos
lugares no mundo, principalmente por serem vetores de virus em varias culturas
de campo, como tomate, alface, pimenta e cebola, entre outras, ¢ em cultivos
protegidos de hortaligas e flores, tais como tomate, pepino, crisintemo, rosas e
violeta africana (Daughtrey et al., 1997; Yudin et al., 1986). Os danos diretos
podem ser pequenos, mas ndo sao irrelevantes, especialmente se a parte vegetal
danificada é o produto de comercializagdo (Monteiro, 2000).

As pragas que comumente ocorrem em cultivos protegidos sdo acaros,
afideos, cochonilhas, minadores de fohas, moscas-brancas, lepidopteros e tripes

(Informe Agropecuario, 2005).



2.3.1 Tripes (Thysanoptera: Thripidae)
2.3.1.1 Ciclo de vida

Em uma populacdo de tripes, frequentemente as fémeas sdo mais
abundantes que os machos, sendo estes desconhecidos em algumas espécies. As
fémeas sdo dipldides e os machos, hapldides e derivados de ovos nao
fertilizados. Na copula, varios machos podem fertilizar um nimero grande de
fémeas (Lewis, 1973).

Os ovos sdo cilindricos, ligeiramente arredondados, delicados,
translucidos esbranquicados a amarelados, sendo ovipositados internamente nos
tecidos tenros (folhas, pétalas, sépalas, cotilédones, frutos, entre outros) das
plantas hospedeiras através de uma incisdo feita com auxilio do ovipositor
(Lewis, 1973).

Os estagios biologicos apresentados pelos tripes sdo geralmente em
numero de cinco: ovo, ninfa (I e II), pré-pupa, pupa e adulto. A duragdo do ciclo
biolégico ¢ muito influenciada pela temperatura. Parte de seu ciclo se
desenvolve principalmente nos tecidos foliares, exceto a pré-pupa e a pupa, que
se desenvolvem no solo e durante este periodo ndo se alimentam (Lewis, 1973).

O estagio de pré-pupa ¢ imediatamente anterior a pupa propriamente
dita; ambos os estagios possuem tecas alares rudimentares e antenas com
indistinta segmentagdo. Neste periodo os individuos ndo se alimentam e nem
excretam qualquer tipo de dejeto do corpo, sendo diminuida também a taxa de
respiragdo. O corpo da pré-pupa possui tamanho menor do que o da fase adulta,
0 que ndo ocorre no estagio pupal verdadeiro, em que o mesmo possui as
mesmas proporgdes de um individuo adulto. A pupa se diferencia da pré-pupa,
além do tamanho, por possuir tecas alares maiores e as antenas ficarem voltadas
para tras, diferentemente da pré-pupa, na qual s3o direcionadas para frente.
Ambos os estagios (pré-pupa e pupa) possuem sensibilidade a luminosidade, ao

contrario das ninfas e adultos, que sdo atraidos pela luz. Ainda no estagio de
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ninfa II, saem da planta hospedeira ¢ descem para o solo para o periodo de
pupacio (Lewis, 1973).

Apds a pupagdo emerge o adulto, muito caracteristico pelas asas
franjadas, reproduzindo-se sexuadamente, existindo também espécies
partenogenéticas. As fémeas adultas fazem suas posturas endofiticamente nas

plantas hospedeiras, onde se alimentam (Lewis, 1973).

2.3.1.2 Aspectos morfologicos e danos

Os tripes pertencem a ordem Thysanoptera, sendo a familia Thripidae
constituida de aproximadamente 1700 espécies distribuidas em todo o mundo.
Esta familia apresenta o maior nimero de espécies pragas das culturas de
importancia agricola, sendo a maioria pertencente aos géneros Thrips e
Frankliniella. Os tripes sdo insetos pequenos, com asas franjadas, que pelo
tamanho diminuto muitas vezes passam despercebidos pela maioria dos
agricultores (Lewis, 1973; Mound, 1997).

Apresentam polimorfismo de cores, frequentemente com trés diferentes
tipos de tonalidades, clara, escura e intermediaria. A temperatura durante o
desenvolvimento do inseto pode alterar a coloragdo do corpo (Mound, 2005).

Sdo insetos terrestres e cosmopolitas, que possuem um grande niimero
de plantas hospedeiras, das quais se alimentam de folhas, flores, frutos e brotos
jovens, danificam seus vasos, podendo também se alimentar de pequenos
artropodes, polen, néctar, fungos ou musgos, ovos de acaros, tendo uma grande
atividade fitéfaga, sendo praga em plantas de diversos estadios fenologicos e
muito encontrados em plantas daninhas, que podem servir como abrigos de
populagdes que logo se dispersam sobre as culturas agricolas (Agrawal et al.,
1999; Lewis, 1973; Mound, 2005).

Childers (1997) relata a diversidade de plantas hospedeiras de tripes, tais

como abacate, algoddo, amendoim, banana, cebola, citros, crisantemo, maga,
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mandioca, morango, ornamentais, pepino, p€ssego, soja, tomate e uva, entre
outras.

Os tripes, quando atacam as flores em cultivos protegidos, afetam
diretamente o produto comercial, que perde valor para a comercializagio.
Segundo Carrizo & Klasman (2002), o nivel de controle de Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) recomendado para a cultura
do cravo ¢, em média, de um tunico inseto por flor.

Os sintomas de danos mais freqiientes desta praga em folhas e/ou
pétalas, e at¢é mesmo em brotagdes novas, decorrentes da sua alimentagdo,
podem variar com a deformagdo até a destruigdo de folhas ou 6rgdos florais e
subseqiientes cicatrizes e deformagdes nos frutos. Varias flores ornamentais sao
atacadas por tripes, como rosas, gérberas, crisantemo, cravo, gerdnios e
margaridas, entre outras (Childers, 1997; Oetting et al., 1993).

No processo de alimentagdo nas plantas, os tripes ndo raspam as mesmas
para obterem o conteudo celular, como anteriormente se pensava, mas o retiram
diretamente através da succdo individual das células das plantas. Os insetos
perfuram o substrato alimentar com a mandibula esquerda, retraindo e
contraindo os estiletes maxilares, succionando o contetido celular das plantas e
reduzindo, conseqlientemente, a area fotossintetizadora da mesma (Mound,
2005; Ullman et al., 1997).

Outros autores fazem relatos discordantes, de que os tripes se alimentam
sobre as plantas apds perfurarem os tecidos e extrairem a seiva com seu estilete
maxilar e mandibulas. Os tecidos em volta da sua alimentagdo ficam ressecados,
por meio disso reduzem a area fotossintetizadora da folha (Parrella et al., 1999).

Estes insetos também podem, além de causar danos diretos as plantas,
transmitir bactérias do género Erwinia (Vries et al., 2001) e viroses para plantas.
A aquisi¢do do virus ocorre durante a alimentacdo em plantas infectadas pelo

patogeno, 0s quais permanecem com o mesmo por toda a vida, sem transmissao
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para a progénie (Mound, 2005; Nagata et al., 2004; Sakurai, 2004; Sakurai et al.,
2004; Ullman et al., 1992, 1997). O crisantemo e outras plantas ornamentais
também sdo hospedeiros de viroses que tém os tripes como vetores
(Chatzivassiliou et al., 2000; Nagata & Avila, 2000).

Em cultivo hidroponico de alface, a flutuagdo populacional dos tripes foi
acompanhada semanalmente durante o periodo de cultivo, sendo encontradas
com freqiiéncia as espécies Frankliniella schultzei (Trybon) (Thysanoptera:
Thripidae) e C. phaseoli, observando-se, como fatores adversos as populagoes
das pragas, as baixas temperaturas e as pulverizagdes de produtos quimicos
(Auad & Barbosa, 2000).

No Japao, Murai (2002) relata a importancia de Thrips palmi Karny
(Thysanoptera: Thripidae) principalmente pelas caracteristicas de baixa
sensibilidade aos inseticidas, a elevada taxa reprodutiva e a ampla gama de
hospedeiros, sendo necessaria a utilizagdo de varios métodos de controle da
praga, ja que o inseto tornou-se resistente a maioria dos produtos quimicos, os
quais sdo muito utilizados geralmente de forma inadequada.

Os tripes normalmente ndo estdo associados com flores que abrem e
atraem outros insetos, como abelhas e moscas, produzem grande quantidade de
néctar e atraem passaros ¢ mamiferos como beija-flor ¢ morcego, entre outros
(Mound, 2005).

Segundo Casey et al. (1999), os tripes, quando encontrados em uma
populagdo média de um inseto por rosa, ja devem ser controlados, pois o
crescimento populacional da praga em CV ¢ elevado e pode causar injurias
visiveis para a cultura.

Atualmente, nos EUA, um fator limitante para o desenvolvimento do
MIP em crisantemo ¢ a caréncia de outras medidas de controle para o tripes F.
occidentalis que ndo sejam através de produtos quimicos. Somente produtos

fitossanitarios de amplo espectro sdo aplicados contra tripes, mas sao
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incompativeis com a maioria dos agentes de controle bioldgico (Parrella et al.,
1999).

A resisténcia dos tripes aos produtos quimicos ¢ um fator limitante para
muitas culturas, ja que aplicagdes indiscriminadas destes produtos reduzem as
populagdes dos inimigos naturais desta praga, sendo necessaria a utilizagdo de
produtos seletivos (Brodsgaard, 1994; Broadbent & Pree, 1997; Immaraju et al.,
1992; Zhao et al., 1995).

2.3.1.3 Inimigos naturais

Virios trabalhos mostram a diversidade de inimigos naturais
(predadores, parasitoides, parasitas e entomopatogenos) associados com tripes,
sendo muito importante o nematdide Thripinema nicklewoodi Siddiqui
(Tylenchida: Allantonematidae), que parasita uma grande parte da populacao
deste inseto, esterilizando grande ntimero de fémeas (Arthurs & Heinz, 2002a,b;
Brownbridge et al., 1999; Greene & Parrella, 1993; Goodwin & Steiner, 1996,
2002; Heinz et al., 1996; Izzo et al., 2002; Krauter et al., 2005; Lim et al., 2001;
Loomans et al., 1997; Loomans, 2003; Mason & Heinz, 1999, 2002; Murai et
al., 2000; Teulon et al., 1997; Tagashira & Hirose, 2001).

O parasitismo do nematoide Thripinema khrustalevi Chizov, Subbotin &
Zakharenkova (Tylenchida: Allantonematidae) em uma populagdo de
Frankliniella australis (Morgan) (Thysanoptera: Thripidae) foi acompanhado
durante dois anos, por meio de coletas realizadas quinzenalmente, encontrando-

se taxas de parasitismo de 84% em fémeas do inseto (Funderburk et al., 2002).
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2.3.1.3.1 Entomopatégenos
2.3.1.3.1.1 Fungos entomopatogénicos (FEPs)

Dentre os patogenos de insetos, os FEPs possuem grande potencial para
serem utilizados em cultivos protegidos, nos quais podem ser controladas a
temperatura ¢ a umidade, importantes para estes entomopatogenos (Inglis et al.,
2001). Os principais géneros de fungos que causam doengas aos tripes sdo
Neozygites, Zoophthora, Entomophthora, Entomophaga, Coniodiobolus,
Lecanicillium, Beauveria, Aspergillus, Hirsutella, Cladosporium, Paecilomyces,
Metarhizium ¢ Sporothrix (Butt & Brownbridge, 1997). Segundo Bueno
(2005b), os principais FEPs que controlam tripes sdo Lecanicillium sp. e os
pertencentes a ordem Entomophthorales. Ugine et al. (2005b) relataram que o
estagio de tripes mais dificil para exposi¢ao aos esporos de fungos € o segundo
instar ninfal, por advento da ecdise.

Segundo Malais & Ravensberg (1992), o fungo entomopatogénico
Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & Gams é comumente encontrado atacando
tripes, podendo atacar outros artropodes, além de controlar doengas causadas por
fungos fitopatogénicos, como € o caso do oidio no pepino (Askary et al., 1998;
Verhaar et al., 1996, 1998). Helyer (1993) avaliou o controle promovido pelo
entomopatdgeno sobre F. occidentalis quando em ambiente Uimido ¢ um
tratamento com adig@o de 6leo a suspensdo do fungo, em que 0 mesmo provocou
uma maior mortalidade neste tratamento.

Aplicagdes de uma formulagdo comercial do fungo Lecanicillium sp.
foram realizadas em CV para controle de mosca-branca e tripes nas culturas do
tomateiro e pepineiro. A mortalidade de tripes foi proxima de 70% e da mosca-
branca, proxima de 100% (Ravensberg et al., 1990).

Os tripes ficam escondidos nas plantas hospedeiras, dificultando a
contaminacdo pelos produtos aplicados, ja que os esporos dos fungos precisam

entrar em contato com o corpo do inseto para ocorrer a adesdo. Desta forma,
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Teerling et al. (1993) e Tschuch et al. (2002) identificaram feromonios de defesa
em F. occidentalis como forma de desalojar os insetos dos esconderijos nas
plantas, podendo esta técnica ser utilizada para que os insetos saiam dos locais
onde ficam abrigados e se contaminem com os esporos dos patdogenos.

Eventos epizootioldégicos em tripes causados pelo fungo Neozygites
parvispora (MacLeod, Tyrrell & Carl) Remaudiére & Keller sdo relatados em
culturas sob sistemas protegidos, reduzindo severamente a populacdo de F.
occidentalis (Montserrat et al., 1998; Vacante et al., 1994).

Segundo Castineiras et al. (1996), os fungos B. bassiana e Paecilomyces
Sfumosoroseus (Wize) Brown & Smith foram efetivos no controle de 7. pal/mi em
condi¢des de CV quando aplicados no substrato contendo pupas da praga, mas
ndo quando aplicados em folhas.

Helyer et al. (1995) obtiveram resultados satisfatorios com o fungo
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. quando este foi pulverizado no
composto em que as plantas eram cultivadas. Porém, Vestergaard et al. (1995)
observaram que nem todos os estagios desse inseto t€m a mesma suscetibilidade
aos fungos, como insetos adultos de F. occidentalis, que foram mais suscetiveis
a Lecanicillium sp. do que ninfas da mesma espécie.

Para a espécie Megalurothrips sjostedti Trybom (Thysanoptera:
Thripidae), dados confirmam que os adultos foram mais suscetiveis a M.
anisopliae (Ekesi & Maniania, 2000).

A persisténcia dos FEPs no solo, seu habitat natural, pode ser uma
vantagem destes patdogenos no controle de pré-pupas e pupas de tripes, como
relatado por Parker et al. (1996) no controle de Taeniothrips inconsequens
(Uzel) (Thysanoptera: Thripidae) em florestas, segundo os quais as ninfas saem
das folhas para pupagdo no substrato.

Segundo Butt & Brownbridge (1997), os FEPs infectam os estidgios dos

tripes que se desenvolvem na parte aérea da planta (ninfas e adulto) e as fases
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que t€m seu desenvolvimento no solo, pré-pupas e pupas, sendo que o indculo
dos patogenos decresce rapidamente no solo pela presenga de outros organismos
antagonistas.

O uso de FEPs foi inserido em cultivos protegidos comerciais na Italia,
durante os anos de 1995 e 1996, utilizando-se as praticas comerciais realizadas
pelos produtores com o intuito de introduzir este agente patogénico para controle
de diversas pragas, como afideos, moscas-brancas e tripes em diversas culturas
(gérbera, pimentdo, poinsétia, berinjela). Para tripes, em berinjela, os fungos M.
anisopliae e P. fumosoroseus limitaram a populagdo de tripes a niveis abaixo do
dano econdmico (Rovesti et al., 1997).

De acordo com Butt & Brownbridge (1997), o fungo Lecanicillium sp.
tem sido comercializado para o controle de tripes em CV e outras pragas. Uma
das vantagens apresentadas pelos FEPs ¢ o fato de eles ndo serem afetados pelas
condi¢des de luminosidade, o que pode ocorrer com alguns inimigos naturais,
como certos predadores, que entram em diapausa, em dias longos, limitando a
performance dos mesmos.

Em testes de laboratdrio e CV, Murphy et al. (1998) mostraram que uma
formulacdo comercial de B. bassiana linhagem GHA causou redugdo
significativa na populago de F. occidentalis em ornamentais, demonstrando seu
potencial como produto alternativo aos produtos quimicos comumente
utilizados.

Um teste para comparar a viruléncia de B. bassiana sobre F.
occidentalis foi conduzido em discos foliares em laboratoério para posterior
aplicacdo em CV. Ocorreram diferencas significativas na suscetibilidade dos
tripes expostos a B. bassiana, ndo sendo conhecidos os mecanismos e/ou os
compostos metabolitos que causam estas diferencas (Ugine et al., 2005a).
Alguns trabalhos relatam o antagonismo causado por metabolitos secundarios de

plantas que afetam FEPs (Costa & Gaugler, 1989; Lacey & Mercadier, 1998).
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Varios FEPs promissores no controle bioldgico de F. occidentalis foram
selecionados por Lopes (1999), destacando-se como mais virulento o isolado
1104, da espécie M. anisopliae. Fry et al. (1999)', citados por Shipp et al
(2002b), selecionaram, de 76 FEPs avaliados, 10 isolados virulentos a F.
occidentalis.

