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RESUMO GERAL

Os nematoides entomopatogénicos (NEP) sdo organismos que vivem no solo, sendo propicios para o
controle de pragas subterrdneas ou que passam no minimo uma fase de seu ciclo nesse ambiente, no
entanto esses nematoides também possuem potencial de serem utilizados no controle de pragas que
danificam a parte aérea das plantas quando as condigdes sdo adequadas. Além disso, na agricultura
convencional a utilizacdo de produtos quimicos € inevitavel, sendo assim importante conhecer as
possibilidades de realizar aplicacBes conjuntas entre inseticidas e os NEP. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar dois diferentes intervalos de aplicacdo de Heterorhabditis
amazonensis JPM4 combinado com inseticidas aplicados via solo no controle no controle de larvas de T.
absoluta, analisar a compatibilidade do nematoide com inseticidas aplicados via solo na cultura do
tomateiro e a aplicacdo combinada dos inseticidas e 0 NEP no controle de pupas da T. absoluta no solo em
laboratério e ambiente protegido. Para o ensaio do intervalo de aplicacdo as aplicacGes foram feitas
semanalmente e quinzenalmente até a destruigdo total as plantas com infestagdes semanais de T. absoluta.
No ensaio de compatibilidade foi avaliada a viabilidade e infectividade do NEP ap6s o contato com os
inseticidas e para a aplicacdo combinada no controle de pupas de T. absoluta foi avaliado o efeito
sinérgico, aditivo e antagonista da aplicacdo. A aplicacdo semanal e quinzenal de H. amazonensis
combinado com os inseticidas e com &gua é eficaz no controle de larvas de T. absoluta. A aplica¢éo
combinada de inseticidas e nematoide proporciona melhor desenvolvimento das plantas. Os produtos
testados sdo compativeis ao NEP. A aplicacdo combinada do nematoide com os inseticidas apresenta
efeito aditivo em condicGes de laboratorio e sdo eficazes no controle de pupas em cultivo protegido.

Palavras-Chave: Heterorhabditidae. Traga-do-tomateiro. Compatibilidade.



ABSTRACT

Entomopathogenic nematodes (EPN) are organisms that live in the soil, are favorable for the control of
underground pests or that spend at least a phase of their cycle in this environment, however these
nematodes also have potential to be used to control pests that damage the aerial part of the when
conditions are appropriate. In addition, in conventional agriculture, the use of chemicals is unavoidable, so
it is important to know the possibilities of joint applications between insecticides and EPN. Thus, the
present work had the objective of evaluating two different application intervals of Heterorhabditis
amazonensis JPM4 combined with insecticides applied via soil in the control of T. absoluta larvae, to
analyze the nematode compatibility with insecticides applied via soil in the tomato crop and the combined
application of insecticides and EPN in T. absoluta pupae control in soil in laboratory and protected
environment. For the application interval assay the applications were made weekly and fortnightly until
the total destruction of the plants with weekly T. absoluta infestations. In the compatibility test, the
viability and infectivity of EPN after contact with the insecticides were evaluated, and the synergic,
additive and antagonistic effect of the application was evaluated for the combined application in T.
absoluta pupae control. The weekly and biweekly application of H. amazonensis combined with
insecticides and water is effective in the control of T. absoluta larvae. The combined application of
insecticides and nematodes provides better plant development. The products tested are compatible with
the EPN. The combined application of nematode with insecticides has an additive effect under laboratory
conditions and is effective in controlling pupae in protected culture.

Keywords: Heterorhabditidae. Leaf miner. Compatibility.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

O tomateiro é a segunda hortalica mais cultivada no Brasil perdendo apenas para a batata, sendo
fonte de renda e emprego no campo. Devido as grandes areas de cultivo a ocorréncia de insetos-praga é
inevitavel, dentre estes podemos destacar a traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)
gue pode levar a perda total da producédo. Para reduzir os problemas causados por T. absoluta, diferentes
taticas de controle séo adotadas pelos produtores, podendo-se destacar a utilizacdo de produtos quimicos
que possuem acgdo rapida na mortalidade dos insetos, além de facil acesso ao produtor. Quando os
produtos quimicos sdo utilizados de maneira inadequada, alguns sérios problemas podem ocorrer como
contaminagdo ambiental, residuos em alimentos e selecdo de insetos resistentes devido a utilizagdo
frequente e de doses acima das recomendadas pelo fabricante. No entanto, o controle quimico, quando
utilizado de maneira correta, € um método de controle de grande aplicabilidade na protecéo de cultivos.

Outros métodos de controle também podem ser adotados no manejo de pragas, podendo-se
destacar o controle bioldgico, composto por diferentes agentes de controle biolégico como 0s nematoides
entomopatogénicos (NEP) que apresentam potencial de controle para diferentes insetos praga. Diversas
sdo as estratégicas para utilizagdo dos NEP no controle de pragas, sendo a estratégica mais prética e
econdmica aquela que se baseia na conservacdo dos NEP no agroecossistema. Uma dessas formas é a
utilizacdo de inseticidas compativeis com os NEP, que ndo interfiram na sua capacidade de infectar o

hospedeiro, sendo ainda impossivel a exclusdo dos inseticidas nas areas produtoras.

Trabalhos de compatibilidade de nematoides com inseticidas sdo realizados frequentemente por
varios autores, mostrando que esses organismos sdo tolerantes aos principais inseticidas utilizados
atualmente. Além de estudos de compatibilidade de nematoides com os inseticidas, alguns trabalhos s&o
realizados com aplicacdo combinada de NEP e inseticidas no controle de pragas, sendo que tal aplicacdo
pode tanto aumentar a taxa e controle das pragas. A possibilidade da interacdo entre NEP e inseticidas
deve receber especial atencdo nas culturas onde o uso de defensivos é ainda indispensavel, como na

cultura do tomateiro.

Os objetivos neste estudo foram

- Avaliar a compatibilidade de NEP e inseticidas utilizados via solo na cultura do tomateiro
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- Avaliar a associacdo de NEP em diferentes intervalos de aplicagéo e inseticidas sistémicos via
solo no controle de larvas de T. absoluta em casa de vegetagéo.