Na hidroponia em cultivos protegidos, os FEPs ja estdo sendo testados
para possiveis reducdes das aplica¢des de produtos quimicos, como avaliado por
Lopes et al. (2000) na cultura da alface, obtendo-se 60% de controle de F.
occidentalis nos tratamentos com M. anisopliae. A associagao de produtos
quimicos com FEPs ¢ uma alternativa que pode ser utilizada para controle de
tripes, como realizada por Lopes et al. (2002) no controle de F. occidentalis.

A adigdo de produtos atraentes (agticar, Lure® e Stirrup”) junto com a
suspensdo do fungo B. bassiana foi utilizada para aumentar o controle de F.
occidentalis pelo patdogeno em crisantemo sob cultivo protegido. Nao houve
diferenca entre os tratamentos aos quais se adicionaram os atrativos comparados
com B. bassiana isoladamente (Ludwig & Oetting, 2002).

O efeito da umidade relativa (UR) na CV foi avaliado sobre a
patogenicidade de B. bassiana a trés pragas de cultivos protegidos. Para F.
occidentalis, aos sete dias apos aplicagdo do fungo, com a UR de 77%, a
mortalidade dos insetos foi de 71%; quando a UR chegou a 91,65%, o controle
foi de 81,6% (Shipp et al., 2002a).

Em crisantemo de corte, o fungo M. anisopliae promoveu controle
satisfatorio da populagdo de F. occidentalis e reduziu o nimero de aplicagdes de
inseticidas, diminuindo, com isso, a resisténcia da praga pela diminuicdo das

aplicagdes. No tratamento associado do fungo + produto quimico, o nivel

"FRY, K.M.; GOETTEL, M.S.; KEDDIE, B.A. Evaluation of the fungus Beauveria
bassiana for management of Western flower thrips on greenhouse ornamentals. Alberta
Agricultural Institute Project 970766, final report. 1999.
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populacional foi drasticamente reduzido até o florescimento da cultura
(Maniania et al., 2002).

No Quénia, a utilizagdo em campo de M. anisopliae para controle de T.
tabaci foi comparada com um tratamento inseticida, demonstrando que quando
se utilizou o entomopatdégeno, os organismos nao-alvo foram preservados,
aumentando a bodiversidade na cultura da cebola (Maniania et al., 2003).

Goodwin et al. (2005) realizaram testes para sele¢do de isolados dos
fungos B. bassiana e M. anisopliae para controle de F. occidentalis,
Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) e Myzus
persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae), obtendo isolados que apresentaram
elevada mortalidade dos insetos. Para tripes, cinco isolados promoveram uma
mortalidade de adultos superior a 85%, sendo as ninfas menos suscetiveis aos

mesmos isolados testados.

2.3.1.3.1.2 Nematoides entomopatogénicos (NEPs)

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) tém evidenciado efetividade
em programas de controle bioldgico de insetos-praga. Dentre as familias que
apresentam potencialidade como controladores biologicos se destacam
Steinernematidae e Heterorhabditidae, com base em caracteristicas como alta
viruléncia, capacidade de produgdo, grande nimero de hospedeiros e por isso
apresentam maior perspectiva para serem incorporadas em programas de MIP,
especialmente para pragas do solo. Estas duas familias se caracterizam por terem
uma relagdo simbidtica com bactérias (Xenorhabdus spp. para Steinernema e
Photorhabdus spp. para Heterorhabditis) que causam doenga € matam os insetos
em menos de 48 horas. Por esta razdo denominam-se NEPs (Gaugler, 1988;
Ferraz, 1998; Forst & Clarke, 2002; Georgis & Hom, 1992; Glazer & Lewis,
2000; Kaya & Gaugler, 1993; Ricci et al., 1996).
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Os NEPs possuem um estadio livre no solo, chamado juvenil infectante
(JI); sdo promissores no controle bioldgico de pragas por terem mecanismos de
sobrevivéncia em condigdes adversas, como resisténcia a produtos quimicos e
tolerancia ao calor e ao frio, dentre outras. Quando saem dos seus hospedeiros,
os juvenis infectantes (JIs) carregam a bactéria simbionte e, como forma de
prote¢ao aos organismos patogénicos, mantém as regides bucal e anal fechadas
até penetrarem em outro hospedeiro (Dowds & Peters, 2002; Glazer, 1996,
2002; Qiu & Bedding, 2000).

Os NEPs sdo utilizados como agentes de controle microbiano de grande
eficacia, especialmente para um amplo numero de pragas que t€m alguma fase
do seu ciclo no solo. Esses agentes de controle bioldgico podem ser utilizados de
forma inundativa, como inseticidas bioldgicos ou em aplicagdes inoculativas.
Tais formas de aplicagdo podem assegurar o estabelecimento dos NEPs,
reduzindo, assim, as populagdes das pragas através da interrup¢ao do seu ciclo
de vida (Kaya & Gaugler, 1993). Segundo Georgis et al. (1991), os NEPs, além
de serem efetivos contra pragas agricolas, geralmente ndo causam efeitos

adversos sobre artropodes benéficos (Hazir et al., 2003).

Estes organismos podem ser aplicados em suspensdes aquosas e também
introduzidos em sistemas de irrigacdo (Georgis, 1990; Kaya, 1985). Segundo
Jansson & Lecrone (1994), ndo ocorreram diferencas significativas na
mortalidade da praga da batata-doce Cylas formicarius (Fabricius) (Coleoptera:
Curculionidae) quando os NEPs foram aplicados em suspensdo aquosa ou
liberados em cadaveres de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)
infectados pelo nematoide Heterorhabditis bacteriophora HP88 Poinar, sendo
esta mais uma forma de aplicagdo dos NEPs.

Segundo Grewal (2002), os equipamentos de aplicagdo dos NEPs ndo

devem estar com temperaturas altas, acima de 30°C, no tanque de aplicagdo e
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nos bicos dos pulverizadores, pois causam danos irreversiveis aos NEPs,
proporcionando efeitos negativos no controle das pragas.

Os JIs dos NEPs podem ser introduzidos para o controle de insetos em
diferentes locais do solo, mais profunda ou superficialmente, no perfil, porque os
JIs possuem diferentes estratégias de busca pelo hospedeiro, seguindo
principalmente os compostos volateis liberados pelos insetos. Uma estratégia ¢é
denominada “ambusher”, na qual os nematoéides tém a capacidade de esperar a
praga ou inseto hospedeiro. Ja na estratégia “cruiser”, os NEPs v@o ao encontro
do hospedeiro ou ainda s3o atraidos pelos produtos excretados pelos insetos
(Campbell et al., 2003; Grewal et al., 1993, 1994; Lewis, 2002).

A combinagdo de NEPs de diferentes estratégias pode ser utilizada no
controle de pragas agricolas em CV. Kaya et al. (1993) utilizaram duas espécies
de NEPs no controle de duas pragas que ocorriam no solo em duas temperaturas
(16 e 22°C), fatores que afetam os NEPs. A primeira praga ¢ uma larva que vive
em camadas mais proximas das raizes das plantas, Otiorhynchus sulcatus
(Fabricius) (Coleoptera: Curculionidae), e a segunda, Agrotis ipsilon (Hufnagel)
(Lepidoptera: Noctuidae), sobrevive na parte mais superficial do solo. Os JIs
utilizados foram H. bacteriophora (“cruiser”) e Steinernema carpocapsae
Weiser (“ambusher”). Na temperatura de 16°C, S. carpocapsae foi mais efetivo
do que H. bacteriophora, ¢ a 22°C, ambos controlaram seus hospedeiros.

Segundo Ebssa et al. (2001), os NEPs testados sobre estagios imaturos
de F. occidentalis controlam os estagios de desenvolvimento do inseto no solo.
Borgemeister et al. (2002) avaliaram a combinagdo de NEPs com o acaro
predador Hypoaspis aculeifer (Canestrini) (Acari: Laelapidae) no controle de
estagios de desenvolvimento no solo (pré-pupa e pupa) de F. occidentalis,
observando significativo controle desta praga, com grande reducdo na

emergéncia de insetos adultos.
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Seis linhagens de NEPs, duas H. bacteriophora (HK3 e HB Brecan), trés
Steinernema feltiae (Sylt, OBSIII e CR) e uma S. carpocapsae (DD136), foram
utilizadas no controle de pré-pupas e/ou pupas de F. occidentalis. Os insetos
foram suscetiveis as linhagens de NEPs e, quando utilizadas concentragdes
elevadas (400 JI/cm®), a mortalidade de pré-pupas e/ou pupas atingiu 80%
(Berndt, 2003).

A aplicagdo de duas espécies de NEPs, H. bacteriophora e S. feltiae
(400 JI/cm?), combinadas com o 4caro H. aculeifer (10 acaros/vaso), foi avaliada
em plantulas de feijoeiro em vasos, em condi¢des de CV. A reducdo na
emergéncia dos tripes causada pelo tratamento com o acaro isoladamente foi de
46%, mesmo valor do NEP S. feltiae. No tratamento H. bacteriophora, 61% dos
tripes nao emergiram, ocorrendo elevada mortalidade de pré-pupas e/ou pupas
da praga. O melhor tratamento avaliado foi a combina¢do dos NEPs com o
acaro, diferindo dos outros tratamentos, com 5% de tripes emergidos para H.
bacteriophora + H. aculeifer ¢ 10% para S. feltiae + acaro, sendo estas
associacdes de grande potencial para uso no controle dos estagios dos tripes que
se desenvolvem no solo (Premachandra et al., 2003).

A suscetibilidade de estagios de F. occidentalis desenvolvidos no solo
(pré-pupa e pupa) e nas folhas de crisantemo [ninfas (I e II) e adultos (fémea e
macho)] ao nematoide S. feltiae foi avaliada por Buitenhuis & Shipp (2005a).
Apenas os estagios de pré-pupa e pupa foram suscetiveis ao entomopatdogeno,
mostrando que as folhas e flores sdo locais criticos para aplicagdo dos NEPs,
sendo necessaria, na maioria das vezes, a utilizagdo de mais de um inimigo
natural (Brodsgaard et al., 1996).

A eficacia de S. feltiae no controle de F. occidentalis foi avaliada em
condi¢des de laboratorio e de CV, na cultura do crisdntemo, sendo o NEP
aplicado nas folhas e substrato. Foi demonstrado que as ninfas e os adultos da

praga nao foram afetados pelo entomopatogeno, sendo efetivo no controle dos
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estagios de pré-pupa e pupa, os quais descem para o substrato apds o término do

periodo ninfal (Buitenhuis & Shipp, 2005b).

2.3.1.3.2 Predadores

Segundo MccFrey & Horsburgh (1986a,b), os mais importantes
predadores de tripes estdo inseridos no género Orius, que ¢ um género
cosmopolita, com cerca de 70 espécies (Herring, 1966), constituido de
predadores vorazes. Shipp et al. (2002b) relataram que para o controle de tripes
estes predadores sdo muito efetivos, mas ndo atuam nos estidgios de
desenvolvimento no solo, as pré-pupas e pupas.

Dos predadores mais conhecidos e estudados estdo aqueles pertencentes
ao género Orius. As ninfas e adultos s@o predadoras de ninfas de 1° e 2° instar e
adultos de tripes. A espécie Orius minutus L. (Hemiptera: Anthocoridae) foi
encontrada se alimentando também de ovos de F. occidentalis (Sabelis & van
Rijn, 1997).

Riudavets et al. (1993) e van Lenteren & Loomans (1999) relataram, em
condi¢des de CV, a diversidade de inimigos naturais de tripes, demonstrando a
importancia dos mesmos no manejo desta praga.

Varios trabalhos relatam a importancia dos acaros da principal familia
de predadores, Phytoseiidae, e outras familias no controle biologico, em
associacdo com antocorideos do género Orius, para aumentar a eficiéncia no
controle de tripes em CV em diversas culturas (Bennison et al., 2002;
Brodsgaard & Enkegaard, 2005; Bueno, 2005b; Castineiras et al., 1997;
Gilkeson et al., 1990; Higgins, 1992; Jacobson et al., 2001b; Messelink et al.,
2005; Parrella & Murphy, 1996; Parrella et al., 1999; Ramakers & Maaswinkel,
2002; Sanchez et al., 1997; Sanchez et al., 2000; Steiner & Goodwin, 2002a,b;
Steiner & Tellier, 1990; Steiner, 2002; Tellier & Steiner, 1990; van Houten et
al., 2005; van Houten, 1996; Vinninen & Linnamaiki, 2002; Williams, 2001;
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Wittmann & Leather, 1997; Xu et al., 2006). A competi¢do entre insetos e
acaros predadores de tripes também ocorre (Cloutier & Johnson, 1993;
Ramakers, 1993; Gillespie & Quiring, 1992; Sanderson et al., 2005); porém,
Sabelis & van Rijn (1997) relatam que a predagdo intraguilda é avaliada
normalmente em pequenas arenas, em condigdes de laboratério, o que, em
campo, pode ndo ocorrer.

Os predadores do género Orius apresentam uma grande vantagem para
criagdes massais por se alimentarem de outras presas alternativas, como € o caso
de ovos de lepiddpteros, que sdao produzidos em criagdes de laboratorio

(Tommasini & Nicoli, 1993).

A espécie O. insidiosus é encontrada naturalmente em vérias culturas,
como algodoeiro, milho, alfafa, soja e crisintemo, onde se alimentam de varios
artropodes, como tripes, pulgdes, adcaros, mosca-branca e ovos de lepidopteros
(Isenhor & Yeargan, 1981; Kiman & Yeargan, 1985; Lattin, 2000), possuindo
excelente comportamento de busca pelas presas, sendo capaz de se multiplicar
rapidamente em alta densidade de presas, além de se manter em baixas
densidades destas e ter outros alimentos alternativos, como o polen. A espécie
O. insidiosus ¢ a mais freqilentemente encontrada em cultivos protegidos no
Brasil, como também em condig¢des de campo (Bueno, 2000; 2005b).

O. insidiosus ¢ predador voraz em todos os estagios de desenvolvimento,
descobrindo suas presas pelo tato e visao, sendo a antena a regido mais sensorial
do corpo. Possui uma ampla distribui¢do geografica; apresenta os estagios de
ovo, cinco estadios ninfais predadoras e o estagio adulto também predador; e faz
a postura endofitica em tecidos tenros das plantas em que normalmente se
encontram suas presas ou existem fontes alimentares como poédlen, néctar e
exsudados, entre outros, mostrando uma forte preferéncia alimentar pelos tripes
(Bueno, 2005b; Lattin, 1999; Malais & Ravensberg, 1992; van den Meiracker &
Sabelis, 1993; Salas, 1995).
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A fase ninfal de O. insidiosus ¢ composta por cinco estadios, dos quais o
primeiro ¢ inicialmente brilhante e incolor, tornando-se amarelado com o
desenvolvimento em curto espagco de tempo até atingir a coloragdo marrom
escura em todo o corpo da ninfa. Todos os estadios ninfais sdo predadores, mas a
forma mais comum de liberagao no controle bioldgico € o estagio adulto (Bueno,
2000, 2005b; Malais & Ravensberg, 1992; Mendes & Bueno, 2001).

A fase adulta apresenta a coloragdo escurecida com hemiélitros marrons-
amarelados. A diferenciacdo das fémeas ¢ machos se da pela genitalia, pois os
mesmos sao muito semelhantes, sendo a fémea um pouco maior que o macho,
ambos com formato ovalado, achatados e de tamanho pequeno. Sao bons
voadores, possuem grande capacidade de dispersdo e se escondem entre as
folhagens e flores das plantas, mesmo habitat das suas presas, dentre as
principais, os tripes (Bueno, 2000, 2005b; Malais & Ravensberg, 1992; van den
Meiracker & Sabelis, 1993; Salas, 1995; Tommasini, 2003).

A eficiéncia do predador O. insidiosus no controle de F. occidentalis em
pimentdo foi avaliada em CV por duas técnicas: armadilha adesiva de coloragdo
azul e amostragem nas flores. Os predadores controlaram eficientemente a praga
quando o seu nivel populacional atingiu um nivel elevado, reduzindo em trés
semanas para niveis proximos de zero (Veire & Degheele, 1993). Outros
trabalhos relatam a importancia de varias espécies pertencentes ao género Orius
no controle populacional de tripes em cultivos protegidos (Bueno, 2005b;

Carnero et al., 1994; Yano, 1996).

A seletividade dos produtos quimicos aplicados para o controle de tripes
aos predadores ¢ um fator importante, pois os ndo seletivos causam efeitos
negativos a estes inimigos naturais, favorecendo a populacdo da praga (Nagai,
1993; Peter, 2005; Silveira, 2003; Tommasini & Maini, 2002; Tommasini,
2003).
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Um dos fatores mais importantes na utilizagdo dos predadores do género
Orius na cultura do crisdntemo esta na reducdo dos produtos quimicos aplicados,
que em cultivos comerciais pode chegar até 10 aplicagdes durante a produgéo da
cultura, além da aplicacdo de inseticidas seletivos aos inimigos naturais com

menor espectro de acdo (Bene, 1994).

A aplicacdo do produto quimico spinosad foi realizada juntamente com
O. insidiosus para manejo de F. occidentalis na cultura do crisintemo em vaso,
sendo encontradas baixas populac¢des do tripes nos tratamentos que associaram o

controle bioldgico com o quimico (Ludwig & Oetting, 2001).