- Avaliar a combinacdo de NEP e inseticidas no controle de pupas de T. absoluta em laboratério e

cultivo protegido.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1. O tomateiro e sua importancia econémica

O tomateiro € originario da América do Sul, mais especificamente entre o Equador e o norte do
Chile, encontrando-se muitas espécies desde o litoral do Pacifico até uma altitude de 2.000 m nos Andes,
sendo, portanto uma planta de clima tropical de altitude que se adapta a quase todos 0s tipos de climas,
porém ndo tolerando temperaturas extremas (GOTO, 1995). A espécie cultivada Solanum lycopersicum

originou-se da espécie andina e silvestre Lycopersicon esculentum var. cerasiforme (TAYLOR, 1986).

O tomateiro pertence a familia botanica Solanaceae e ao género Solanum, sendo este género
constituido por nove espécies (TAYLOR, 1986). A espécie cultivada é uma planta herbacea, com folhas
pecioladas, compostas e com nimero impar de foliolos, com caule flexivel com abundancia em brota¢Ges
laterais (FILGUEIRA, 2000).

O tomateiro é uma das culturas horticolas mais importantes em termos de producdo e valor
econdémico, uma vez que ocupa o segundo lugar em volume de producdo mundial, sendo superada apenas
pela batata. O setor do tomate e seus produtos transformados inserem-se assim num mercado mundial
muito competitivo dominado pela China com um volume anual de cerca de 33 milhdes de toneladas, o que
representa 26% da producdo mundial, seguido dos Estados Unidos da América (E.U.A) que ocupam a 22

posi¢do no ranking mundial.

No Brasil, o tomateiro foi introduzido por imigrantes europeus no fim do século XIX
(CANCADO JUNIOR et al., 2003). Desde entfo, o seu cultivo consolidou-se, tornando-se a hortalica de
fruto mais importante do Brasil, a ponto de ocupar o primeiro lugar em valor e volume de producéo
(SCHMIDT, 2000). Com uma producéo anual de cerca de 3,04 milhdes de toneladas, numa area em torno
de 63.000 ha, o Brasil é o oitavo maior produtor mundial e o décimo primeiro em termos de
produtividade. Considerando-se o panorama nacional, S&o Paulo é o maior produtor, com uma &rea de
11.259 ha e producéo de 753.283 toneladas, em seguida, Minas Gerias com 10.495 ha de area e uma
producdo de 732.703 toneladas, segundo dados do AGRIANUAL (2017).

Devido a essa alta producgdo, alguns problemas fitossanitarios sdo bastantes conhecidos por
exigirem grande nimero de aplica¢fes de defensivos durante todo o ciclo do cultivo e assim onerando o

custo do produtor, tanto no Brasil quanto no mundo.
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As pragas que ocorrem na cultura podem comprometer toda a produgéo se ndo forem controladas
de maneira adequada. Em geral, os produtores tém muitas dificuldades de tomar deciséo de controle, desse

modo realizam pulverizac@es frequentes, que podem levar a varios e sérios problemas.

Uma forma de reduzir os numero de aplicacfes seria 0 emprego do Manejo Integrado de Pragas
(MIP) que consiste no uso racional e integrado de diferentes taticas de controle com pardmetros técnicos,
econdmicos, sOcias e ecoldgicos buscando manter a praga abaixo do nivel de dano econbémico
(FERNANDES et al., 2003). O conhecimento das épocas de pico de infestacdes dos insetos pragas, sua
distribuigdo e injuria na planta constituem ferramentas importantes, orientando as atividades do produtor
sobre a ocorréncia da praga durante o ciclo da cultura, permitindo o planejamento da producdo com maior
confiabilidade e seguranca (MALTA et al., 2005).

2.2 Tuta absoluta

Um dos principais problemas da cultura é a traga-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae), a qual, em altas infestagdes, pode destruir até 90% da area foliar. Foi relatada
pela primeira vez no Brasil na década de 1980, nos estados do Parana, Minas Gerais, entre outros
(MORAIS; NORMANHA FILHO, 1982; TORRES et al., 2001). Atualmente, encontra-se distribuida por

todas as regides produtoras do pais.

Este microlepidoptero tem distribuicdo neotropical e habito minador de folhas, frutos, flores e
caules. Apresenta grande potencial destrutivo, podendo atacar os 6rgdos da planta em qualquer estagio de
desenvolvimento (SOUZA; REIS, 2003). A injdria ocorre quando a larva se alimenta do mesofilo foliar,
afetando a capacidade fotossintética com consequente perda da producdo, além das injdrias diretas nos
frutos, causando graves prejuizos (COLOMO; BERTA, 1995).

As fémeas de T. absoluta normalmente depositam seus ovos nas folhas. Os quatro estadios larvais
vivem em tuneis no interior da folha onde se alimentam e se desenvolvem. As pupas s&o principalmente
encontradas no chdo, mas também podem ser encontradas nas plantas de tomate. A longevidade das
fémeas esté entre 10 e 22 dias e sua fecundidade de 60 a 120 ovos. A espécie precisa de 29-38 dias para

completar seu ciclo, dependendo da temperatura (URBANEJA et al., 2007).
2.3 Métodos de controle de Tuta absoluta

Atualmente, um dos métodos mais utilizados para o controle de T. absoluta consiste no controle
quimico, devido a acdo rapida e facil disponibilidade ao produtor. Varios inseticidas ja foram registrados

para o controle de T. absoluta pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), tais
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como abamectina, indoxacarbe, cartape e clorfenapir (AGROFIT, 2011). No entanto, a utilizagdo
irracional do controle quimico pode levar a diversos e sérios problemas tais como residuos de produtos
nos alimentos, eliminagdo das populagdes de inimigos naturais, contaminacdo humana e ambiental e
conferindo resisténcia a populac6es de pragas (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001).