Riudavets (1995) avaliou a populacdo de predadores de F. occidentalis
em culturas horticolas na Espanha. Dentre os mais encontrados estavam os
mirideos Dicyphus tamaninii Wagner (Heteroptera: Miridae) e Macrolophus
caliginosus Wagner (Heteroptera: Miridae) e os antocorideos Orius laevigatus
(Fieb.) (Heteroptera: Anthocoridae) e Orius majusculus (Reuter) (Hemiptera:
Anthocoridae).

A utilizagdo de acaros predadores para controle de tripes também pode
ser realizada através de “plantas banqueiras™ (banker plants), utilizando plantas
de mamona Ricinus communis L., por exemplo, para manutencdo dos predadores
na CV enquanto as populagdes das pragas estiverem ausentes (Ramakers &
Voet, 1996).

Em algumas espécies de Orius, como O. laevigatus e O. insidiosus, foi
observada a ocorréncia de um periodo de diapausa, que ocorre principalmente
nos paises de clima temperado, na época do inverno, principalmente em dias
curtos, tendo, nesta época, ocorrido um elevado crescimento populacional do
tripes F. occidentalis (Hirose et al, 1999; Rubin et al., 1996; Ruberson et al.,
2000).
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O controle integrado de F. occidentalis foi realizado através de
armadilhas adesivas azuis com os predadores O. insidiosus ¢ O. laevigatus,
comparando-se os resultados com inseticidas recomendados para a cultura do
pepino, obtendo-se melhores resultados nesta associacdo (Michelakis & Amri,
1997).

Predadores do género Orius foram utilizados juntamente com outros
inimigos naturais (predadores e parasitdides) e o inseticida natural a base de nim
Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) no MIP na cultura do crisantemo,
reduzindo em 80% o ntimero de aplicagdes de produtos quimicos (Albert, 1999).

Loomans & Vierbergen (1999) avaliaram a distribuicdo geografica das
espécies do tripes predador pertencente ao género Franklinothrips Back, além de
suas presas associadas, sendo que 13 espécies deste predador foram encontradas
em cultivos protegidos. Na Holanda, em cultivos protegidos, Franklinothrips
vespiformis Crawford (Thysanoptera: Aeolothripidae) mantém a populagio de F.

occidentalis em niveis populacionais aceitaveis (Mulder et al., 1999).

A utilizagdo do percevejo predador D. tamaninii no controle de tripes e
mosca-branca foi realizada com sucesso em CV por Castaiié et al. (2000),
obtendo grande reducdo populacional destas pragas quando comparado com o
tratamento controle, sem a libera¢do do predador. Este inimigo natural necessita
ser liberado juntamente com outro agente bioldgico, pois ocorreu uma elevagao
da populagdo de afideos durante o periodo de liberagdo do inseto, que ndo ¢é
efetivo para este tipo de praga.

A abundancia populacional do tripes F. occidentalis foi suprimida pelo
predador O. insidiosus no Vale do Aconcagua, Chile, sendo que os predadores
ficaram abrigados em plantas invasoras exoéticas da regido, mesmo local em que
estavam abrigadas as populagdes dos tripes (Ripa et al., 2002). As plantas

invasoras sao consideradas reservatorios naturais para predadores do género
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Orius, servindo de habitat, abrigo e¢ alimento para esses inimigos naturais
(Silveira et al., 2003).

De acordo com Berndt (2003), os predadores dos estagios dos tripes que
tém seu reflgio no solo (pré-pupa e pupa) contribuem para reduzir a populagdo
desta praga, mas devem estar associados a outros inimigos naturais que atuem
no controle da praga nas folhagens, aumentando a chance de sucesso do controle
bioldgico e evitando a competicdo entre ambos inimigos naturais.

van Schelt et al. (2002) testaram 10 predadores para controle de
Echinothrips americanus Morgan (Thysanoptera: Thripidae) e, dentre os
predadores avaliados, M. caliginosus apresentou o maior e mais duradouro
controle da praga.

A criagdo de O. laevigatus foi desenvolvida com ovos de Musca
domestica L. (Diptera: Muscidae), como alimento alternativo, para posterior
liberacdo dos predadores em CV para o controle de F. occidentalis (Shchenikova

& Stepanycheva, 2005).

2.4 Entomopatdégenos x predadores

Varios estudos recentes relatam as relagdes existentes entre
entomopatogenos ¢ predadores (Flexner et al., 1986) e a importancia da
avaliagdo do impacto de entomopatogenos sobre organismos ndo-alvo (Bathon,
1996; Campbell et al., 1995; Ehlers & Hokkanen, 1996; Georgis et al., 1991;
Peters, 1996), como também o efeito dos predadores sobre entomopatdgenos
(Pell et al., 1997; Roy et al., 1998).

Os patogenos podem interferir diretamente sobre os predadores através
da infec¢do ou indiretamente, pela diminui¢ao das suas presas (Rosenheim et al.,
1995). Segundo Magalhaes et al. (1998), os predadores podem se infectar com
os propagulos dos patdgenos durante as aplicagdes dos produtos ao entrarem em

contato através de plantas contaminadas ou ao se alimentarem de insetos
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hospedeiros dos patdgenos ja infectados, mas que podem ainda atuar como
agentes de dispersdo dos propagulos dos entomopatégenos.

Magalhides et al. (1988) avaliaram a patogenicidade de B. bassiana ¢
Zoophthora radicans (Brefeld) Batko aos predadores coccinelideos
Coleomegilla maculata De Geer e Eriopis connexa (Germar) (Coleoptera:
Coccinelidae), sendo estes insetos suscetiveis aos entomopatdogenos.

Butt & Brownbridge (1997) relatam que testes de suscetibilidade de
organismos ndo-alvo em laboratorio sdo importantes para selecionar FEPs
“candidatos” a bons inimigos naturais de pragas, para serem utilizados no MIP
de tripes e outras pragas, mas todos os testes devem ser cautelosos,
principalmente durante as liberagdes e aplicacdes dos inimigos naturais.

Segundo Kaya (2002), a competi¢do resulta freqiientemente em uma
relacdo antagonista que reduz a adaptacdo ou desloca a outra espécie, sendo que,
nas competi¢des interespecificas com NEPs, estes competem com os outros
inimigos naturais pelo mesmo recurso, o inseto.

Trabalhos em laboratério demonstram que os predadores sdo expostos
aos patdgenos nas suas condigdes extremas, o que em geral pode ndo ocorrer no
campo (Roy & Pell, 2000).

Condicdes de estresses nutricionais podem aumentar a suscetibilidade
dos inimigos naturais aos entomopatdgenos, como observado no predador
Chrysoperla carnea (Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) quando infectado por
B. bassiana, aumentando a mortalidade nos insetos que passaram por periodos
de inanicdo (Donegan & Lighthart, 1989), diferentemente do predador
Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera: Chrysopidae) sob boas condigdes
nutricionais (Pessoa et al., 2005).

O predador Hippodamia convergens Guérin-Menéville (Coleoptera:
Coccinellidae), quando exposto aos FEPs B. bassiana, M. anisopliae ¢ P.

fumosoroseus, foi extremamente afetado, ocorrendo altos niveis de mortalidade
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em laboratorio (James & Lighthart, 1994), confirmando estes resultados em
campo para B. bassiana, que causou 93% de mortalidade de H. convergens
(James et al., 1995) apenas em um periodo mais favoravel ao fungo, sendo
demonstrado por James et al. (1998) que este predador ¢ afetado pelo patogeno
em condi¢des de umidade e temperatura favoraveis ao FEPs.

A interagdo do fungo pertencente a ordem Entomophthorales Erynia
neoaphidis Remaudi¢re & Hennebert com a joaninha Coccinella septempunctata
L. (Coleoptera: Coccinellidae) foi avaliada através do fornecimento de afideos
em diferentes estagios de infecg¢do pelo patdgeno. Com 48 horas de inani¢ao, os
predadores se comportam de maneira diferente dos outros insetos com 24 h de
inani¢do e dos que ndo tiveram periodos de inani¢do (Pell et al., 1997).

Um importante predador da mosca-branca, o coccinelideo Serangium
parcesetosum Sicard (Coleoptera: Coccinellidae), foi suscetivel ao fungo B.
bassiana em ensaios de laboratorio, ndo ocorrendo efeitos negativos causados
pelo entomopatogeno P. fumosoroseus nas mesmas condigoes (Poprawski et al.,
1998).

Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, um fungo causador de epizootias em
muitos lepidopteros, quando inoculado em altas concentragdes sobre os
predadores H. convergens, C. carnea e Podisus maculiventris (Say) (Hemiptera:
Pentatomidae), ndo foi prejudicial aos mesmos (Roy & Pell, 2000).

Dois produtos comerciais a base do fungo B. bassiana foram utilizados
para controle de F. occidentalis em condi¢des de laboratdrio e CV, avaliando-se
seus efeitos sobre o acaro predador Amblyseius cucumeris (Oudemans) (Acari:
Phytoseiidae). A populagdo de ninfas foi reduzida em 75% e 87% em laboratorio
e CV, respectivamente, sem ocorrer efeitos negativos sobre a populacdo do
acaro (Jacobson et al., 2001a).

A patogenicidade de FEPs foi mensurada sobre Prostephanus truncatus

(Horn) (Coleoptera: Bostrichidae), importante praga dos graos armazenados, €
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seu principal predador Teretriosoma nigrescens Lewis (Coleoptera: Histeridae),
para possivel utilizacdo da combinacdo dos inimigos naturais. A praga foi
altamente suscetivel a B. bassiana e M. anisopliae, que causaram pequeno
impacto sobre o predador (Bourassa et al., 2001).

O efeito de FEPs sobre O. insidiosus foi avaliada em laboratorio,
obtendo-se resultados compativeis quando o inseto foi exposto a suspensdes dos
entomopatégenos B. bassiana, M. anisopliae, P. fumosoroseus e L. lecanii
(Loureiro, 2001). Outros trabalhos demonstram a compatibilidade de FEPs com
acaros predadores, mas, os quais foram incompativeis com Orius spp. (Shipp et
al., 2002a).

Pell & Vandenberg (2002) demonstraram que a joaninha H. convergens,
quando pulverizada com propagulos do fungo P. fumosoroseus, tem 0s seus
habitos alterados, ocorrendo estresse do predador em altas concentragdes do
patdgeno.

O predador generalista Dicyphus hesperus Knight (Hemiptera: Miridae)
esta sendo utilizado no controle de insetos pequenos, inclusive tripes, sendo
avaliadas interagOes deste inseto com B. bassiana para aumentar a possibilidade
da utilizagdo conjunta no controle de pragas (Labbé, 2005; Shipp et al., 2002b).

Com o objetivo de avaliar a suscetibilidade de joaninhas nativas e
exoticas ao fungo B. bassiana, Cottrel & Shapiro-Ilan (2003) testaram, em
laboratério, diferentes concentragcdes do fungo, obtendo maiores mortalidades
com o aumento das concentragdes, ocorrendo de 36 a 100% de mortalidade dos
insetos.

Bathon (1996) relata que os NEPs S. carpocapsae, S. feltiae ¢ H.
bacteriophora causaram impacto em populacdes dos insetos pragas Popillia
japonica (Newman) (Coleoptera: Scarabaeidae), Scapteriscus vicinus Scudder
(Orthoptera: Gryllotalpidae), Diabrotica virgifera LeConte (Coleoptera:
Chrysomelidae), Delia radicum (L.) (Diptera: Anthomyiidae) e O. sulcatus, mas
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ndo foram prejudiciais aos acaros (Actinedida, Gamasida e Oribatida), grilos
(Gryllidae) e Coleoptera (Carabidae, Histeridae e Staphylinidae).

A compatibilidade entre o predador de pupas de tripes Atheta coriaria
Kraatz (Coleoptera: Staphylinidae), o nematoide S. feltiae e os acaros H. miles e
H. aculeifer foi avaliada em bioensaios laboratoriais € semi-campo. Os adultos
de A. coriaria ndo foram suscetiveis a S. feltiae. As larvas de terceiro instar do
inseto apresentaram uma baixa mortalidade pelo NEP. Os acaros apresentaram
elevado consumo de larvas de primeiro instar de A. coriaria (Jandricic et al.,
2005).

Zwahlen et al. (2000) avaliaram a compatibilidade do Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Berliner) sobre o desenvolvimento de O. majusculus
através da alimentacao da presa Anaphothrips obscurus (Miiller) (Thysanoptera:
Thripidae), praga da cultura do milho, ndo sendo observado efeito negativo do

entomopatogeno sobre o predador.
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CAPITULO 2
1 RESUMO

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Patogenicidade de isolados de Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. a Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera:
Thripidae). Lavras: UFLA, 2006. p.57-73 (Tese — Doutorado em
Entomologia).”

O controle microbiano ¢ uma ferramenta a ser utilizada para o controle
de tripes, importante praga em varios agroecossistemas. Dentre os organismos
usados, os fungos entomopatogénicos (FEPs) sdo os mais estudados, e dentre
eles, a espécie Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. tem mostrado eficiéncia no
controle de diversas pragas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
patogenicidade de cinco isolados de B. bassiana sobre Caliothrips phaseoli
(Hood) (Thysanoptera: Thripidae), em condi¢des de laboratério. Foram
aplicadas suspensdes fungicas em placas de Petri contendo meio de cultura
Agar-Agua + disco foliar de feijao-de-porco [Canavalia ensiformis (L.)], para
onde foram transferidas ninfas e adultos de C. phaseoli. Foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢des,
perfazendo 50 tripes/tratamento. No tratamento testemunha foi pulverizada agua
destilada esterilizada. Para obtengdo dos tempos letais médios (TLsg), os dados
de mortalidade acumulada aos 10 dias foram submetidos & analise de Probit.
Todos os isolados foram patogénicos a ninfas e adultos de C. phaseoli em
condi¢des de laboratorio. O isolado UFLA 16 foi o mais virulento para ninfas de
C. phaseoli, causando mortalidade de 74%. Para adultos de C. phaseoli, os
isolados mais virulentos foram UFLA 13, UFLA 17 ¢ IPA 202, promovendo
mortalidades de 73,2; 63,4 e 80,6%, respectivamente. O isolado UFLA 16
apresentou o menor TLs, (6,98 dias) para ninfas de C. phaseoli, diferindo dos
outros isolados, que apresentaram TLs, superiores a 11 dias. Os TLs, para
adultos foram semelhantes para os isolados UFLA 13, UFLA 17 e IPA 2002,
sendo de 5,67; 4,10 e 5,38 dias, respectivamente.

*Orientador: Alcides Moino Junior
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Patogenicidade de isolados de Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. a Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera:
Thripidae). Lavras: UFLA, 2006. p.57-73 (Thesis — Doctor in Entomology).”

The microbial control is a promising tool to be tested against thrips, an
important pest in several agricultural ecosystems. Among the organisms used in
the microbial control, the entomopathogenic fungi are the most studied, and the
species Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. has shown efficiency for application in
the control of several agricultural pests. The purpose of the present study was to
evaluate the pathogenicity of five B. bassiana strains against Caliothrips
phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae) in laboratory conditions. Fungal
suspensions were applied in Petri dish containing agar-water culture + jack bean
foliar disc [Canavalia ensiformis (L.)], to where nymphs and adults of
Caliothrips phaseoli were transferred. It was used a completely randomized
design, with six treatments and five replicates, adding 50 thrips/treatment. In the
Petri dish control it was sprayed distilled and sterilized water. To obtain the
average lethal time (LTsp), the 10 days-mortality data was submitted to Probit
analysis. All strains were pathogenic to nymphs and adults of C. phaseoli under
laboratory conditions. The strain UFLA 16 was the most virulent to nymphs of
C. phaseoli, causing 74% mortality. To C. phaseoli adults, the most virulent
were UFLA 13, UFLA 17 and IPA 202, resulting in mortalities of 73.2, 63.4 and
80.6%, respectively. The strain UFLA 16 showed the smaller LTs, (6.98 days) to
C. phaseoli nymphs, different from the other strains that showed LTs, higher
than 11 days. The LTs, for adults were similar for the strains UFLA 13, UFLA
17 and IPA 2002, which were 5.67, 4.10 and 5.38 days, respectively.

*Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA
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3 INTRODUCAO

Os tripes sdo insetos cosmopolitas que possuem diversas espécies de
plantas hospedeiras, desde culturas agricolas, produzidas em campo ¢ casa-de-
vegetacdo, a ervas daninhas. A espécie Caliothrips phaseoli (Hood)
(Thysanoptera: Thripidae) ¢ encontrada em diversos agroecossistemas, como
alface, algodoeiro, amendoim, ervilha e feijoeiro, sendo principalmente
distribuida nas Américas e tem importdncia como praga por se alimentar de
plantas jovens, causando deformagdo e retardando o desenvolvimento das
culturas (Beltran et al., 2004; Lima, 1968).

Segundo Parrella et al. (1999), os tripes se alimentam sobre as plantas
apos perfurarem os tecidos e extrairem a seiva com seu estilete maxilar e
mandibulas, sendo que os tecidos em volta ficam ressecados, reduzindo a area
fotossintetizadora da folha. Em anos recentes os tripes mudaram seu grau de
importancia nas casas-de-vegetacdo, passando de ndo-praga (incidental) para
uma das principais pragas das culturas.