Uma ferramenta importante para reducdo dos problemas citados é o controle bioldgico, composto
por diversos agentes de controle como 0s nematoides entomopatogénicos (NEP) que pertencem a ordem
Rhabditida e possuem associa¢do com bactérias mutualisticas, que quando introduzidas na hemocele do
inseto pelos juvenis infectantes (JI) levam o hospedeiro a morte entre 24 e 48 horas (FERRAZ, 1998).
Estes nematoides sdo aplicados em éreas que recebem diferentes insumos agricolas como produtos
quimicos e corretivos de solo, sendo que alguns produtos podem reduzir a sobrevivéncia e infectividade
dos NEP (GREWAL et al., 2001), sendo necessarios estudos de compatibilidade antes de sua utilizacdo

em campo.
2.4 Aplicacdo combinada de nematoides entomopatogénicos e inseticidas

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) estimula a diminuicdo da utilizacdo de produtos
fitossanitarios e fornece varias opcOes para se controlar as pragas harmoniosamente, fazendo com que
essas permanecam em baixos niveis populacionais e assim ndo causem danos econdmicos as culturas
(PAPACEK; SMITH, 1994).

Na auséncia de um produto a base de NEP altamente eficaz e disponivel comercialmente, o
sinergismo entre os nematoides e inseticidas pode ser uma alternativa viavel para o controle de insetos
praga. O controle de T. absoluta no seu estagio de pupa por nematoides apresenta baixa eficacia
(BATALLA-CARRERA; MORTON, 2010). Diversos estudos comprovam que as interagdes entre NEP e
inseticidas podem aumentar a efetividade de controle das pragas (KOPPENHOFER E FUZY 2008;
KOPPENHOFER et al. 2002; NEGRISOLI et al. 2010).

A acdo de inseticidas sobre organismos pode levar a distirbios da atividade de muitos sistemas,
incluindo o neuroenddcrino e imunologico. Além disso, substancias téxicas induzem a excessiva
intensidade de reacGes de protecdo do inseto, podendo levar ao esgotamento mais rapido do organismo e,
consequentemente, a maior suscetibilidade a agentes patogénicos (DUBOVSKIY et al., 2013a). Os
inseticidas podem também afetar o sistema nervoso do inseto, impedindo a produgdo de horménios que
participam na resposta de imunidade contra agentes infecciosos (DUBOVSKIY et al., 2013b). A aplicacdo

combinada entre inseticida e Metarhizium anisopliae sobre larvas de Leptinotarsa decemlineata
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(Coleoptera: Chrysomelidae) levou a uma queda da taxa de encapsulagdo e houve efeito sinérgico sobre a
mortalidade desse inseto (DUBOVSKIY et al., 2010).

A aplicacdo combinada de inseticidas e nematoides no controle de insetos-pragas tem sido
realizada. Koppenhofer e Fuzy (2008) observaram que a aplicacdo combinada de clorantraniliprole uma
semana antes e em seguida Heterorhabditis bacteriophora levou ao aumento no controle de Anomala
orientalis (Coleoptera: Scarabaeidae) ocorrendo efeito sinérgico na aplicacdo combinada. De acordo com
Koppenhofer et al. (2002) a aplicacdo combinada de NEP e imidaclopride além de aumentar a mortalidade
de Scarabaeidae também aumentou a velocidade de mortalidade em relacdo aos nematoides isolados tanto
em laboratério quanto em casa de vegetacdo, sendo um aspecto positivo da aplicacdo conjunta. Neste
sentido, Negrisoli, Garcia e Barbosa (2010) avaliaram a aplicacdo conjunta de Heterorhabditis indica,
Steinernema carpocapsae e Steinernema glaseri com inseticidas no controle de lagartas de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e obtiveram efeito aditivo e sinérgico da
aplicagdo em laboratorio e campo. Shapiro-llan, Cottrell e Wood (2011) conseguiram efeito sinérgico de
S. carpocapsae quando aplicado com carbaryl e cipermetrina na mortalidade de larvas de Curculio caryae

(Coleoptera: Curculionidae) em Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch.

Além de apresentar melhores resultados de mortalidade com a interacdo entre inseticidas e NEP,
essa aplicagdo combinada reduz o problema de resisténcia de insetos-praga pelo fato do nematoide
conseguir controlar os individuos menos suscetiveis aos inseticidas (KOPPENHOFER E KAYA, 1998).
No Brasil ja foi relatado o primeiro caso de resisténcia em populagdes de T. absoluta por Siqueira et al.
(2000) a abamectina, cartap, metamidofos e cipermetrina. Posteriormente, Silva et al. (2011) relataram
alto nivel de resisténcia de popula¢bes do insetos a inseticidas reguladores de crescimento em alguns
estados brasileiros, como por exemplo com os ingredientes ativos indoxacarbe, B. thuringiensis, bifentrina
e cipermetrina a essa praga (> 100 vezes). Mais recentemente, resisténcia a espinosinas ja foi relatada
(CAMPOS et al., 2014; REYES et al., 2012).

Desta maneira realizar a aplicagbes combinadas entre nematoides e inseticidas buscando quebrar a
resisténcia dos insetos pragas torna-se uma estratégia importante, principalmente na agricultura

convencional onde a aplicacdo de agrotdxicos é indispensavel devido a ocorréncia de varias pragas.
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CONSIDERAGOES GERAIS

A aplicacdo combinada de H. amazonensis e inseticidas via solo é eficaz no controle da T.
absoluta, sendo fundamental conhecer os efeitos dessa aplicacdo principalmente em areas de cultivo
convencional, onde é indispensavel a utilizacdo de inseticidas para o controle de outras pragas que
ocorrem na cultura. Além disso, em &reas onde ocorrem infestagcbes constantes da praga é importante
definir intervalos de aplicagdes na cultura visando manter as caracteristicas morfologicas das plantas
adequadas para alcancar maiores produtividades, sendo que no presente trabalho a aplicacdo semanal e
quinzenal do NEP consegue manter as caracteristicas morfoldgicas da planta. A aplicacdo dos inseticidas
pode ser combinada com o nematoide para o controle da fase de pupa da T. absoluta que ocorre no solo,
reduzindo a populagdo da praga, uma vez que os produtos utilizados sdo compativeis com o nematoide H.

amazonensis.



16

REFERENCIAS

AGRIANUAL, Anuério da agricultura Brasileira, Sdo Paulo: FNP. 2017. Disponivel em:
http://www.agrianual.com.br/

AGROFIT. Sistema de agrotoxicos fitossanitarios. Ministério da Agricultura, Pecuéria, e 253
Abastecimento. Disponivel em 254 , acessado em 255 24/01/2014, 2011.

BATALLA-CARRERA, L.; MORTON, A.; GARCIA-DEL-PINO, F. Efficacy of entomopathogenic
nematodes against the tomato leafminer Tuta absoluta in laboratory and greenhouse conditions.
BioControl. v. 55, p. 523-530, 2010.

CAMPOS, M. R. et al. Spinosad and the tomato borer Tuta absoluta: a bioinsecticide, an invasive pest
threat, and high insecticide resistance. PLoS ONE. v. 9, p. €103235, 2014.

CANCADO-JUNIOR, F. L. et al. Aspectos econdmicos da producio e comercializacio do tomate para
mesa. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 24, n. 219, p. 7-18, 2003.

COLOMO, M. V.; BERTA, D. C. Fluctuacion de la poblacion de Scrobipalpula absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) em plantaciones de tomate en el Departamento de Lules, Tucuman. Acta
Zoologica Lilloana. v. 43, p. 165-177, 1995.

DIEZ-RODRIGUEZ, G. I.; OMOTO, C. Heranga da Resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) a Lambda-Cialotrina. Neotropical Entomology, v. 30, n. 2, p. 311-316, 2001.

DUBOVSKIY, I. M.; KRYUKOV, V. Y. U.; BENKOVSKAYA, G. V.; YAROSLAVTSEVA, O. N,
SURINA, E. V.; GLUPOV, V. V. Activity of Detoxificative Enzymes System and Encapsulation Rate in
Colorado Potato Beetle Leptinotarsa decemlineata Larvae under Organophosphorus Insecticide Treatment
and Entomopathogenic Fungus Metharizium anisopliae Infection, Euroasian Entomology Journal. v. 9,
p. 577-582, 2010.

DUBOVSKIY, I. M.; WHITTEN, M. M. A.; YAROSLAVTSEVA, O. N.; GREIG, C., KRYUKQV, V.
Y.; GRIZANOVA, E.V.; MUKHERIEE, K.; VILCINSKAS, A.; GLUPOV, V.V.; BUTT, T.M. Can
Insects Develop Resistance to Insect Pathogenic Fungi? PLoS ONE. v. 8, p. e60248, 2013.

FERNANDES, O. P; CARDOSO, A. M; MARTINELLI, S. Manejo integrado de pragas do tomate:
Manual de reconhecimento das pragas e taticas de controle. Jaboticabal: UNESP, 2003. 38 p.

FERRAZ, L. C. C. B. 1998. Nematdides entomopatogénicos. In: ALVES, S.B. Controle microbiano de
insetos. 2.ed. Piracicaba: FEALQ, 1998. Cap. 8, p. 541-569.

FILGUEIRA, F. A. R. Manual de olericultura. Vigosa MG: Ed. UFV. 402 p, 2000.
GOTO, R. Manejo nutricional no cultivo de hortalicas em casa de vegetacéos. In: Encontro de
hortaligas. Encontro de plasticultura da regido sul, Maringa. Palestras e trabalhos apresentados, Maringa:

Universidade Estadual de Maringé, p. 11-18, 1995.

GREWAL, P. S.; DE NARDO, E. A. B.; AGUILLERA, M. M. Entomopathogenic nematodes: Potential
for exploration and use in South America. Neotropical Entomology, v. 30, n. 2, p. 191-205, 2001.



17

KOPPENHOFER, A.K., KAYA, H.K. Synergism of imidacloprid and an entomopathogenic nematode: a
novel approach to white grub control in turfgrass. Journal Economic Entomology. v. 91, p. 618-623,
1998.

KOPPENHOFER, A. M.; COWLES, R. C.; COWLES, E. A.; FUZY, E. M.; BAUMGARTNER, L.
Comparison of neonicotinoid insecticides as synergists for entomopathogenic nematodes. BioControl. v.
24, p. 90-97, 2002.

KOPPENHOFER, A. M.; FUZY, E. M. Effect of the anthranilic diamide insecticide, chlorantraniliprole,
on Heterorhabditis bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae) efficacy against white grubs
(Coleoptera: Scarabaeidae). BioControl. v. 45, p. 93-102, 2008.

MALTA, A. W. O. et al. Calibracéo dos niveis de acdo para o controle populacional da broca —
pequena (Neoleucinodes elegantalis), na meso regido metropolitana de Belo Horizonte In: Congresso
Brasileiro de Olericultura. 2005.

MORAIS, G. J.; NORMANHA FILHO, J. A. Surto de Scrobipalpula absoluta (Meyrick) em tomateiro no
tropico semi-arido. Pesquisa Agropecudria Brasileira. v. 7, p. 503-504, 1982.

NEGRISOLI JR, A. S.; GARCIA, M. S.; BARBOSA NEGRISOLLI, C. R. C. Compatibility of
entomopathogenic nematodes (Nematoda: Rhabditida) with registered insecticides for Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) under laboratory conditions. Crop Protection, v. 29,
p. 545-549, 2010.

NISHIMATSU, T.; JACKSON .Interactionofinsecticides,entomopathogenic nematodes, and larvae of the
western corn rootworm (Coleoptera: Chrys- omelidae). Journal Economic Entomology. v. 9, p. 410 -
418. 1998.

PAPACEK, D.; SMITH, D. Manejo integrado de pragas nos citrus: linhas gerais de um programa
comercial de MIP em Quensland, Australia. In: SEMINARIO INTERNACIONAL DE CITRUS,
Bebedouro. Anais... Bebedouro, p. 153-75, 1994.

PYE, A.E.; BURMAN, M. Neoaplectana carpocapsae: infection and reproduction in large pine weevil
larvae, Hylobius abietis. Exp Parasitol. v. 46, p. 1-11, 1978.

REYES, M.; ROCHA, K.; ALARC, L.; SIEGWART, M.; SAUPHANOR, B. Metabolic mechanisms
involved in the resistance of field populations of Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) to
spinosad. Pesticide Biochemistry and Physiology. v. 102, p. 45 — 50, 2012.

ROBERTSON, J. L.; PRESLIER, H. K. Pesticide Bioassays with Arthropods. Boca Raton, Florida,
1992.

SCHMIDT, D. et al. Potencial produtivo de tomate cultivado com alta densidade, em hidroponia.
Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 18, p. 273-274, 2000.