O aumento da area de producdo intensiva em cultivos protegidos
favorece o aparecimento de pragas. Somando-se a isto, a aplicacdo
indiscriminada de produtos fitossanitarios e o crescente problema de resisténcia
das pragas, principalmente em casas-de-vegetagdo, onde ndo existem produtos
registrados, permitiu que os tripes aumentassem de importdncia nestes
ambientes. Nas ultimas décadas, os tripes tornaram-se pragas-chave em muitos
lugares no mundo, principalmente por serem vetores de virus em varias culturas
de campo, como tomate, alface, pimenta e cebola, entre outras, e em culturas
protegidas de hortalicas e flores, tais como tomate, pepino, crisintemo, rosas ¢

violeta africana (Daughtrey et al., 1997; Yudin et al., 1986).
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Os danos diretos podem ser pequenos, mas ndo sdo irrelevantes,
especialmente se a parte vegetal danificada é o produto de comercializa¢do
(Monteiro, 2000).

Os produtos biologicos sdo uma alternativa para o controle de tripes,
principalmente em agroecossistemas de cultivos protegidos, porque além da
resisténcia das pragas aos mesmos, as excessivas aplicagdes dos produtos
quimicos nestes ambientes podem causar sérios problemas de exposicao dos
aplicadores aos mesmos. Dentre os agentes bioldgicos utilizados para o controle
dos tripes, os fungos entomopatogénicos se destacam pela grande variabilidade
genética e facilidade de aplicag@o. A espécie Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. é
a mais freqiliente sobre insetos pragas, sendo muito utilizada para o controle de
tripes, principalmente em alface em cultivos protegidos (Alves, 1998; Bueno,
2005; Parrella et al., 1999; van Lenteren, 2000). Desta forma, este trabalho teve
como objetivo avaliar a patogenicidade de cinco isolados de B. bassiana sobre o

tripes C. phaseoli, em condi¢des de laboratorio.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de Patologia e de Biologia
de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
- UFLA. Para realizacdo dos bioensaios de patogenicidade foram utilizados

adultos e ninfas de tripes, oriundos da criagdo de manutengdo de laboratorio.

4.1 Isolados utilizados nos bioensaios
Foram utilizados cinco isolados de B. bassiana, provenientes do Banco
de Patogenos do Laboratério de Patologia de Insetos (Departamento de

Entomologia/UFLA) (Tabela 1).

TABELA 1. Hospedeiros ¢ procedéncia dos isolados de Beauveria bassiana
utilizados nos experimentos.

Isolado Hospedeiro Procedéncia
UFLA 9 Solo Lavras - MG
UFLA 13 Hypothenemus hampei Lavras - MG
UFLA 16 Solo Lavras — MG
UFLA 17 Cosmopolites sordidus Lavras — MG
IPA 202 Cosmopolites sordidus Recife - PE

Para reativagdo da viruléncia dos isolados de fungos entomopatogénicos,
suspensdes fungicas (10° conidios/mL) dos mesmos foram inoculadas em placas
de Petri (9 cm &) contendo papel filtro e larvas de Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae), provenientes da criacdo do Laboratorio de Biologia de
Insetos. As larvas foram alimentadas com dieta artificial a cada dois dias. As

placas foram mantidas em camara climatizada a 25 = 1°C, UR = 70 £ 10% e
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fotofase de 12 horas. Apds a mortalidade das larvas, estas foram desinfestadas
superficialmente em alcool 70%, hipoclorito de sddio 2% e agua destilada, por
um periodo de 15 segundos. Foram transferidas, em seguida, para camara imida
para extrusdo dos patogenos dos cadaveres dos insetos, segundo metodologia

adaptada de Bustillo & Marin (2002).

4.2 Criacao de Caliothrips phaseoli

Foram realizadas coletas de tripes em plantas de picdo-preto Bidens
pilosa L., em Lavras — MG, sendo em seguida preparadas laminas para
identificacao dos espécimes, conforme Monteiro (1994). Os insetos selecionados
foram criados em sala climatizada (254 3°C, UR = 60 *+ 10% e fotofase = 12 h).

Grupos de insetos adultos de C. phaseoli foram individualizados e
transferidos para gaiolas de acrilico (50 x 40 x 80 cm) (Figura 1A), vedadas para
evitar a fuga dos mesmos. Para permitir acragdo dentro da gaiola, foram feitas
aberturas circulares laterais cobertas com tecido organza, presas por parafusos

de ago, conforme adaptacdo de Lopes & Alves (2000).

FIGURA 1. Gaiola de criagdo de Caliothrips phaseoli (A) e vaso com plantas de
feijao-de-porco Canavalia ensiformis para alimentagdo dos tripes

(B).
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Os tripes foram mantidos em plantas de feijao-de-porco Canavalia
ensiformis (L.) (Leguminosae), cultivadas em vasos (20 x 10 c¢cm) contendo
substrato autoclavado. Quando atingiram 20 cm de altura, as plantas foram
transferidas para as gaiolas de criacdo (Figura 1B). As plantas foram renovadas a
cada semana, cortando-as e retirando apenas os vasos. Essas plantas foram
mantidas na gaiola para evitar a retirada dos ovos inseridos e/ou ninfas dos tripes
nas folhas senescentes. No fundo das gaiolas foi colocada vermiculita para
fornecer um local adequado para pupacao dos tripes (Trichilo & Leigh, 1988).
Os tripes provenientes dessa criagdo foram utilizados nos bioensaios de

patogenicidade.

4.3 Bioensaios de patogenicidade

Ap0s reativagdo da viruléncia dos isolados de B. bassiana, esses foram
inoculados em placas de Petri (9 cm @) contendo meio de batata-dextrose-agar
(BDA) e incubados em camara climatizada a 25 + 1°C, fotofase de 12 horas e
UR de 70 £ 10%, por 15 dias, até a plena esporulagdo. Os esporos obtidos foram
utilizados durante os experimentos.

Para preparacdo das suspensdes dos fungos, os seus esporos foram
raspados das placas de Petri, com auxilio de um bisturi devidamente flambado, ¢
em seguida transferidos para tubos de ensaio. Foram realizadas diluigoes
sucessivas para contagem em cadmara de Neubauer e quantificacdo, sendo cada
suspensdo concentrada em 10° esporos/mL + espalhante adesivo Tween 80°
(5uL/L). A pulverizacdo das suspensdes dos esporos dos fungos foi realizada em
Torre de Potter, com pressio de 15 libras/pol’, utilizando-se 1,5 mL de
suspensdo, em placas de Petri (5 cm @) contendo meio de cultura Agar-Agua
(2%) sobreposto por disco foliar (3,5 cm J) de feijdo-de-porco, para onde em
seguida foram transferidos os tripes. No tratamento testemunha foi pulverizada

4gua destilada esterilizada (ADE) + Tween 80°.
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Para transferéncia dos tripes adultos, os mesmos foram coletados com
auxilio de sugador e transferidos para tubos de ensaio de fundo chato, tampados
com filme PVC, os quais receberam CO, para diminui¢do da atividade
metabolica dos insetos, sendo em seguida transferidos para as placas de Petri
pulverizadas com as suspensoes fungicas. A transferéncia das ninfas (1° instar)
de C. phaseoli foi realizada com o auxilio de pincel umedecido com agua
destilada, sendo que a cada transferéncia, por tratamento, foi feita a
desinfestacdo do pincel em alcool a 70%, hipoclorito de sodio (2%) e 4gua
destilada, evitando a contaminacao dos insetos com diferentes isolados.

Foram transferidos 10 tripes por repeti¢do, sendo o experimento
constituido de um delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos
(cinco isolados + testemunha) e cinco repetigdes, totalizando 50
tripes/tratamento. As placas foram mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C,
UR de 70% * 10% e fotofase de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas
diariamente, durante 10 dias. Apds a mortalidade dos tripes, estes foram
desinfetados superficialmente, sendo imersos em alcool 70%, hipoclorito de
sodio 2% e agua destilada por 10 segundos, e em seguida transferidos para
camara umida, para confirmacdo da mortalidade pelos patogenos, através da
esporulagdo dos fungos nos cadéaveres.

A mortalidade corrigida foi calculada pela férmula de Abbott (Abbott,
1925), a partir da mortalidade total e os dados obtidos de mortalidade

confirmada foram transformados porarcsen+/x/100 e submetidos a analise de

varidncia e teste de Scott & Knott (P<0,05) para comparagio entre as médias. Os
dados da mortalidade acumulada aos 10 dias foram submetidos a analise de
Probit, com auxilio do programa Mobae (Haddad et al., 1995), para

determinagdo dos tempos letais médios (TLsy).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de mortalidade confirmada de ninfas de C. phaseoli pelos
isolados de fungos entomopatogénicos sdo apresentados na Tabela 2. O isolado
UFLA 16 foi o mais virulento dentre aqueles testados para ninfas, promovendo
mortalidade de 74%. Os tratamentos UFLA 9, UFLA 13, UFLA 17 e IPA 202
foram semelhantes e diferiram da testemunha quanto a mortalidade de ninfas de
C. phaseoli, apresentando menores porcentuais de mortalidade, variando de 32 a
46% (Tabela 2).

Pela analise de Probit para os tempos letais médios (TLsy) de
mortalidade de ninfas de C. phaseoli nos diferentes tratamentos, o isolado UFLA
16 apresentou menor TLs, (6,98 dias), o qual foi inferior ao TLs, obtido nos
demais tratamentos (Tabela 3).

O tratamento com o isolado UFLA 9 apresentou o maior TLsy (13,63
dias) e a menor porcentagem de mortalidade de ninfas de C. phaseoli (32%).
Com excecdo do tratamento UFLA 16, todos os outros tratamentos testados
apresentaram TLs, elevados para serem utilizados no controle de ninfas de C.
phaseoli, promovendo baixa mortalidade nesses estadios durante um tempo
relativamente longo (Tabelas 2 ¢ 3).

A Tabela 4 apresenta os resultados da analise de variancia do bioensaio
de patogenicidade dos isolados de B. bassiana sobre adultos de C. phaseoll.
Todos os isolados de B. bassiana avaliados apresentaram diferengas do
tratamento testemunha.

Os tratamentos UFLA 9 ¢ UFLA 16 foram patogénicos a C. phaseoli,
mas causaram baixa mortalidade a adultos do tripes (31,2%), com diferenca
significativa dos isolados UFLA 13, UFLA 17 e IPA 202, que promoveram as
maiores porcentagens médias de mortalidade do tripes, 73,2%, 63,4% ¢ 80,6%,

respectivamente (Tabela 4).
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TABELA 2. Porcentagem média de mortalidade confirmada (= EP) de ninfas de
Caliothrips phaseoli inoculados com fungos entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade (%) '
Testemunha 0+£00 a
UFLA 9 32,00+5,83 b
IPA 202 40,00£3,16 b
UFLA 13 42,00+2,00 b
UFLA 17 46,00+245 b
UFLA 16 74,00 + 6,78 c
CV (%) 25,43

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).

TABELA 3. Tempos letais médios (TLsy) (dias), intervalos de confianga (IC)
(P<0,05), equagdes de regressdo linear e valores de 7* obtidos pela
analise de Probit para isolados de Beauveria bassiana sobre ninfas
de Caliothrips phaseoli.

Tratamentos TLs, IC Equagio 7

UFLA 9 13,63  (11,03;16,85)  Y=0,27981 +4,1603 .log X 1,16
UFLA 13 11,19 (9,54; 13,13) Y=1,29987 +3,5275 . log X 3,33
UFLA 16 6,98 (6,59; 7,39) Y=2,13672+3,3934.log X 1,90
UFLA 17 12,52 (9,45; 16,59) Y=1,36703 +3,3096 . log X 4,02
IPA 202 12,14 (8,80; 16,74) Y=-0,18640+4,7834.log X 2,43

Mediante analise de Probit para os TLsy de mortalidade de adultos de
tripes pelos diferentes isolados (Tabela 5), observa-se menor TLsy para o
tratamento com o isolado UFLA 17 (4,1 dias), seguido por IPA 202, UFLA 13,
UFLA 16 e UFLA 9. Os dados do isolado UFLA 17 apresentaram um z*
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significativo, ndo se ajustando ao modelo. Os tratamentos com o isolados UFLA
13 e IPA 202 foram semelhantes quanto a mortalidade de adultos de tripes e aos

valores de TLs, (Tabelas 4 ¢ 5).

TABELA 4. Porcentagem média de mortalidade confirmada (= EP) de adultos
de Caliothrips phaseoli inoculados com fungos entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade (%) '
Testemunha 000 a
UFLA 16 31,20+ 10,27 b
UFLA 9 31,20£9,52 b
UFLA 17 63,40 = 10,20 c
UFLA 13 73,20 +£9,76 c
IPA 202 80,60 £9,13 c
CV (%) 29,84%

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).

TABELA 5. Tempos letais médios (TLsy) (dias), intervalos de confianga (IC)
(P<0,05), equagdes de regressdo linear e valores de y* obtidos pela
analise de Probit para isolados de Beauveria bassiana sobre adultos de

Caliothrips phaseoli.
Tratamentos TLs, IC Equagdo Zz
UFLA 9 9,10 (5,97;13,89) Y=2,95626+2,13086.log X 1,15

UFLA 13 567  (5,12;6,29)  Y=-0,05757 +6,70863 .log X 6,60
UFLA 16 8,19 (5,90;11,38) Y=127189+4,08107.logX 5,06
UFLA 17 410 (2,78:6,06)  Y=3,73230+2,06736.log X  11,49%
IPA 202 538  (4,81;6,02) Y=-1,74641 +4,45155.log X 4,79

* 4 significativo (P<0,05).
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Os fungos testados promoveram mortalidades diferentes para ninfas e
adultos do tripes (Tabelas 2 ¢ 4). Os isolados UFLA 16, UFLA 17 ¢ IPA 202
levaram a 74, 46 ¢ 40% de mortalidade de ninfas, enquanto, para adultos, a
mortalidade foi de 31, 63 e 80%, respectivamente. Vestergaard et al. (1995)
observaram que nem todos os estagios de um inseto t€ém a mesma
suscetibilidade aos fungos, mostrando que adultos de F. occidentalis foram mais
suscetiveis a Lecanicillium sp. do que as ninfas da mesma espécie. Outros dados
apresentaram resultados semelhantes sobre a espécie Megalurothrips sjostedti
Trybom (Thysanoptera: Thripidae), em que os adultos foram mais suscetiveis a
M. anisopliae (Metsch) Sorok. (Ekesi & Maniania, 2000); enquanto, para F.
occidentalis, as ninfas de segundo instar foram mais suscetiveis do que os
adultos aos FEPs B. bassiana e M. anisopliae (Goodwin et al., 2005).

UFLA 9 foi o isolado que promoveu a menor mortalidade de ninfas e
adultos de C. phaseoli, sendo estas bastante proximas. Observou-se mortalidade
de ninfas de C. phaseoli proxima de 50% e uma alta mortalidade de adultos
(73%) para o tratamento UFLA 13 (Tabelas 2 ¢ 4).

A associagdo de produtos quimicos ou uma mistura de FEPs é uma
alternativa que pode ser utilizada para o controle de tripes, como neste estudo,
em que ocorreram mortalidades diferentes tanto para ninfas como para adultos
com a maioria dos isolados testados.

Varios estudos relatam interagdes entre entomopatogenos (Barbercheck
& Kaya, 1991; Inglis et al.,, 1999; Malakar et al., 1999; Shapiro-Ilan et al.,
2004), as quais podem ser sinérgicas ou antagdnicas.

Na combinag¢do de FEPs, Thomas et al. (2003) avaliaram a intera¢do dos
fungos B. bassiana e M. anisopliae para o controle do gafanhoto Schistocerca
gregaria (Forskal) (Orthoptera: Acrididae), obtendo altas mortalidades desta

praga, associagdo que pode ser seguida no controle de tripes.
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Na combinagdo com produtos quimicos, Lopes et al. (2002) realizaram
associacdes de M. anmisopliae com inseticidas no controle de F. occidentalis,
sendo a associagdo com o produto methiocarb (Mesurol®) eficiente no controle
desta praga em cultivos de uva de mesa. A combinagdo com produtos quimicos
pode ser uma alternativa para controlar pragas de dificil controle, como ¢ o caso
dos tripes, principalmente por causa da resisténcia na populagdo da praga.
Muitos produtos quimicos sdo compativeis com entomopatdgenos, como
relatado por Cavalcanti et al. (2002) em condi¢des de laboratorio, em que os

patogenos sdo mais expostos aos efeitos das moléculas dos produtos quimicos.
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6 CONCLUSOES

Os cinco isolados fungicos testados sdo patogénicos a ninfas e adultos de C.

phaseoli.

UFLA 16 causa maior mortalidade de ninfas de C. phaseoli em laboratdrio.

Os isolados UFLA 13, UFLA 17 e IPA 202 sdo os mais virulentos para

adultos de C. phaseoli em condigdes de laboratorio.

O isolado UFLA 16 apresenta o menor TLs, para ninfas de C. phaseoli.

Os menores TL50 para adultos de C. phaseoli sdo apresentados pelos

isolados UFLA 13, UFLA 17 e IPA 202.
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CAPITULO 3
1 RESUMO

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Patogenicidade de nematéides
entomopatogénicos (Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) a
tripes em laboratorio. Lavras: UFLA, 2006. p.74-88 (Tese — Doutorado em
Entomologia).”