SHAPIRO-ILAN, D. I.; COTTRELL, T. E.; WOOD, B. W. Effects of Combining Microbial and
Chemical Insecticides on Mortality of the Pecan Weevil (Coleoptera: Curculionidae). Journal Economic
Entomology. v. 104, n. 1, p. 14-20, 2011.



18

SILVA, G. A.; PICANCO, M. C.; BACCI, L., CRESPO, A. L. B.; ROSADO, J. F.; GUEDES, R. N. C.
Control failure likelihood and spatial dependence of insecticide resistance in the tomato pinworm, Tuta
absoluta. Pest Management Science. v. 67, p. 913-920, 2011.

SIQUEIRA, H. A. A.; GUEDES, R. N. C.; PICANCO, M. C. Insecticide resistance in populations of Tula
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae). Agricultural and Forest Entomoloy. v. 2, p. 147-153, 2000.

SOUZA, J. C.; REIS, P. R. Principais pragas do tomate para mesa: Bioecologia, dano e controle. Informe
agropecuario. n. 24, p. 79-92, 2003.

TAYLOR, I. B. Biosystematics of the tomato. In. ATHERTON, J. G., RUDICH, J. The tomato crop: a
scientific basis for improvement, London, Chapman and Hall, p. 1-34, 1986.

TORRES, J. B.; FARIA, C.A.; EVANGELISTA, W.S.; PRATISSOLI, D. Within-plant distribution of the
leaf miner Tuta absoluta (Meyrick) immatures in processing tomatoes, with notes on plant phenology.
Integrate Journal Pest Manegement. v. 4, p. 173-178, 2001.

URBANEJA, A. et al. La polilla del tomate, Tuta absoluta. Phytoma Espana, v. 194, p.16-23, 2007.



19

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1. COMPATIBILIDADE DE Heterorhabditis amazonensis JPM4 E INSETICIDAS

REGISTRADOS PARA A CULTURA DO TOMATEIRO

Sabino, P.H.S™; Moino Jr, A.

Departamento de agricultura, Fundagdo de Ensino Tecnoldgico de Alfenas. C.P 23, 37130-000 Alfenas,

MG.

Autor para correspondéncia”: phsabino09@gmail.com.

Artigo de acordo com as normas Norma NBR 6022 (ABNT 2003)



20

RESUMO: Os nematoides entomopatogénicos (NEP) sdo agentes que podem ser utilizados para o
controle bioldgico de pragas associadas a inseticidas em uma mistura de tanques. Estudos de
compatibilidade precisam ser conduzidos para analisar quais produtos sdo compativeis com nematoides. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade de inseticidas utilizados na cultura do tomateiro via
esguicho com o nematoide Heterorhabditis amazonensis JPM4, que apresenta potencial para o controle da
Tuta absoluta. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repeti¢fes. Os
produtos testados foram Actara®, Warrant® e Premio®. Para o teste de compatibilidade foi avaliado o
efeito dos produtos na viabilidade e infectividade do nematoide em larvas de Galleria mellonella. Os
produtos testados ndo apresentam efeito na viabilidade e infectividade do NEP Heterorhabditis

amazonensis JPM4.
Palavras-chaves: Controle biolégico, seletividade. Tuta absoluta

ABSTRACT: The entomopathogenic nematodes (EPN) are agents that can be used for the biological
control of insecticide associated pests in a tank mix. Compatibility studies need to be conducted to analyze
which products are compatible with nematodes. The objective of this work was to evaluate the
compatibility of insecticides used in the tomato crop via Drench with the nematode Heterorhabditis
amazonensis JPM4, which presents potential for the control of Tuta absoluta. The design was completely
randomized with 4 treatments and 5 replicates. The products tested were Actara®, Warrant® and Premio®.
For the compatibility test, the effect of the products on nematode viability and infectivity in Galleria
mellonella larvae was evaluated. The products tested have no effect on the viability and infectivity of NEP

Heterorhabditis amazonensis JPM4.

Keywords: Biological control, selectivity, Tuta absoluta

INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill) é considerado uma das principais culturas agricolas
em todo o mundo, atualmente distribuida em todas as regides brasileiras, especialmente no Centro-Oeste e
no Sudeste (CAMARGO; MAZZEI, 1997). Entre os principais insetos praga da cultura, destaca-se a traca-
do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae). Esse inseto é considerado uma praga
chave da cultura, causando injurias nas folhas e frutos, podendo causar perda total na producdo (HAJI et
al., 2002). O controle quimico é a forma mais comum de reduzir as populaces dessa praga, mas muitas
vezes pode levar a problemas sérios, como a eliminacdo da populacéo de inimigos naturais, contaminacao
humana e ambiental e resisténcia nas populacbes (DIEZ RODRIGUES; OMOTO, 2001).
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O controle bioldgico é uma ferramenta importante na reducdo dos problemas mencionados. Uma
estratégia de controle bioldgico é o uso de nematoides entomopatogénicos (NEP), especialmente espécies
dos géneros Steinernema e Heterorhabditis, devido a associacdo mutualista com bactérias dos géneros
Xenorhabdus e Photorhabdus, respectivamente, que causam a morte rapida do inseto. O parasitismo
comecga quando os juvenis infectantes (JI) entram através de aberturas naturais (aparelho bucal, anus e
espiraculos) ou diretamente no tegumento do inseto (especialmente Heterorhabdits), liberando a bactéria
na hemocele e causando a morte do hospedeiro (BOEMARE, 2002).

Os nematoides sdo aplicados em culturas que recebem insumos agricolas variaveis, como
corretivos de solo e produtos quimicos, sendo que alguns produtos podem reduzir a sobrevivéncia e
infectividade dos nematoides (WILLIANS; WALTERS, 2000). No Manejo Integrado de Pragas (MIP),
sdo utilizados inseticidas seletivos em conjunto com agentes de controle biolégico e podem influenciar a
atividade desses organismos (CUTHBERTSON et al., 2007). Tornou-se, assim, muito importante
aprender mais sobre quais inseticidas que ajudam o0s nematoides no controle associado e,
consequentemente, reduzem o estabelecimento de popula¢es com genes que conferem resisténcia a um
agente de controle (HOY, 1995). Assim, é vital avaliar criticamente a compatibilidade de inseticidas e
nematoides entomopatogénicos para possibilitar a aplicagdo combinada no solo, com o objetivo de

introduzir esses organismos no MIP.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade entre inseticidas sistémicos utilizados via

esguicho na cultura do tomateiro com o nematoide Heterorhabditis amazonensis.
Material e Métodos

O nematoide utilizado no bioensaio foi Heterorhabditis amazonensis JPM4 (isolado em Lavras,
MG, Brasil, identificado na Universidade da Flérida) (ANDALO; NGUYEN; MOINO, 2006), que foi

mantido em suspensédo aquosa (500 IJs/mL)a16+1°C.

A producdo de Galleria mellonella (L) (Lepidoptera: Pyralidae) foi realizada de acordo com a
metodologia adaptada por Dutky, Thompson e Cantwe (1964), utilizando uma dieta artificial modificada
por Parra (1998). O nematoide entomopatogénico foi multiplicado em larvas de instar final de G.

mellonella, de acordo com Kaya e Stock (1997).

Os nematoides foram obtidos das larvas de G. mellonella e mantidos em suspenséo aquosa a 16 +
1 ° C, armazenados até uma semana antes de serem utilizados no experimento. A concentracdo de JI na

suspensdo final foi quantificada com o uso de placas de poliestireno contendo 96 pocos, como utilizado
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em testes soroldgicos, aplicando 0,1 mL de suspensdo JI por pogo. No final, obteve-se a quantidade de JI
por aliquota de 1 mL e calculado o valor médio.

Ensaio de compatibilidade entre nematoide entomopatogénico e inseticidas

Para determinar a compatibilidade do nematoide entomopatogénico com os inseticidas utilizados
nas culturas de tomateiro, utilizou-se a metodologia modificada por Negrisoli, Barbosa and Moino (2008),
avaliando a viabilidade e infectividade dos JI apds a exposicdo aos produtos. O bioensaio foi realizado

com trés inseticidas normalmente utilizados na cultura do tomateiro (Tabela 1).

Tabela 1. Produtos utilizados para a conducéo dos ensaios

Ingrediente ativo  Produto comercial ~ Grupo quimico C.T P.C. ha"
Tiametoxam Actara® neonicotinoide Il 800 ¢
Imidacloprid Warrant® neonicotinoide Il 2009

Clorantraniliprole Premio® diamida Il 200 ml

antraninilica

C.T = Classificacédo toxicoldgica
P.C = Produto comercial

Para o ensaio de viabilidade um litro de cada produto formulado foi preparado, no dobro da dose
recomendada para aplicacdo em um hectare. A partir desta solucédo, foi colhida uma aliquota de 1 ml e
colocada em cada tubo de ensaio de fundo chato em cada tratamento, sendo cada tratamento composto de
cinco tubos (cada tubo como uma repeticéo), aos quais foram adicionados e agitados 1 mL de suspenséo
contendo 2.500 JI, o tratamento controle foi formado por apenas agua. O bioensaio ocorreu em uma
camara climatizada a 27 + 1 ° C, UR de 70 + 10%. A viabilidade dos nematoides foi avaliada 48 horas
apos a exposicdo aos produtos. Para isso, uma aliquota de 0,1 mL (aproximadamente 125 JI) foi removida
da suspensdo e os JI foram observados sob microscépio estereoscépico para verificar o efeito causado
pelos produtos testados. Aqueles que ndo responderam a estimulagdo com estile foram considerados
mortos. Logo ap6s avaliar a viabilidade, o teste de infectividade foi realizado; para este 3 mL de agua
destilada foram adicionados aos tubos de vidro, que foram entdo deixados para decantar durante 30
minutos numa camara climatizada a 27 + 1 ° C, UR de 70 + 10%. O sobrenadante foi retirado e a lavagem
foi repetida trés vezes. Apos a Ultima lavagem, removeu-se 0,2 mL (aproximadamente 250 JI) do fundo de
cada tubo pipetando-se em cinco placas de Petri por tratamento (9 cm de didmetro), cada uma contendo

uma folha de papel de filtro, previamente umedecida com 1,8 mL de agua destilada.

No ensaio de infectividade cada placa de Petri recebeu 10 larvas de Gltimo instar de G. mellonella
e foi mantida em uma camara climatizada sob as mesmas condicdes que o teste anterior, durante trés dias.

Apos este periodo, as larvas mortas foram transferidas para placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo
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papel de filtro. Apds este periodo, foram observados sob microscopio estereoscépico e submetidos a
dissecagdo para verificar a presenca de nematoides. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, e os valores de mortalidade de nematoides e larvas foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA). As diferencgas na viabilidade e infectividade das espécies NEP foram analisadas
utilizando o teste de Tukey (p <0,05), com o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Os efeitos dos tratamentos sobre a infectividade do NEP em G. mellonella foram classificados de
acordo com Peters e Poullot (2004), com base no guia IOBC e na formula:

E% = 100 - (100% de mortalidade corrigida) x (100 - Red)
Sendo Red = porcentagem de reducdo na infectividade no tratamento.

A mortalidade corrigida foi igual a zero para todos os tratamentos e, portanto, ndo foi considerada
no calculo de E%.

A percentagem de reducéo na infectividade do NEP foi calculada pela formula:
Red = (1- It/ Ic) x 100

It = mortalidade de G. mellonella em cada tratamento

Ic = mortalidade de G. mellonella no tratamento de controle

Com base no valor de E%, os produtos foram classificados como: 1 - ndo toxico (<30%), 2 -

ligeiramente toxico (30 - 79%), 3 - moderadamente tdxico (80 - 99%) e 4 - téxico (> 99%).

Para os tratamentos que apresentaram uma percentagem de larvas mortas que foi maior do que no

tratamento controle, E% foi considerado igual a zero e o produto foi considerado néo toxico.
Resultados e discussao
Viabilidade de Heterorhabditis amazonensis

Em relacdo a viabilidade dos JI expostos aos diferentes inseticidas, todos promoveram baixa
mortalidade de H. amazonensis (F = 0,54, gl = 3, P = 0,66), sendo que a mortalidade dos tratamentos com

Actara®, Warrant® e Premio® néo diferindo do tratamento controle (Figura 1).
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Fig. 1. Mortalidade (média + EP) de Heterorhabditis amazonensis apds a exposicdo aos inseticidas
registrados para a cultura do tomateiro.