O controle bioldgico ¢ uma alternativa viavel para a regulacdo de
populagoes de tripes, sendo os nematoides entomopatogénicos (NEPs) parasitas
obrigatorios que podem controlar pragas com alguma fase do ciclo no solo, seu
habitat natural. Este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de
NEPs (Steinernematidac ¢ Heterorhabditidae) sobre pré-pupas e/ou pupas de
Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera: Thripidae) em condigdes de
laboratorio. O experimento foi desenvolvido em placas de Petri contendo
substrato + suspensdes dos NEPs (100 Jl/inseto) + pré-pupas e/ou pupas de
tripes mantidas em camara climatizada. O experimento foi constituido de um
DIC com 15 tratamentos e quatro repeti¢des, sendo 10 pré-pupas e/ou pupas por
repetigdo, totalizando 40 pré-pupas e/ou pupas/tratamento. Os dados obtidos de
mortalidade foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Scott & Knott
(P<0,05) para comparacdo entre as médias. Os NEP pertencentes a familia
Heterorabditidae promoveram maiores mortalidades de tripes que aqueles da
familia Steinernematidae. Para as 14 linhagens avaliadas neste trabalho, a
mortalidade de tripes variou de 57,5 a 100%. As linhagens Heterorhabditis spp.
PI, CCA, JPM4, RSCO01, RSC03, RSC04 e Heterorhabditis bacteriophora HP88
Poinar (Rhabditida: Heterorhabditidae) diferiram das outras linhagens avaliadas,
apresentando mortalidade de pupas superior a 87%. A maior mortalidade
ocorreu no tratamento Heterorhabditis sp. P1 (100%) e a menor mortalidade foi
apresentada pela espécie Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida:
Steinernematidae), sendo esta superior a 50%.

*Orientador: Alcides Moino Junior — UFLA
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Patogenicity of entomopathogenic
nematodes (Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) to thrips in
laboratory. Lavras: UFLA, 2006. p.74-88 (Thesis - Doctor in Entomology)."

Biological control is a feasible alternative for controlling thrips
populations. Entomopathogenic nematodes (EPNs) are obligated parasites
indicated to control pests that have some phase of their cycle in the ground, their
natural habitat. The purpose of this study was to evaluate the pathogenicity of
EPNs to pre pupae and pupae of Caliothrips phaseoli (Hood) (Thysanoptera:
Thripidae), in laboratory conditions. The experiment was carried in Petri dishes
containing soil + suspensions of EPNs (100 [Js/insect) + pre pupae and/or pupae,
being kept under controlled conditions in a germination chamber. The
experiment was conducted in a completely randomized design with 15
treatments and 4 replicates, using 10 prepupae and/or pupae per replicate, with a
total of 40 prepupae and/or pupae per treatment. The average mortality data was
submitted to variance analyses and Scott & Knott (P<0,05) test. EPNs from
Heterorabditidae family showed higher mortality to thrips than those from
Steinernematidae. Out of 14 strains tested in this study, the thrips mortality
varied from 5.5 to 100%. The strains Heterorhabditis spp. P, CCA, JPM4,
RSCO01, RSCO03, RSC04 and Heterorhabditis bacteriophora HP88 Poinar
(Rhabditida: Heterorhabditidae) differ from the others strains evaluated,
showing pupae mortality higher than 87%. The highest mortality happened in
the treatment Heterorhabditis sp. P1 (100%) and the smallest in Steinernema
feltiae (Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae), in which the mortality was a
bit higher than 50%.

*Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA
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3 INTRODUCAO

Os tripes sdo insetos-praga que causam grandes perdas econdmicas, uma
vez que atacam diferentes culturas de importancia agricola, principalmente em
cultivos protegidos, destacando-se o pimentdo, beringela, pepino, melancia,
meldo, tomate e gérbera, entre outros. Segundo Parrella et al. (1999), varias
espécies de tripes vém causando sérios prejuizos devido a sua alimentagdo sobre
as plantas, apés perfurarem os tecidos e extrairem a seiva com seu estilete
maxilar e mandibulas. Os tecidos em volta do local de alimentagdo ficam
dissecados, reduzindo a area fotossintetizadora da folha.

No sistema de agricultura atual, que utiliza em grande parte produtos
quimicos, principalmente em culturas em casas-de-vegetacdo, para as quais nao
existem produtos registrados para os tripes, estes insetos tornaram-se pragas de
dificil controle, agravando o problema da resisténcia do inseto aos produtos
quimicos utilizados e a eliminagdo dos seus inimigos naturais, como acaros e
insetos predadores (Parrella et al., 1999).

Como o controle quimico tem se mostrado pouco efetivo, aliado a alta
capacidade de multiplicagdo desta praga, torna-se mnecessario encontrar
alternativas de controle, como é o caso dos nematdides entomopatogénicos
(NEPs), que podem ser utilizados para o controle dos estagios de pré-pupa e
pupa dos tripes, que se encontram no solo para completar seu ciclo.

Os NEPs sdo patogenos que tém a capacidade de colonizar insetos por
possuirem uma relacdo simbidntica com bactérias dos géneros Xenorhabdus
(Steinernema) e Photorhabdus (Heterorhabditis). Os juvenis infectantes (JIs)
dos NEPs ao emergirem dos insetos para colonizar novos hospedeiros, carregam
a bactéria simbionte dentro do corpo e penetram nos hospedeiros pelas aberturas
naturais (boca, anus e espiraculos). Os JIs pertencentes a familia

Heterorhabditidae penetram também através da cuticula do hospedeiro por
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possuirem um “dente” na regido anterior do corpo, o que ndo ocorre em JIs da
familia Steinernematidae (Forst & Clarke, 2002; Lewis, 2002).

Os JIs dos NEPs possuem uma segunda cuticula de protecdo as
adversidades do meio ambiente, ja que este € o Gnico estagio que se desenvolve
fora do hospedeiro (Glazer, 2002). Podem ser entdo utilizados para estagios
imaturos de tripes no solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
patogenicidade de NEPs sobre pré-pupas e/ou pupas de C. phaseoli em

condicdes de laboratério.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de Patologia e de Biologia
de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
- UFLA. Para realizacdo dos bioensaios de patogenicidade foram utilizadas
linhagens nativas e exoticas de NEPs armazenadas no Banco de Patogenos do
Laboratorio de Patologia de Insetos e pré-pupas e pupas dos tripes oriundas da
criagdo de manuten¢ao de laboratoério.

Para multiplicacao e manutenc¢do dos nematoéides entomopatogénicos em
laboratorio, foram utilizadas larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) oriundas da criagdo a base de dieta artificial em marmitas metalicas

teladas, de acordo com metodologia modificada de Parra (1998).

4.1 Nematoéides entomopatogénicos utilizados nos bioensaios

Foram utilizadas seis linhagens exoticas e oito linhagens nativas de
NEPs (Rhabditida: Heterorhabditidae e Steinernematidae) (Tabela 1).

Foram utilizados juvenis infectantes (JIs) dos NEPs coletados nos quatro
primeiros dias em armadilhas de White modificadas (White, 1927). Para
preparagdo das suspensoes, foram inoculados com auxilio de micropipetas, 20
JIs por larva de G. mellonella, em placas de Petri (9 cm &) contendo papel filtro
+ cinco larvas do inseto. Ap6s a morte das larvas, estas foram transferidas para
camara seca (Molina & Lopez, 2001) por seis dias, e posteriormente, as larvas
mortas foram colocadas em armadilhas de White modificadas, nas quais foram

realizadas as coletas e a quantificacdo das suspensdes de JIs.
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TABELA 1. Linhagens nativas e exoéticas de nematoides entomopatogénicos
(Rhabditida: Heterorhabditidae e Steinernematidae) utilizadas nos

experimentos.
Linhagem Sigla Local de origem
Steinernema (= anomali) arenarium Sa Voronezh/Russia
Steinernema carpocapsae All Sc Carolina do Norte/USA
Steinernema feltiae Sn St Florida/USA
Steinernema glaseri NA Sg Florida/USA
Steinernema riobrave 355 Sr Texas/ USA
Heterorhabditis bacteriophora HP88 HP88 New Jersey/ USA
Heterorhabditis sp. CCA CCA Araras/SP/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM4 JPM4 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. P1 PI Teresina/Piaui/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 01 RSCO01  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 02 RSC02  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 03 RSC 03  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 04 RSC 04 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 05 RSC 05 Benjamin Constant/AM/Brasil

4.2 Criacao de Caliothrips phaseoli

Foram realizadas coletas de tripes em plantas de picdo-preto Bidens
pilosa L. oriundas de Lavras — MG, sendo em seguida preparadas laminas para
identificagdo dos espécimes. Os insetos selecionados foram criados em sala
climatizada (T = 25+ 3°C; UR = 60 + 10%; fotofase = 12 h).

Grupos de insetos adultos de C. phaseoli foram individualizados e
transferidos para gaiolas de acrilico de (80 x 40 x 50 cm), sendo estas vedadas
para evitar a fuga dos mesmos. Para permitir aeracdo dentro da gaiola, foram
feitas aberturas laterais cobertas com tecido organza, presas por parafusos de

aco, conforme adaptagdo de Lopes & Alves (2000).
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Os tripes foram mantidos em plantas de feijao-de-porco Canavalia
ensiformis (L.), cultivadas em vasos (20 x 10 cm) contendo substrato
autoclavado. Quando atingiram 20 cm de altura, as plantas foram transferidas
para as gaiolas de criagdo (Figura 1A e B, Capitulo 2, pagina 62), as quais foram
renovadas a cada semana, cortando-as e retirando apenas os vasos. Essas plantas
foram mantidas na gaiola para evitar a retirada dos ovos dos tripes inseridos nas
folhas antigas e outros estagios do inseto presentes nas mesmas.

No fundo das gaiolas foi colocada vermiculita para fornecer um local
adequado para pupagdo dos tripes (Trichilo & Leigh, 1988). Os tripes
provenientes dessa criagdo foram utilizados nos bioensaios de patogenicidade

com linhagens nativas e exdticas de NEPs.

4.3 Bioensaios de patogenicidade

Foram transferidos 10 tripes (pré-pupas e/ou pupas) oriundos da criagdo
de C. phaseoli, com auxilio de um pincel umedecido, para placa de Petri (5 cm
@) contendo 5 g de substrato Plantmax Hortalicas HT® autoclavado (Figura 1) +
2 mL de agua destilada contendo suspensdo de juvenis infectantes (JIs). As
suspensdes (100 JIs/pré-pupa e/ou pupa) das linhagens de NEPs foram
inoculadas com auxilio de micropipetas. No tratamento testemunha foram
aplicados 2 mL de agua destilada. As placas foram vedadas com parafilme e
mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, UR de 70% % 10% e fotofase de 12
horas.

Apbs cinco dias da inoculagdo foram realizadas as avaliagdes. Devido a
dificuldade de contagem das pré-pupas e pupas, foram contados, com auxilio de
microscopio estereoscopico, os adultos emergidos que se direcionaram para a
luz, sendo a mortalidade calculada por diferenga entre o nimero de pupas e pré-

pupas inicial (10) e os adultos emergidos.
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O experimento foi constituiido de um delineamento inteiramente
casualizado com 15 tratamentos e quatro repeti¢des, sendo 10 pré-pupas e/ou
pupas por repeti¢do, totalizando 40 pré-pupas e/ou pupas/tratamento. Os dados
de mortalidade foram transformados porarcsen+/x/100 e submetidos a analise
de variancia e ao teste de Scott & Knott (P<0,05) para comparagido entre as

médias.

FIGURA 1. Placa de Petri (5 cm &) contendo substrato para inoculacdo dos

nematoides entomopatogénicos e pupagdo dos tripes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos de mortalidade de pré-pupas e/ou pupas de C. phaseoli
pelas 14 linhagens de NEP s@o mostrados na Tabela 2. Todas as linhagens
testadas diferiram da testemunha. Os NEPs pertencentes a familia
Heterorabditidae causaram maiores mortalidades de C. phaseoli do que as
linhagens pertencentes a familia Steinernematidae (Tabela 2; Figura 2A e B).

A diferenca de mortalidade entre as familias pode ter ocorrido pela
forma distinta com que os JIs da familia Heterorhabditidae penetram seu
hospedeiro, pela cuticula, através de perfuragdo, com o auxilio do dente
localizado na regido anterior, o que ndo ocorre nos JIs da familia Steinermatidae,
que penetram somente pelas aberturas naturais (anus, boca e espiraculos).

Outro fator a ser considerado para diferenca de mortalidade entre as
familias de NEPs (Figura 2) ¢é o tamanho dos JIs, que na familia
Heterorhabditidae sdo menores do que em Steinernematidae, o que os tornam
mais ageis, facilitando seu deslocamento até o hospedeiro e posterior penetracao
no mesmo.

As linhagens Heterorhabditis spp. PI, CCA, JPM4, RSC01, RSCO03,
RSC04 e H. bacteriophora HP88 diferiram das outras linhagens avaliadas,
causando mortalidade de pré-pupas e/ou pupas superior a 87%. A maior
mortalidade do tripes ocorreu com Heterorhabditis spp. P1 (100%) e a menor
mortalidade foi promovida pela linhagem S. feltiae (57,5%), a qual apresenta JIs
maiores, como outras linhagens do género Steinernema (Tabela 2).

Das 14 linhagens utilizadas neste estudo, ocorreram mortalidades
diferentes nas pré-pupas e/ou pupas de C. phaseoli com variagao de 57,5 a
100%. Chyzik et al. (1996) verificaram que a mortalidade de Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) ocorreu somente em altas

concentracdes de NEPs (S. feltiae, Steinernema riobrave e H. bacteriophora) e
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com grandes variagdes. Os autores observaram que as maiores mortalidades
ocorreram com o aumento das concentragdes. Ebssa et al. (2004) encontraram
variagdes na mortalidade de F. occidentalis quando testaram 16 linhagens de

NEPs em laboratorio.

TABELA 2. Porcentagem média de mortalidade (£ EP) de pré-pupas e/ou pupas
de  Caliothrips  phaseoli  inoculados com  nematdides

entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade' (%)
Testemunha 0,00+£0,00 a
Steinernema feltiae Sn 57,50+250 b
Steinernema (= anomali) arenarium 62,50+12,50 b
Steinernema glaseri NA 67,50£6,29 b
Steinernema carpocapsae All 70,00 10,80 b
Steinernema riobrave 355 72,50 £8,54 b
Heterorhabditis spp. RSC02 75,00+2,89 b
Heterorhabditis spp. RSC05 82,50+4,78 b
Heterorhabditis spp. RSC04 87,50 £4,78 c
Heterorhabditis spp. JPM4 92,50 £ 2,50 c
Heterorhabditis bacteriophora HP88 92,50 + 4,78 c
Heterorhabditis spp. RSCO03 92,50 £2,50 c
Heterorhabditis spp. RSCO1 92,50 + 2,50 c
Heterorhabditis spp. CCA 97,50 + 2,50 c
Heterorhabditis spp. P1 100,00 + 0,00 c
CV (%) 25,54

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).
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FIGURA 2. Mortalidade de pré-pupas e/ou pupas de Caliothrips phaseoli
causada por juvenis infectantes das familias Steinernematidae (A)
e Heterorhabditidae (B).
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Em testes de laboratorio, Ebssa et al. (2001) avaliaram a eficacia de seis
linhagens de NEPs sobre os estagios de pré-pupa e pupa de F. occidentalis,
obtendo um controle satisfatério na concentragio de 400 JI/cm?; porém, quando
utilizaram concentragdes mais baixas (100 — 200 JIs/cm?), o controle foi apenas
de 50%. No presente estudo, com uma concentragdo de 100 JIs/mL (= 50
JIs/cm?®), todas as linhagens foram bastante efetivas, causando uma mortalidade
de pré-pupas e pupas de C. phaseoli superior a 50%. Segundo Berndt (2003), a
mortalidade de pré-pupas e pupas causada pelos NEPs atingiu 80% quando se
utilizou uma concentragio de 400 JIs/ cm?, muito acima daquela empregada no
presente estudo.

Alguns estudos tém associado outros inimigos naturais para a obtengao
de maiores mortalidades em tripes que se desenvolvem no solo, como relatado
por Borgemeister et al. (2002) e Premachandra et al. (2003). Estes autores
observaram efetivo controle de pré-pupas e pupas de F. occidentalis pelos NEPs,
ocorrendo baixo porcentual de emergéncia de adultos, principalmente quando
estes foram associados a acaros predadores da familia Laelapidae, que atacam os
estagios dos tripes que sobrevivem e se desenvolvem no mesmo habitat
(substrato).

Para aumentar a efetividade do controle biologico dos tripes, é
necessaria a utilizagdo de agentes que ataquem a praga em seus diversos
estagios, tanto ninfas como adultos, que se desenvolvem na parte aérea, até as
pré-pupas e pupas que se desenvolvem no substrato de plantio.

As associacdes de varios agentes biologicos que possam atuar em
diferentes locais para o controle de tripes foram relatadas por Brodsgaard et al.
(1996) e Buitenhuis & Shipp (2005a,b). Segundo estes autores, apenas 0s
estagios de pré-pupa e pupa foram suscetiveis aos NEPs. Quando pulverizados
sobre a parte aérea das plantas, ndo tiveram efeito sobre ninfas e adultos do

tripes, pois estes NEPs sofrem com a dessecagao.
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6 CONCLUSOES

. Todas as linhagens avaliadas sdo patogénicas a pré-pupas ¢ pupas de C.

phaseoli.