Infectividade de Heterorhabditis amazonensis

Houve diferenca entre os tratamentos (F = 3,15, gl = 3, P = 0,05) na mortalidade de larvas de G.
mellonella resultantes da exposicdo do nematoide aos inseticidas. Os JI de H. amazonensis expostos a
Warrant® causaram um incremento de 10% na mortalidade quando comparado com os JI expostos a
Actara® (F = 3,02, gl = 16, P = 0,04). Entretanto, nenhum dos tratamentos diferiu do controle (Tabela 2).

No presente trabalho, o NEP H. amazonensis JPM4 néo foi afetado em relagéo a sua viabilidade
quando exposto aos inseticidas Actara®, Warrant® e Premio®. Diversos trabalhos de compatibilidade
mostram que os inseticidas com o principio ativo a base de tiametoxam, imidacloprido e clorantraniliprole
ndo apresentam efeito negativo na viabilidade e infectividade dos NEP, podendo esses ser utilizados de
forma combinada no controle de pragas (KOPPENHOFER et al., 2002; KOPPENHOFER; FUZY, 2008).
Estudo realizado por SABINO et al. (2014) mostra que inseticidas sistémicos que sdo utilizados na

pulverizacdo na cultura do tomateiro ndo apresentam efeito negativo sobre nematoides.

Neste estudo, o NEP apresentou viabilidade e infectividade semelhantes ao tratamento de controle
quando expostos ao produto Premio®. KOPPENHOFER et al., (2002) avaliaram o efeito de Merit® e
Meridian® combinados com H. bacteriophora e Steinernema glaseri, obtendo efeitos sinérgicos dos
nematoides com cada um dos produtos nos mesmos hospedeiros. O inseticida Actara® também manteve

alta viabilidade em Steinernema arenarium (83%), S. carpocapsae (83,3%), S. glaseri (85,1%) e H.
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bacteriophora (83,4%) em um trabalho realizado por Andalé, Moino and Santa-Cecilia (2004) Estes
autores também encontraram alta infectividade (mais de 80%) destes nematoides quando expostos a
Actara®.

Tabela 1. Mortalidade (média + EP) de Galleria mellonella por Heterorhabditis amazonensis ap6s a

exposicao aos inseticidas.

Heterorhabditis amazonenses

% de mortalidade E% C

Actara 90,00+0,31b 6,25 1
Premio 94,00 £ 0,24 ab 2,08 1
Warrant 100,00+ 0,0a 4,16 1
Controle 96,00 £ 0,24 ab 0,00 -

®Mortalidade de larvas de Galleria mellonella.

®Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

‘Efeito dos tratamentos: E % = 100 — (100 — % Mortalidade corrigida) x (100 — Red). % de mortalidade dos
tratamentos foi corrigida e posteriormente considerados no calculo do E.

Y|OBC Classificago toxicoldgica dos inseticidas: 1— Nao téxico (< 30%), 2—Levemente prejudicial (30 — 79%).

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram o potencial da utilizagdo combinada dos
inseticidas e NEP no controle de T. absoluta. Os produtos avaliados sdo recomendados para a aplicagéo
via solo tornando-os uma alternativa viavel com a mistura dos nematoides que apresentam capacidade de
controlar insetos presentes no solo. Todos os produtos testados apresentam baixa classificacdo
toxicoldgica (Classe I11) sendo considerados como ndo tdxicos ao nematoide, correlacionando com o
baixo efeito dos produtos na viabilidade e infectividade do nematoide, sendo os produtos considerados

compativeis com o NEP.
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Resumo: As éreas de cultivo de tomateiro na América do Sul sdo frequentemente atacadas por Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), considerada uma das principais pragas da cultura. O uso
de produtos quimicos vem sendo adotado para o seu controle, no entanto, nem sempre com eficécia,
devido aos casos de resisténcia do inseto a inseticidas. Desta forma, o uso de diferentes métodos, como o
controle bioldgico, utilizando nematoides entomopatogénicos (NEP) torna-se uma importante ferramenta
para 0 manejo integrado desse inseto-praga. Este trabalho teve por objetivo avaliar dois intervalos de
aplicagdo de NEP combinados com inseticidas sistémicos aplicados via solo no controle de T. absoluta na
cultura do tomateiro em casa de vegetacdo. Foi testado o NEP Heterorhabditis amazonensis JPM4 e os
inseticidas Actara®, Premio® e Warrant®. A eficicia da aplicagdo combinada via solo dos inseticidas e o
NEP sobre T. absoluta foi feita em intervalos de aplicagdo semanal e quinzenal. A utilizagdo conjunta de
NEP e inseticidas aumentou a eficcia de controle da praga. A aplicagdo semanal e quinzenal foi eficaz no
controle de T. absoluta, sendo que ndo houve diferenca entre os inseticidas quando aplicados juntamente o
nematoide. A aplicagdo de Actara® e Premio® combinados com o nematoide é eficaz na manutenco das

caracteristicas morfoldgicas das plantas.
Palavras-chave: Controle combinado, intervalo de aplicacao, traga-do-tomateiro.

Abstract: Areas under tomato cultivation in South America are often attacked by the leaf-miner Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), considered one of the main pests of that crop. The use of
chemical products has been adopted for its control, but this has not always been effective due to cases of
resistance to insecticides. Thus, the use of other methods, such as biological control, using
entomopathogenic nematodes (EPNSs), has become an important tool in the integrated management of this
insect pest. This study aimed to evaluate two intervals for applying EPNs combined with systemic
insecticides, on soil in the control of T. absoluta in tomato grown in a glasshouse. The EPN
Heterorhabditis amazonensis JPM4 and the insecticides Actara®, Premio® and Warrant® were tested. The
efficacy of the combined application of the insecticides and the EPNs on T. absoluta via soil was carried
out at application intervals of one and two weeks. The joint use of the EPNs and insecticides increased the
effectiveness of pest control. The weekly and fortnightly applications were effective in controlling T.
absoluta, and there was no difference between the insecticides tested when applied together with the
nematode. The application of Actara® and Premio® combined with the nematode is effective in the

maintenance of the morphological characteristics of the plants.
Keywords: Combined control, application range, leaf-miner

Introducéo
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A producdo de tomate, Solanum lycopersicum L., € realizada em areas extensas, o que favorece o
ataque de insetos-praga, compromete a producdo e aumenta o custo de condugéo da cultura. A traga-do-
tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), é considerada um dos principais insetos-
praga da cultura do tomateiro podendo levar a perda total da produgdo (Haji et al. 2002). Encontra-se
distribuida por todas as regides brasileiras, especialmente no Centro-oeste e Sudeste do Brasil (Camargo e
Mazzei 1997).