. Os NEPs da familia Heterorhabditidae sdo mais virulentos a C. phaseoli do

que os da familia Steinernematidae.

. A linhagem Heterorhabditis sp. PI causa a maior mortalidade de pré-pupas

e/ou pupas de C. phaseoli em laboratoério.

. Steinernema feltiae provoca a menor mortalidade de estagios de C. phaseoli

que se desenvolvem no solo (pré-pupas e pupas) em laboratorio.
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CAPITULO 4
1 RESUMO

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Efeito de nematoides entomopatogénicos
(Rhabditida: Steinernematidae e Heterorhabditidae) sobre o predador
Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae). Lavras: UFLA, 2006.
p.89-113 (Tese — Doutorado em Entomologia).”

A combinagdo entre agentes de controle bioldgico ¢ uma forma de
utilizagcdo e aumento do potencial do controle no Manejo Integrado de Pragas
(MIP). A avaliagdo do efeito de entomopatégenos sobre organismos nao-alvo
deve ser feita para que estes sejam utilizados de forma racional e ndo afetem
outros agentes de controle biologico. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de espécies de nematoides entomopatogénicos (NEPs)
sobre o percevejo predador Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae).
Foram utilizadas seis espécies exdticas e oito nativas de NEPs. Ninfas (4° e 5°
instares) e adultos de O. insidiosus foram expostos a suspensdes dos NEPs (20
Jl/inseto) em placas de Petri contendo areia + agua destilada. Foram colocados
10 predadores (ninfa/adulto), por repeticdo, sendo o experimento constituido de
um DIC com 15 tratamentos e trés repeti¢des, totalizando 30 insetos/tratamento.
Os dados obtidos de mortalidade confirmada foram submetidos a andlise de
variancia e ao teste de Scott & Knott (P<0,05) para comparagdo entre as médias.
Os NEP avaliados foram pouco virulentos aos adultos de O. insidiosus, sendo a
maior mortalidade causada por Steinernema riobrave (Cabanillas, Poinar &
Raulston) (Rhabditida: Steinernematidae) (51,73%). Os tratamentos Steinernema
glaseri Steiner, Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae),
Heterorhabditis bacteriophora HP88 Poinar (Rhabditida: Heterorhabditidae) e
Heterorhabditis spp. CCA, RSC02, RSC03, RSC04 e RSC05 promoveram
baixos valores de mortalidade (2,3 a 14,10%), sendo, portanto, considerados
seletivos ao predador e podendo ser utilizados conjuntamente com O. insidiosus
como ferramentas do MIP. Para ninfas do predador, Steinernema anomali
(Kozodoi), Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae),
S. feltiae, S. glaseri, H. bacteriophora ¢ Heterorhabditis spp. CCA, JPM4, PI,
RSCO03, RSC04 ¢ RSCO05 ndo diferiram da testemunha. Os NEPs S. riobrave e
Heterorhabditis spp. RSC0O1 e RSCO02 foram os mais virulentos para as ninfas do
percevejo predador O. insidiosus. Metade das espécies testadas apresentou-se
semelhante ao tratamento testemunha, para ninfas e adultos, dentre elas quatro
espécies nativas (Heterorhabditis spp. CCA, RSC 03, RSC 04 e RSC 05) e trés
exoticas (H. bacteriophora, S. feltiae ¢ S. glaseri).

*Orientador: Alcides Moino Junior — UFLA
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Effect of entomopathogenic nematodes
(Rhabditida: Steinernematidae and Heterorhabditidae) on the insect-
predator Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae). Lavras: UFLA,
2006. p.89-113 (Tesis - Doctor in Entomology).”

The use of combined different biological control agents is a way to
increase the potential of the biological control in the integrated pest management
(IPM). The effect of different entomopathogenic agents on non-target organisms
must be known, so they can be used in a rational way. With this in mind, the
purpose of this study was to evaluate the effect of entomopathogenic nematodes
strains (EPNs) on the insect-predator, Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae). Six exotic and eight natives NEPs strains were tested. Orius
insidiosus nymphs (4° and 5° instars) and adults were exposed to EPNs
suspensions (20 1Js/insect) in Petri dishes containing sand + distilled water. Ten
predators (nymph/adult) were used per replicate. The experiment was conducted
in a completely randomized design with 15 treatments and three replicates, in a
total of 30 insects/treatment. The confirmed average mortality data was
compared by variance analysis and Scott & Knott (P<0,05) test. The EPNs
evaluated were little virulent to the adults of O. insidiosus, and the highest
mortality was caused by Steinernema riobrave (Cabanillas, Poinar & Raulston)
(Rhabditida: Steinernematidae) (51.73%). The strains Steinernema glaseri
Steiner, Steinernema feltiae (Filipjev) (Rhabditida: Steinernematidae),
Heterorhabditis bacteriophora HP88 Poinar (Rhabditida: Heterorhabditidae)
and Heterorhabditis spp. CCA, RSC02, RSC03, RSC04 e RSCOS5 caused low
mortality (2.3 to 14.10%), being considered selective and able to be used with O.
insidiosus as tools of IPM. For predator nymphs, Steinernema anomali
(Kozodoi), Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae),
S. feltiae, S. glaseri, H. bacteriophora and Heterorhabditis sp. CCA, JPM4, PI,
RSCO03, RSC04 and RSCO5 strains didn’t differed from the treatment control.
The EPNs S. riobrave and Heterorhabditis sp. RSCO1 and RSCO02 strains were
the most virulent for Minute Pirate Bug nymphs. Half of the tested species
showed similar results to the control, for nymphs and adults, among them four
native strains (Heterorhabditis spp. CCA, RSC 03, RSC 04 and RSC 05) and
three exotic (H. bacteriophora, S. feltiae ¢ S. glaseri).

*Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA
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3 INTRODUCAO

A utilizagdo conjunta de agentes biologicos para o controle de pragas
pode aumentar o sucesso do controle biologico, principalmente em sistemas de
cultivos protegidos, nos quais as condi¢cdes do ambiente podem ser controladas.
As casas-de-vegetacdo oferecem excelente condicdo para o crescimento de
produtos de alta qualidade e em grande quantidade sobre uma pequena area de
superficie, como também favorecem o desenvolvimento e reprodugdo das pragas
por serem ambientes protegidos contra intempéries como geadas, ventos, seca ¢
chuvas fortes, entre outras.

Virios fatores fazem do controle biolégico uma ferramenta segura no
controle de muitas pragas em casas-de-vegetagdo, tais como a exposi¢io
reduzida de produtores e aplicadores aos produtos quimicos; a auséncia de
residuos sobre os produtos comercializados; o baixo risco de polui¢do ambiental;
a ndo ocorréncia de efeitos fitotoxicos em plantas jovens e a ndo ocorréncia do
aborto prematuro de flores e frutos. A liberagdo dos inimigos naturais é mais
prazerosa do que a aplicagdo de produtos fitossanitarios no ambiente de casa-de-
vegetacdo (CV), que normalmente é quente e umido; ndo existe periodo de
caréncia apds aplicagdo e ¢ um controle duradouro, como também muito
apreciado pelo publico em geral (van Lenteren, 2000).

Os predadores da espécie Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae) sdo muito utilizados em programas de controle biologico em
cultivos protegidos e campo. Esses antocorideos sdo predadores vorazes em
todos os estagios de desenvolvimento, além de possuirem uma ampla
distribuicdo geografica. Apresentam os estagios de ovo, cinco estadios ninfais
predadores e o estdgio adulto, também predador (Lattin, 1999; Malais &
Ravensberg, 1992). A espécie O. insidiosus esta presente em varias culturas,

como algodoeiro, milho, alfafa, soja e crisantemo, nas quais se alimentam de
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varios artropodes-praga como tripes, pulgdes, acaros, moscas brancas e ovos de
lepidopteros (Isenhor & Yeargan, 1981; Kiman & Yeargan, 1985).

A interacdo entre entomopatdogenos e predadores para o controle de
pragas deve ser uma das principais estratégias do MIP, ja que hoje em dia o setor
de producdo organica tem crescido e se modernizado, valorizando a agricultura
sem uso de agrotoxicos e com grandes producdes. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de linhagens de nematoides
entomopatogénicos (NEPs) sobre o predador O. insidiosus, para o possivel uso
associado dos dois agentes de controle biolégico no controle de pragas em

cultivos protegidos.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de Patologia e de Biologia
de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
— UFLA, Minas Gerais, Brasil. Para a realizagdo dos bioensaios de
compatibilidade entre os dois agentes bioldgicos, foram utilizadas linhagens
nativas e exoticas de NEPs armazenadas no Banco de Patogenos do Laboratorio
de Patologia de Insetos; e adultos e ninfas do predador, oriundos da criagdo do
Laboratorio de Controle Biologico.

Para multiplicagdo e manutengdo dos NEPs em laboratorio, foram
utilizadas larvas de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) oriundas
de criagdo a base de dieta artificial em marmitas metalicas teladas, de acordo

com metodologia modificada de Parra (1998).

4.1 Material biologico utilizado nos bioensaios

Foram utilizadas 14 linhagens de NEPs, sendo seis exoticas e oito
nativas (Tabela 1). Suspensoes [20 juvenis infectantes (JIs)/larva] das linhagens
de NEPs foram inoculadas, com auxilio de micropipetas, em placas de Petri (9
cm J) contendo papel filtro + cinco larvas de G. mellonella. Apbs mortalidade
das larvas, estas foram transferidas para camara seca (Molina & Lopez, 2001)
por seis dias, sendo, apds este periodo, colocadas em armadilhas de White
modificadas (White, 1927), em que foram coletados os JIs nos quatro primeiros
dias, apds emergéncia, para utilizacdo durante os experimentos.

A criagdo de O. insidiosus foi desenvolvida no Laboratério de Controle
Biologico, em condigdes controladas (temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotofase 12 horas), sendo as ninfas ¢ adultos alimentados com
ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), de acordo com

metodologia descrita por Mendes & Bueno (2001).
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TABELA 1. Linhagens nativas e exoéticas de nematoéides entomopatogénicos
(Rhabditida: Heterorhabditidae e Steinernematidae) utilizadas
nos experimentos.

Linhagem Sigla Local de origem

Steinernema (= anomali) arenarium Sa Voronezh/Russia

Steinernema carpocapsae All Sc Carolina do Norte/USA
Steinernema feltiae Sn St Florida/USA

Steinernema glaseri NA Sg Florida/USA

Steinernema riobrave 355 Sr Texas/ USA

Heterorhabditis bacteriophora HP88 HP88 New Jersey/ USA
Heterorhabditis sp. CCA CCA Araras/SP/Brasil
Heterorhabditis sp. JPM4 JPM4 Lavras/MG/Brasil
Heterorhabditis sp. P1 PI Teresina/Piaui/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 01 RSCO01  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 02 RSC02  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 03 RSC 03  Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 04 RSC 04 Benjamin Constant/AM/Brasil
Heterorhabditis sp. RSC 05 RSC 05 Benjamin Constant/AM/Brasil

4.2 Bioensaios de patogenicidade

Foram aplicadas suspensdes dos NEPs (20 JIs/inseto) em placa de Petri
plastica (6 cm &) contendo 15 g de areia de diferentes granulometrias (Tabela 2)
+ 3 mL de 4gua destilada e depois transferidos os estadios 4° e 5° instares e
adulto de O. insidiosus (Figura 1). No tratamento testemunha foram aplicados 3
mL de agua destilada. Foram colocados 10 predadores (ninfa/adulto), por
repeti¢do, sendo o experimento constituido de um delineamento inteiramente
casualizado com 15 tratamentos e trés repeticdes, totalizando 30
insetos/tratamento. Para alimentagdo dos insetos, foram colocados ovos de A.

kuehniella em cima de laminulas (18 x 18 mm) dispostas sobre a areia. As
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placas foram mantidas em camara climatizada a 25 = 1°C, UR de 70% + 10% e
fotofase de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas 72 horas ap6s a inoculacao.
Apos a mortalidade dos insetos, estes foram desinfestados superficialmente por
imersdo em alcool a 70%, hipoclorito de so6dio a 2% e agua destilada, por 10
segundos, sendo em seguida transferidos para camara seca, durante cinco dias.
Apos este periodo foram dissecados com auxilio de estilete ao microscopio
estereoscopio para observacdo da confirmagdo da mortalidade pelos NEPs
(Figura 2).

A mortalidade corrigida foi calculada pela formula de Abbott (Abbott,
1925), a partir da mortalidade total, e os dados obtidos de mortalidade

confirmada foram transformados porarcsen+/x/100 e submetidos a analise de

variancia ¢ ao teste de Scott & Knott (P<0,05) para comparacdo entre as médias.

TABELA 2. Classificagdao em funcdo dos diferentes teores de fracdes da areia
utilizada nos bioensaios.

Classificacio ' Granulometria (mm) Teor (%)
Areia muito fina 0,05-0,10 9,7
Areia fina 0,10-0,25 66,8
Areia média 0,25-0,50 22,0
Areia grossa 0,5-1,0 1,4
Areia muito grossa 1,0-2,0 0,1

'Segundo a Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo.
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FIGURA 1. Arena em placa de Petri para avaliacdo da patogenicidade de
nematoides entomopatogénicos sobre Orius insidiosus.

FIGURA 2. Orius insidiosus dissecado para confirmagdo da mortalidade
causada por nematdides entomopatogénicos; setas - juvenis
infectantes de Steinernema riobrave emergidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de varidncia do bioensaio de patogenicidade de
linhagens nativas e exdticas de NEPs sobre adultos de O. insidiosus mostraram
que a maioria das linhagens de NEPs avaliadas foram pouco virulentas aos
adultos de O. insidiosus (Tabela 3) A maior porcentagem de mortalidade

(51,73%) foi verificada no tratamento com a linhagem S. riobrave.

TABELA 3. Porcentagem média de mortalidade confirmada (= EP) de adultos
de Orius insidiosus inoculados com nematoides

entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade (%)’
Testemunha 0+00 a
Steinernema glaseri NA 230+2,30 a
Heterorhabditis bacteriophora HP88 230+2,30 a
Steinernema feltiae Sn 2,56+2,56 a
Heterorhabditis sp. RSC05 6,67+3,33 a
Heterorhabditis sp. CCA 8,05+5,01 a
Heterorhabditis sp. RSC02 897+£559 a
Heterorhabditis sp. RSC04 10,26 +£ 10,26 a
Heterorhabditis sp. RSC03 14,10+ 14,10 a
Heterorhabditis sp. RSCO1 20,51 +1223 b
Heterorhabditis sp. P1 20,69+345 b
Steinernema (= anomali) arenarium 20,69 +6,90 b
Steinernema carpocapsae All 24,14+9,12 b
Heterorhabditis sp. JPM4 31,04+345 b
Steinernema riobrave 355 51,73 £ 12,43 c
CV (%) 28,38

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).
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As linhagens S. glaseri, S. feltiae, H. bacteriophora, Heterorhabditis sp.
CCA, RSCO02, RSC03, RSC04 ¢ RSCO05 néo diferiram do tratamento testemunha
quanto a mortalidade de adultos, apresentando valores de porcentagem média
entre 2,3 ¢ 14%. Pode-se afirmar que estas linhagens mostraram boa seletividade
para utilizacdo conjunta com o predador O. insidiosus em programas de controle
biologico de pragas, ja que em condi¢des de laboratério o inseto ¢ exposto as
maiores concentracdes dos NEPs e, em condigdes de cultivo protegido e campo,
isto pode nao ocorrer (Roy & Pell, 2000). O predador O. insidiosus ¢ um inseto
que habita a parte aérea das plantas, onde busca as suas presas, ¢ os NEPs se
encontram no substrato, podendo, entretanto, ocorrer o encontro destes inimigos
naturais.

A importancia de trabalhos como este estd na verificacdo do possivel
impacto negativo causado ao outro agente de controle bioldgico e também na
utilizacdo conjunta destes inimigos naturais, aumentando, assim, a possibilidade
de efetividade do controle biologico de pragas. Varios estudos ratificam a
importancia da avaliagdo do impacto de entomopatdogenos sobre organismos
ndo-alvo e vice-versa (Campbell et al., 1995; Bathon, 1996; Ehlers & Hokkanen,
1996; Georgis et al., 1991; Pell et al., 1997; Peters, 1996; Roy et al., 1998).

Os patdgenos podem interferir de forma direta sobre os predadores
(infecg@o) ou de forma indireta (redugéo e eliminagdo das presas) (Rosenheim et
al., 1995). Outros autores relatam que a combinagdo de mais de um inimigo
natural para o controle da mesma praga ¢ uma alternativa promissora no MIP,
como no estudo desenvolvido por Borgemeister et al. (2002), que avaliaram a
combinacdo do acaro Hypoaspis aculeifer (Canestrini) (Acari: Laelapidae) com
NEPs para o controle de pré-pupas e pupas de F. occidentalis, efetuando um
otimo controle e reduzindo drasticamente a emergéncia de adultos da praga.

Segundo Magalhaes et al. (1998), a exposicdo dos predadores aos

patégenos ocorre nas aplicagdes dos produtos, por contato com plantas
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contaminadas pelos mesmos ou ao se alimentarem de insetos infectados, mas
estes podem ser considerados, muitas vezes, agentes dispersantes dos
entomopatdgenos.

Ocorreram  diferencas entre o0s tratamentos com os NEPs
Heterorhabditis sp. (JPM4, PI e RSCO1), S. anomali, S. carpocapsae e o
tratamento testemunha quanto a mortalidade de adultos do predador, o qual
apresentou mortalidade entre 20 e 31%. A maior mortalidade foi observada no
tratamento S. riobrave (51,73%), sendo que esta linhagem diferiu dos outros
tratamentos e da testemunha (Tabela 3).

Jandricic et al. (2005) avaliaram o efeito do NEP S§. feltiae sobre o
predador de pupas de tripes Atheta coriaria Kraatz (Coleoptera: Staphylinidae)
em condicdes de laboratorio e semi-campo e observaram que o nematoide nao
causou efeitos prejudiciais aos adultos e as larvas de terceiro instar, as quais
apresentaram baixa suscetibilidade ao NEP. Este resultado foi semelhante ao
encontrado para O. insidiosus no presente estudo, para a maioria das espécies de
NEPs.

Entre os tratamentos avaliados em adultos, daqueles seis que diferiram
da testemunha, trés linhagens sdo exoticas do género Steinernema e trés
linhagens, nativas do género Heterorhabditis. Destas linhagens nativas e
exoticas, ambas apresentaram baixa patogenicidade aos adultos de O. insidiosus,
destacando-se apenas a mortalidade causada pelo nematodide exotico S. riobrave
(Tabela 3; Figura 3A ¢ B). Esses resultados corroboram aqueles apresentados
por Bathon (1996) sobre a mortalidade de acaros predadores e coledpteros.

Dentre as linhagens mais virulentas a adultos de O. insidiosus, S.
carpocapsae ¢ S. riobrave possuem estratégias de buscas conhecidas por
“ambusher” e “intermediaria”, respectivamente, que se caracterizam pela espera
pelo hospedeiro e pela combinagdo de duas estratégias “ambusher” e “cruiser”.

Essa combinacdo permite que a primeira estratégia seja utilizada para pragas
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com grande movimentagdo e a segunda tenha a caracteristica de esperar pelo
hospedeiro e se locomover ao seu encontro. Portanto, ambas as linhagens tém
estratégias de busca que propiciam uma maior probabilidade de encontrar
insetos de grande mobilidade, como € o caso de O. insidiosus.

S. riobrave promoveu uma mortalidade maior que 50%, diferindo de
todos os outros tratamentos avaliados. Esta linhagem combina as duas
estratégias de busca utilizadas pelos NEPs, sendo também uma linhagem muito
utilizada no controle de pragas; entretanto, em condi¢des de laboratorio, foi
prejudicial ao predador O. insidiosus. Isto indica a ndo utilizagdo conjunta
desses dois inimigos naturais e a preferéncia por linhagens que foram inécuas ao
predador, ou seja, aquelas oito linhagens que foram compativeis com O.
insidiosus (CCA, RSC 02, RSC03, RSC04, RSCO05, H. bacteriophora, S. feltiae
e S. glaseri).
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FIGURA 3. Mortalidade de adultos de Orius insidiosus causada pelas linhagens
exoticas (A) e nativas (B) de nematoides entomopatogénicos.
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FIGURA 4. Mortalidade de adultos de Orius insidiosus causada pelos
nematdides entomopatogénicos das familias Steinernematidae (A)

e Heterorhabditidae (B).
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Para ninfas de O. insidiosus, os tratamentos S. anomali, S. carpocapsae,
S. feltiae, S. glaseri, H. bacteriophora, Heterorhabditis sp. CCA, JPM4, PI,
RSC03, RSC04 ¢ RSCO05 nao diferiram do tratamento testemunha. Apenas trés
tratamentos apresentaram diferengas com relagdo a testemunha, S. riobrave,
Heterorhabditis sp. RSC01 e RSC02 (Tabela 4).

A linhagem S. riobrave causou grande mortalidade de ninfas de O.
insidiosus (53,33%), semelhantemente ao que foi constatado com a mortalidade
de adultos do antocorideo, sendo, desta forma, uma linhagem que tem uma
grande capacidade de infectar insetos que se deslocam rapidamente, como ¢ o
caso de O. insidiosus. Este NEP combina as duas estratégias de busca, o que
facilita a espera de insetos que se dispersam pelo caminhamento e quando o
inseto se locomove lentamente ou tem comportamento séssil.

Alguns fatores a serem levados em consideragdo para a utilizagdo
conjunta de inimigos naturais devem ser a cultura, a época de aplicagdo ¢ em
qual estagio da praga os entomopatogenos, predadores ou parasitodides, irdo ser
utilizados. Os NEPs sdo utilizados para controle da fase de pré-pupa e pupa que
se desenvolve no solo, enquanto o predador O. insidiosus ¢ utilizado para
controle dos estagios de ninfa e adulto de tripes. Estudos relatam a interacao
sinérgica entre duas linhagens de NEPs (H. bacteriophora e S. feltiae) e o acaro
predador H. aculeifer para o controle de F. occidentalis encontrados no solo
(pré-pupas e pupas) (Premachandra et al., 2003).

As linhagens exoéticas e nativas causaram baixas mortalidades de O.
insidiosus nos estagios imaturos avaliados (Figura 6A e B). S. riobrave teve um
comportamento similar tanto para ninfas quanto para adultos de O. insidiosus,
demonstrando ser um NEP com boa capacidade de emboscar e buscar o
hospedeiro, mas que, quando utilizado em associagdo com outros inimigos

naturais, deve ser avaliado seu impacto sobre os mesmos.
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TABELA 4. Porcentagem média de mortalidade confirmada (£ EP) de ninfas (4°
e 5° instares) de Orius insidiosus inoculados com nematodides

entomopatogénicos.

Tratamentos Mortalidade (%)’
Testemunha 0+00 a
Heterorhabditis sp. RSC04 0+00 a
Heterorhabditis sp. P1 0+00 a
Heterorhabditis sp. RSC03 3,33+3,33 a
Steinernema glaseri NA 6,67+3,33 a
Heterorhabditis sp. JPM4 6,67+3,33 a
Heterorhabditis sp. CCA 10,00 £ 10,00 a
Steinernema (= anomali) arenarium 13,33 +13,33 a
Heterorhabditis sp. RSCO05 13,33+ 6,67 a
Heterorhabditis bacteriophora HP88 13,33+ 6,67 a
Steinernema feltiae Sn 16,67 +12,02 a
Steinernema carpocapsae All 26,67+13,33 a
Heterorhabditis sp. RSC02 43,33 +£3,33
Heterorhabditis sp. RSCO1 46,67 £ 13,33
Steinernema riobrave 355 53,33+3,33 b
CV (%) 17,72

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(P<0,05).

Das linhagens de NEPs avaliadas sobre ninfas, 11 foram semelhantes a
testemunha (Tabela 4), um numero maior de tratamentos do que comparado com
os adultos, que tiveram apenas oito tratamentos semelhantes a testemunha
(Tabela 3).

Metade das linhagens testadas apresentou-se semelhante ao tratamento

testemunha para ninfas e adultos de O. insidiosus; dentre elas, quatro linhagens
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nativas (Heterorhabditis sp. CCA, RSC 03, RSC 04 ¢ RSC 05) e trés exdticas
(H. bacteriophora, S. feltiae e S. glaseri). As linhagens Heterorhabditis sp.
JPM4 ¢ Pl e S. anomali foram mais seletivas para as ninfas de O. insidiosus do
que para adultos do predador. Ja a linhagem Heterorhabditis sp. RSC 02 foi
mais seletiva para a fase adulta do que para os estadios ninfais de 4° e 5° instares
de O. insidiosus, quando comparadas com a testemunha (Tabelas 3 ¢ 4).

A linhagem Heterorhabditis sp. (PI) foi a melhor no controle de tripes,
causando 100% de mortalidade para pré-pupas e/ou pupas (Tabela 2, Capitulo 3,
Pagina 83), mas quando utilizada sobre O. insidiosus, diferenciou-se da
testemunha, podendo resultar em risco para o predador e favorecimento a
populagdo da praga se estes forem aplicados conjuntamente em condi¢des de
campo. Por outro lado, esta linhagem ndo causou mortalidade as ninfas de O.
insidiosus (Tabela 4).

Quando comparados os resultados referentes as familias dos NEPs para
ninfas e adultos de O. insidiosus, verificou-se que Steinernematidae
promoveram maiores mortalidades do que Heterorhabditidae [Figuras 4 e 5 (A e
B)]. Por outro lado, muitos estudos mostram que a patogenicidade esta
relacionada a familia dos NEPs e a associacdo bactéria-NEP, aliadas a
capacidade de penetragdo + estratégia de busca pelo hospedeiro e a infec¢do
causada pela bactéria ao inseto hospedeiro. A atracdo dos NEPs pelos seus
hospedeiros ¢ determinada principalmente pelos gradientes de CO,, habilidade
presente nos JIs e atribuida a uma orientagdo cinética-tatil, a qual os NEPs
respondem com movimentos de locomogdes iniciais, interrompidas por
movimentos ‘“nictatorios” até chegar aos hospedeiros. Outros autores afirmam
que a atracdo ¢ induzida por compostos cuticulares e substancias volateis, como
cairomonios liberados pelos hospedeiros, podendo ocorrer também a infec¢ao
pelos NEPs em outros inimigos naturais (Campbell et al., 2003; Forst & Clarke,
2002; Gaugler et al., 1980; Kung et al., 1990; Lewis et al., 1996; Lewis, 2002).
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FIGURA 5. Mortalidade de ninfas de Orius insidiosus causada pelos nematoides
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A maioria dos trabalhos encontrados na literatura s@o relacionados com
o efeito de fungos entomopatogénicos sobre artrépodes predadores (James et al.,
1994; James et al., 1998; Magalhdes et al., 1988; Pingel & Lewis, 1996;
Poprawski et al., 1998) e inseticidas a base de bactérias entomopatogénicas
causando mortalidade de inimigos naturais (Giroux et al., 1994). Loureiro
(2001) avaliou o efeito dos FEPs Beauveria bassiana (Bals.) WVuill.,
Lecanicillium sp., Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. e Paecilomyces
fumosoroseus (Wize) Brown & Smith ao predador O. insidiosus, segundo o qual
todos os entomopatdogenos foram patogénicos a este inseto, o que ndo foi
avaliado neste trabalho, ja que este resultado ja havia sido encontrado em testes
realizados no mesmo laboratorio.

Com o aumento dos trabalhos para utilizagdo destes agentes biologicos
no controle de pragas, aumenta também o numero de informagdes sobre seu
efeito sobre organismos ndo-alvo, ja que a utilizacdo conjunta de inimigos
naturais € uma realidade no controle biologico.

Com isso, devem ser utilizadas linhagens nativas para evitar a
introducdo de linhagens exoticas, evitando, assim, a possivel extingdo das
linhagens encontradas em nosso pais. Além da utilizagdo de linhagens nativas de
NEPs, estas também devem ser menos agressivas aos outros inimigos naturais,
como ¢ o caso de O. insidiosus, uma vez que tanto o predador como os NEPs
sdo efetivos inimigos naturais de tripes, justificando a importancia de estudos de
patogenicidade de NEPs sobre O. insidiosus. Estes estudos poderdo servir como
indicadores da possibilidade de uso conjunto desses inimigos naturais em
programas de MIP para incrementar a efetividade do controle bioldgico de

pragas.
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6 CONCLUSOES

1. A maioria das linhagens de NEPs testadas é seletiva a ninfas (4° e 5° instares)

e adultos de O. insidiosus.

2. Os NEPs Heterorhabditis sp. P ¢ RSC04 sdo in6écuos as ninfas de O.

insidiosus.

3. Steinernema riobrave ¢ a linhagem mais virulenta a ninfas (4° ¢ 5° instares) e

adultos do predador O. insidiosus em laboratorio.
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CAPITULO 5
1 RESUMO

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Associacdo de agentes de controle biologico
para o controle de tripes no cultivo do crisintemo em casa-de-vegetacao.
Lavras: UFLA, 2006. p.114-132 (Tese — Doutorado em Entomologia).”

A utilizagdo de agentes bioldgicos em cultivos protegidos ¢ uma forma
de aumentar o potencial do controle bioldgico na reducdo populacional de
pragas importantes como os tripes. A interagdo de entomopatdgenos com insetos
predadores pode fazer parte de estratégias utilizadas para manter as pragas em
niveis aceitaveis em cultivos protegidos. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da combinagdo de nematoides e fungos entomopatogénicos com
o predador Orius insidiosus Say (Hemiptera: Anthocoridae) sobre a populacao
de tripes em casa-de-vegetagao (CV). Foram utilizados um isolado nativo de
nematoide entomopatogénico (NEPs), um isolado do fungo Beauveria bassiana
Bals. Vuill. e adultos de O. insidiosus. Foram realizadas avalia¢cdes semanais,
através da contagem de tripes em bandejas, pelo método de batida de plantas. Os
tratamentos nos quais foi liberado o predador O. insidiosus apresentaram efetiva
reducdo no numero de tripes amostrados. A combinagdo NEP-predador foi
eficiente no controle de tripes. A combina¢do dos trés inimigos naturais
apresentou resultados significativos, diferindo do tratamento testemunha,
mantendo a praga em baixos niveis populacionais.

*Orientador: Alcides Moino Junior — UFLA
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2 ABSTRACT

CAVALCANTI, Ricardo Sousa. Association of biological control agents to
thrips control in chrysanthemum greenhouse. Lavras: UFLA, 2006. p.114-
132 (Thesis - Doctor in Entomology).”

Biological agents used in greenhouses are a form to increase the
biological control potential to reduce the population of important pests as thrips.
The interaction between entomopathogens and predator insects can be a useful
strategy to maintain the pests under acceptable levels in greenhouses. This way,
the purpose of this study was to evaluate the interaction effect between
entomopathogenic nematodes and fungi, the insect-predator Orius insidiosus
Say (Hemiptera: Anthocoridae) against thrips population in greenhouse. A
native isolate of entomopathogenic nematode (EPN), a strain of Beauveria
bassiana Bals. Vuill. fungus and O. insidiosus adults were used to control thrips
in greenhouse on chrysanthemum. Weekly evaluations were made, counting
thrips in trays and using the method of beating plants. According to the obtained
results, the treatments in which O. insidiosus were released had effective
reduction on number of thrips sampled. The interaction EPN-predator was
effective to control thrips. The combination among these three natural enemies
showed significant result, different from the treatment control, maintaining
thrips in a low population level.

*Adviser: Alcides Moino Junior — UFLA
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3 INTRODUCAO

O mercado mundial de flores e plantas ornamentais estd cada vez mais
em crescimento, sendo a floricultura um dos segmentos mais importantes da
agricultura brasileira. O crisantemo Chrysanthemum (Asteraceae) esta entre as
principais plantas cultivadas em ambientes protegidos, com expansdao dos
cultivos, favorecendo o surgimento e a multiplicacdo de pragas nestes locais de
producdo. Somando-se a isto, ndo existem produtos quimicos registrados para o
controle de pragas de plantas cultivadas nestes ambientes, sendo o controle
bioldgico um método de controle com grande potencial.

O controle bioldgico pode ser incrementado com o controle de qualidade
dos inimigos naturais utilizados e também com o uso conjunto de mais de um
inimigo natural, visando promover uma reducdo populacional das pragas.
Aumenta a importancia deste método de controle na agricultura brasileira, sendo
a busca por produtos quimicos mais seletivos aos inimigos naturais também um
dos fatores atualmente avaliados.

Os tripes estdo entre as pragas mais importantes na cultura do
crisdntemo pelos danos que causam, provenientes da sua alimentacdo, as folhas,
e principalmente as flores, que sdo o produto comercializavel desta cultura. Este
ultimo é um dos fatores pelos quais devem ser mantidos niveis populacionais
baixos da praga, que pode, mesmo em baixas populagdes, causar danos ao
produto comercializado.

A busca por mais de um agente biologico efetivo no controle de tripes
pode controlar satisfatoriamente esta praga, ndo permitindo que a mesma cause
danos graves ao crisdntemo, principalmente em ambientes protegidos.
Principalmente em paises da Europa, a utilizagdo de inimigos naturais € uma das
principais formas de controle de tripes, sendo que, entre os principais agentes

comercializados, estdo os nematdides entomopatogénicos (NEPs), que atacam
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pré-pupas e pupas no substrato quando as mesmas descem da planta para
pupacdo. Outros entomopatdgenos utilizados para o controle de tripes sdo os
FEPs, que sdo facilmente produzidos em meios artificiais e controlam os tripes
nas fases de ninfa e adulto, podendo ainda afetar as fases quiescentes (pré-pupa e
pupa) no substrato.

Os predadores do género Orius sdo um dos principais agentes utilizados
em programas de controle biolodgico para tripes em cultivos protegidos na
Europa. Esses insetos predam quando imaturos e¢ na fase adulta, sendo esta a
principal fase de liberagdo em casa-de-vegetagdo (CV), pois se dispersam
rapidamente através do voo e se mantém neste ambiente mesmo em baixos
niveis populacionais da praga, além de sobreviverem com outras fontes
alimentares. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
associacdo de NEPs e FEPs com o predador Orius insidiosus Say (Hemiptera:

Anthocoridae) sobre a populagdo de tripes na cultura do crisantemo em CV.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de Patologia e de Biologia
de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
— DEN/UFLA e na CV do Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade de
Alfenas — UNIFENAS, Minas Gerais, Brasil. Para a realizagcdo dos experimentos
em CV com os trés agentes de controle bioldgico (FEP, NEP e o predador) para
o controle de tripes na cultura do crisantemo, foram utilizadas mudas de
crisantemo provenientes da Fazenda Terra Viva, Grupo Schoenmaker,
Holambra, S3o Paulo. Os entomopatogenos (FEP e NEP) utilizados foram
oriundos do Banco de Patdégenos do Laboratério de Patologia de Insetos e os
adultos do predador, da criagdo de manutencdo do Laboratério de Controle

Bioldgico do Departamento de Entomologia/UFLA.

4.1 Material biologico utilizado nos experimentos
4.1.1 Fungo entomopatogénico

A espécie de fungo entomopatogénico utilizada nos experimentos foi
Beauveria bassiana Bals. Vuill., isolado UFLA 13, proveniente de isolamento
da broca-do-café¢ Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleopetera: Scolytidae).
Para multiplicacdo, foram inoculados propagulos do fungo em sacos de
polipropileno contendo arroz autoclavado, deixando-se em temperatura ambiente
por 30 dias. Apoés crescimento do mesmo, foi introduzida, no saco plastico, agua
destilada esterilizada + espalhante adesivo Tween 80® (5 uL/L), agitando-se o
material para a retirada dos esporos aderidos nos graos de arroz. A suspensao
obtida foi posteriormente filtrada e transferida para tubos de ensaio, os quais
foram centrifugados para obtencdo de esporos puros, descartando-se o
sobrenadante a cada término da centrifugagdo. Os esporos centrifugados foram

transferidos para bandejas plasticas para retirada do excesso de agua, sendo
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posteriormente pesados e quantificados em camara de Neubauer apds sucessivas
diluigdes para facilitar a contagem dos esporos. Estes foram posteriormente
utilizados nos experimentos. Em 1g de esporos secos obteve-se a concentragdo

de 4,8 x 10" esporos.

4.1.2 Nemato6ide entomopatogénico

Foi utilizada uma linhagem nativa de NEP, isolada no municipio de
Benjamin Constant, Amazonas, pertencente ao género Heterorhabditis spp.
RSCO1 (Rhabditida: Heterorhabditidae).

Para multiplicagdo e manuten¢do dos NEPs em laboratorio, foram
utilizadas larvas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), oriundas de
criacdo a base de dieta artificial, de acordo com metodologia modificada de
Parra (1998).

A multiplicagdo do NEP foi realizada em placas de Petri (9 cm)
contendo papel filtro, sendo posteriormente adicionadas as larvas de G.
mellonella. Apos constatada a mortalidade das larvas, estas foram transportadas
em placas de Petri mantidas dentro de caixa de isopor e posteriormente
utilizadas nos ensaios experimentais.

Para estimar o nimero de NEP aplicado nos tratamentos, foi realizada a
avaliagdo da producédo total de JIs/larva de G. mellonella, com peso médio de
0,135g, através da coleta diaria dos JIs em armadilha White, até o esgotamento
final do hospedeiro e posterior quantificagdo das suspensdes, com auxilio de
microscopio esteroscopico, perfazendo uma média total de 361.048 JIs/larva. A

inoculacdo do NEP em CV foi realizada na forma de cadaveres de G. mellonella.
4.1.3 Predador

Foi utilizada a espécie do percevejo predador O. insidiosus na fase

adulta, sendo os mesmos coletados, com auxilio de tubo aspirador bucal, da
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criacdo de manutengdo desenvolvida no Laboratério de Controle Bioldgico
(DEN/UFLA). Estes insetos foram transportados individualmente em tubos
Eppendorf contendo ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:

Pyralidae) como alimento e posteriormente liberados nos experimentos.

4.2 Experimento em casa-de-vegetacio (CV)

O experimento foi conduzido em CV (6 x 4 m) localizada no Horto e
Viveiro Florestal do Campus da Universidade de Alfenas (UNIFENAS),
Alfenas, MG, no periodo de 1° de novembro de 2005 a 31 de janeiro de 2006,
perfazendo um total de 13 semanas apds o plantio.

As mudas de crisintemo foram plantadas em vasos plasticos (19 x 15
cm), dispostas em numero de duas plantas/vaso, afastadas eqiiidistantemente
entre si, sendo os vasos colocados sobre bancadas de ferro. Foram selecionadas
64 plantas, dispostas em 32 vasos, para avaliagdes semanais através do método
de batida de plantas (“tapping”) e posterior contagem dos tripes.

Pela baixa populagdo de tripes até a sexta semana de avaliagdo (0,44
tripes/vaso), foi realizada uma infestagdo artificial de tripes na sétima semana
apos o transplante das mudas (Figura 1), através da coleta de plantas de picdo-
preto Bidens pilosa L., sendo as mesmas batidas em bandejas plasticas,
coletando-se os tripes com auxilio de tubo aspirador e liberando-os na CV.

Os trés agentes de controle biologico foram liberados e/ou aplicados na
9* semana apds o plantio (Figura 1), sendo esta semana referida como tempo
zero na avaliagdo de dias apds aplicagdo nos tratamentos para realizacdo das

analises estatisticas do experimento.
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FIGURA 1. Esquema quanto a infestacdo de tripes e liberag@o/inoculagdo de
Orius insidiosus, Beauveria bassiana e Heterorhabditis sp. RSCO1
visando o controle de tripes na cultura do crisantemo em casa-de-
vegetacdo até a 9* semana de avaliagdo.

Um sistema de escurecimento artificial foi montado com cortinas
plasticas pretas para diminuir a entrada de luz, ja que o crisantemo necessita de
no minimo 13 horas de escuro para florescimento. As cortinas eram levantadas
as 7:00 h, sendo recolocadas as 17:00 h, perfazendo um total de 14 horas de
escurecimento para permitir um florescimento uniforme. A irrigacdo foi
realizada diariamente e ndo foram aplicados produtos quimicos para controle de
doengas ou pragas.

Para inoculagdo do NEP, foram dispostas cinco lagartas de G. mellonella
com infecgdo caracteristica de morte por NEP, por vaso, totalizando, em média,
1.805.240 JIs/vaso.

Para aplicacdo do FEP sobre as plantas de crisantemo, 30 g de esporos

secos de B. bassiana foram diluidos em 30 mL de agua destilada + espalhante

121



adesivo Tween 80, sendo a suspensio pulverizada sobre as plantas com auxilio
de borrifador manual plastico, aplicando-se aproximadamente 7,5 mL da
suspensao por tratamento.

A liberagdo do predador O. insidiosus na CV foi realizada através da
abertura dos tubos Eppendorf e posterior liberagdo dos insetos sobre as plantas
na CV, sendo liberados dois Orius/tratamento.

As avaliagdes foram realizadas semanalmente através de contagem dos
insetos em bandeja, por meio da batida de plantas na mesma, anotando-se o
numero de tripes (ninfas e adultos) por planta e somando-se a quantidade de
tripes por vaso (duas plantas).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes e os tratamentos dispostos em um esquema fatorial 2° (com e sem

FEP; com e sem NEP; com e sem O. insidiosus) (Tabela 1).

TABELA 1. Disposi¢ao dos tratamentos da associacdo de agentes de controle

biologico para controle de tripes em casa-de-vegetacao.

Agentes de Controle Biologico

Tratamentos

FEP NEP Predador
1 Ausente Ausente Ausente
2 Ausente Ausente Presente
3 Ausente Presente Ausente
4 Presente Ausente Ausente
5 Ausente Presente Presente
6 Presente Ausente Presente
7 Presente Presente Ausente
8 Presente Presente Presente
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Cada repeticdo consistiu de duas plantas/vaso. Os dados de contagem

semanal de tripes foram transformados por v X +1 e submetidos a analise de
variancia e ao teste de Scott & Knott (P<0,05) para comparagao entre as médias
e foi utilizada a andlise de regressao para avaliar o efeito do tempo de avaliagao.

Nos tratamentos em que ndo foi liberado o predador O. insidiosus, os
vasos contendo as plantas de crisdntemo foram colocados dentro de gaiolas de
madeira (50 x 50 x 50 cm) cobertas com tecido organza para evitar a entrada do

inseto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados das contagens de tripes nos tratamentos em CV sdo mostrados
na Tabela 2. Na primeira semana de avaliagdo (7 dias) apos a aplicacdo e/ou
liberacdo dos inimigos naturais, o tratamento 2 apresentou elevada redugdo no
numero de tripes, de 8,25 para 3,25 tripes, diferindo do tratamento testemunha.
Os quatro tratamentos nos quais foi liberado o predador (2, 5, 6 ¢ 8) ¢ o
tratamento com FEP isoladamente diferiram da testemunha na primeira semana
de avaliagdo do efeito dos agentes de controle bioldgico sobre tripes e os
tratamentos 3 e 7 foram semelhantes a testemunha.

Aos 14 dias de avaliacdo, todos os tratamentos diferiram da testemunha.
Aos 21 e 28 dias, os tratamentos 2, 3, 5, 6, 7 € 8 foram diferentes da testemunha
e do tratamento 4, no qual foi aplicado o FEP, que também diferiu da
testemunha. A partir da segunda semana de avaliagdo (14 dias) foram
encontradas ninfas de O. insidiosus em todos os tratamentos nos quais foi
liberado o predador (2, 5, 6 ¢ 8), 0 mesmo ndo ocorrendo nos tratamentos que
foram isolados através das gaiolas com tecido organza (1, 3, 4 e 7). Adultos de
O. insidiosus foram verificados apenas na ultima semana de avaliagdo (28 dias).

O tratamento testemunha apresentou elevado ntimero de tripes em todas
as semanas avaliadas, exceto na semana em que foram liberados os inimigos
naturais (dia 0), apresentando-se semelhantes aos tratamentos 4, 5, 7 ¢ 8, que se
diferenciaram das maiores popula¢des de tripes que foram apresentadas nos

tratamentos 2, 3 e 6, além da testemunha (Tabela 2).
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TABELA 2. Numero médio de tripes (£ EP) na cultura do crisdntemo em casa-de-vegetacdo apods aplicagdo e/ou

liberacdo de inimigos naturais.

Tratamentos Tempo (dias)l
0 7 14 21 28

1 (Testemunha) 4,75+ 131 a 6,50+0,50 b 6,75+0,75 b 750+065 ¢ 6,75+1,11 ¢
2 (Predador) 825+1,65 b 3,25+0,63a 0,00 + 0,00 a 0,00 £ 0,00 a 0,00 + 0,00 a
3 (NEP) 825+1,80 b 550+0,50 b 0,75+0,25a 0,25+0,25a 0,00 £ 0,00 a
4 (FEP) 3,50+ 0,65 a 3,75+£0,85a 1,00+ 0,41 a 225+£0,75 b 1,75+0,48 b
5 (NEP + Predador) 3,25+0,85a 2,75+0,48 a 0,00 £0,00 a 0,25+0,25a 0,25+0,25a
6 (FEP + Predador) 7,50+0,65 b 225+048a 0,00 + 0,00 a 0,00 + 0,00 a 0,00 + 0,00 a
7 (FEP + NEP) 4,00+041a 500+0,41 b 0,00+0,00a 0,00 £ 0,00 a 0,25+0,25a
8 (FEP + NEP + Predador) 3,25+0,95 a 2,25+0,63a 0,25+0,25 a 0,25+0,25 a 0,00 £ 0,00 a
CV (%) 37,44

'Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott & Knott (P<0,05).



Pelos dados da analise de regressao exibidos na Figura 2, os tratamentos
combinados com o predador O. insidiosus (5, 6 ¢ 8) e este isoladamente (2)
levaram a uma reducdo drastica no nimero de tripes ao longo do tempo de
avaliagdo, dados que se assemelham aos resultados obtidos por Silveira (2003),
que observou grande reducdo na populagao de tripes apos a primeira liberagao
do predador na cultura do crisintemo em CV, com uma taxa de 2 Orius/m’.

O tratamento 1 (testemunha) apresenta crescimento populacional de
tripes, exceto na ultima semana de avaliagdo (28 dias), obtendo o maior pico
populacional aos 21 dias.

A combinagdo predador + FEP proporcionou resultado satisfatério ao
longo do tempo, reduzindo o numero de tripes drasticamente aos 14 dias,
partindo de um nivel elevado de tripes (7,5/ vaso). Borgemeister et al. (2002)
encontraram resultados semelhantes da associagdo de NEPs com 4caros
predadores no controle de pré-pupas e pupas de tripes, observando significativa
reducdo na emergéncia de adultos da praga. Neste estudo, ndo houve diferenca
entre os tratamentos do predador isoladamente (Tratamento 2) e quando O.
insidiosus foi combinado com o NEP (Tratamento 5) durante todas as semanas
apos a aplicagdo e/ou liberacao dos agentes de controle biologico (Tabela 2).

As principais redugdes populacionais de tripes foram efetuadas nos
tratamentos que combinaram os inimigos naturais, exceto para o tratamento 2
(predador), no qual ndo foi registrada a presenca de tripes da segunda semana
(14 dias) até a ultima semana de avalia¢do (28 dias) (Figura 2).

O FEP foi efetivo no controle de tripes quando combinado com os
outros agentes de controle bioldgico, mas quando foi avaliado isoladamente,
apresentou niveis favordveis de controle da praga até os 14 dias, periodo de
maior atuacdo deste entomopatdgeno, apresentando niveis menores nas duas

ultimas avaliagdes (21 e 28 dias) (Figura 2).
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FIGURA 2. Numero médio de tripes por vaso (duas plantas) de crisantemo em
condigoes de casa-de-vegetagdo.
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Este fato pode estar relacionado ao que foi reportado por Vestergaard et
al. (1995), segundo os quais nem todos os estagios do mesmo inseto tém a
mesma suscetibilidade aos FEPs, como insetos adultos de F. occidentalis, que
foram mais suscetiveis a Lecanicillium sp. do que ninfas da mesma espécie.
Também os resultados encontrados por Ekesi & Maniania (2000) confirmam
esta suposicao de que, para a espécie de tripes Megalurothrips sjostedti Trybom
(Thysanoptera: Thripidae), os adultos foram mais suscetiveis ao FEP
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok..

Outro fator relevante a ser considerado € o habito criptico dos tripes, que
sdo insetos que se alojam nas plantas, dificultando o contato com os FEPs
aplicados. No presente estudo, o isolado UFLA 13 promoveu um menor controle
nas duas ultimas avaliagdes, periodo que deve ser reaplicado o FEP, sendo mais
efetivo no periodo das duas primeiras semanas (Tabela 2; Figura 2).

Outros autores relatam que os FEPs foram mais efetivos no controle de
tripes quando aplicados no composto (substrato) no qual as pré-pupas e pupas se
encontram; quando aplicados em folhas, os mesmos nao foram muito efetivos
(Castineiras et al., 1996; Helyer et al. 1995), o que ndo ocorreu neste estudo, no
qual o fungo B. bassiana foi pulverizado sobre as folhas, semelhantemente ao
trabalho de Lopes et al. (2000) na cultura da alface hidropdnica sob condi¢des de
cultivos protegidos, que é um ambiente bastante umido, em que o tratamento
com o FEP M. anisopliae proporcionou controle satisfatorio de F. occidentalis.

O NEP aplicado de forma isolada manteve a popula¢do de tripes em
niveis baixos a partir da segunda semana apds aplicagdo, ¢ quando em
combinacdo, apresentou resultados satisfatorios, podendo ser recomendado no
controle desta praga em crisdntemo de vaso em CV (Figura 2).

O predador isoladamente reduziu a populagdo do tripes quando liberado
em tratamentos com populacdes elevadas de tripes ou mesmo em populagdes

menores (Figura 2).
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Bueno (2000, 2005) relata que este predador possui excelente
comportamento de busca pelas suas presas, que sdo principalmente os tripes,
sendo capaz de se manter em baixas densidades destas e de ter outros alimentos
alternativos, como o poélen, fator que faz deste predador uma importante
ferramenta no controle desta praga.

No presente estudo estes predadores foram encontrados nos tratamentos
em que ndo havia mais a presenca da praga, provavelmente se alimentando de
outras fontes nutricionais (Tabela 2).

A combina¢do de inimigos naturais apresentou resultados satisfatorios
no experimento em CV, reduzindo rapidamente a populacao de tripes, além de
manté-la em niveis baixos até¢ os 28 dias de avaliagdo (Tabela 2; Figura 2),
sendo possiveis outras libera¢des durante o ciclo da cultura do crisdntemo, pois,
segundo Premachandra et al. (2003) recomenda-se o uso de entomopatdgenos
combinados com outros inimigos naturais para o controle de pragas agricolas,
principalmente aquelas que tém alguma fase de desenvolvimento no solo, sendo

necessaria a avaliagdo dos seus respectivos efeitos negativos.
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6 CONCLUSOES

A combinagao dos trés agentes de controle biologico reduz a populagdo

de tripes na cultura do crisantemo em vaso sob condigdes de CV.

O. insidiosus controla a populagdo de tripes em crisdntemo de vaso em

CVv.

O FEP ¢ mais efetivo no controle de tripes quando em combinagdo com

o NEP e o predador O. insidiosus.
O NEP reduz a populacdo de tripes quando aplicado em forma de
cadaveres de G. mellonella infectados, isoladamente ou em combinagao

com FEP e O. insidiosus.

A associagdo FEP + NEP controla efetivamente tripes na cultura do

crisantemo em vaso, sob cultivo protegido.
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