No controle de T. absoluta na cultura do tomateiro, o controle quimico tem sido o método mais
utilizado (Silva et al. 2016). No entanto, devido ao aumento de populacdes resistente, a diferentes
inseticidas quimicos, como abamectina, cartap, metamidofos, cipermetrina e espinosinas (Siqueira et al.
2000, Silva et al. 2011, Campos et al. 2014; Reyes et al. 2012), alternativas de controle tornam-se cruciais
para 0 manejo da cultura. Nenhum caso de resisténcia de T. absoluta a inseticidas do grupo das diamidas
foi relatado no campo, apesar de existirem relatos em condi¢cOes de casa de vegetacdo na Europa
(Roditakis et al. 2015). Além das diamidas, ndo ha relatos de resisténcia de T. absoluta a neonicotinoides
no Brasil. Desta forma, esses inseticidas podem ter um papel importante no controle da praga,
principalmente se utilizados de forma correta, possibilitando o uso associado com outros métodos de
controle e evitando-se o desenvolvimento de resisténcia.

Alguns inseticidas do grupo quimico das diamidas e neonicotinoides podem ser aplicados via solo
devido a sua acdo sistémica (Schwartz et al. 2000). Assim, apresentam potencial no controle preventivo
em areas com histérico de ocorréncia de pragas, como T. absoluta, sendo esse método de aplicacdo
realizado pelos produtores na cultura do tomateiro. Devido a sua aplicacdo localizada, sua utilizagdo
torna-se mais adequada em cultivo protegido, uma vez que o produto ndo ficara disperso no ambiente
evitando o risco de contaminacdo do aplicador. No entanto, a utilizacdo continua de tais produtos pode
acarretar a selecdo de insetos resistentes, e uma das formas de evitar esse problema é a utilizagdo
combinada de diferentes metodologias de controle. Dentre estas, podemos destacar o controle bioldgico
com nematoides entomopatogénicos (NEP). Os NEP sdo agentes de controle generalistas causando rapida
mortalidade de insetos-praga. Devido a sua associacdo mutualistica com as bactérias Xenorhabdus e
Photorhabdus, que sdo langadas na hemocole dos insetos pelos juvenis infectantes (JI) dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente, causando septicemia e morte do hospedeiro dentro de 24
a 48 h (Adams e Nguyen 2002).

Trabalhos utilizando NEP tém apresentado resultados promissores no controle de larvas de T.
absoluta em laboratorio e casa de vegetacdo (Batalla-Carrera et al. 2010; Garcia-del-Pinto et al. 2013; Van
Damme et al. 2016; Agudelo, 2014), no entanto devido a ocorréncia de varios insetos praga na cultura do

tomateiro, a utilizacdo de inseticidas é ainda inevitavel. Desta maneira torna-se importante conhecer o
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efeito da aplicacdo combinada de NEP com inseticidas, possibilitando sua utilizacdo em programas de
manejo integrado de pragas (MIP).

Os trabalhos relacionados a aplicagdo de NEP no controle de T. absoluta vém sendo realizados
através de uma aplicagdo durante todo o ciclo da cultura (Batalla-Carrera et al. 2010; Garcia-del-Pinto et
al. 2013; Agudelo, 2014). No entanto, em condicdes onde ocorrem infestagdes constantes da praga torna-
se importante entender a dindmica de aplicacdo de inseticidas associados @ NEP e os possiveis intervalos
de aplicacdo, para proporcionar um bom estado fitossanitario da planta, evitando-se a ocorréncia de perdas
econdmicas. Assim, avaliando-se a associa¢do do uso do controle quimico e biolgico como ferramenta
para potencializar o controle de T. absoluta, o presente trabalho teve como objetivo avaliar intervalos de
aplicagdo de NEP combinados com inseticidas sistémicos aplicados via solo no controle de larvas de T.

absoluta na cultura do tomateiro em condicgdes de casa de vegetagao.

Material e Métodos

A espécie de nematoide utilizada para os bioensaios foi Heterorhabditis amazonensis JPM4
(isolado em amostra de solo através da técnica do inseto isca utilizando lagartas de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) em Lavras, MG, Brasil), mantida em suspenséo aquosa (500 JI ml™) a 16 + 1°C.
A criacdo de G. mellonella foi conduzida de acordo com a metodologia adaptada por Dutky et al. (1964)
utilizando-se dieta artificial modificada por Parra (1998). Os NEP foram multiplicados em larvas de
altimo instar de G. mellonella, de acordo com Kaya e Stock (1997).

Os adultos de T. absoluta provenientes de plantas de tomateiro mantidas em casa de vegetagdo
foram confinados em laboratério dentro de gaiolas de policloreto de vinila com dimensdes 47x47x47 cm
com folhas de tomateiro fixadas em uma espuma fendlica de 3x22x10 cm devidamente umedecida com
agua para oviposicdo. As folhas de tomateiro com os ovos foram colocadas em outra gaiola e
acondicionadas em espuma fendlica, nas quais foram acondicionadas, a cada trés dias, folhas de tomateiro
para permitir a alimentacdo das larvas e seu desenvolvimento. A criacdo de T. absoluta foi mantida a 25 +
1° C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 h para fornecer larvas necessarias para o experimento. A cultivar
utilizada para manutencdo da criagdo e realizagdo do experimento foi a Santa Clara. Os inseticidas

utilizados para o ensaio foi (Tabela 1).
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Tabela 1. Produtos utilizados para a conducdo dos ensaios

Ingrediente ativo  Produto comercial Grupo quimico CT P.C. ha'!
Tiametoxam Actara® neonicotinoide " 800 ¢
Imidacloprid Warrant® neonicotinoide I 200 ¢

Clorantraniliprole Premio® diamida antraninilica 11 200 ml

C.T = Classificacao toxicoldgica

P.C = Produto comercial

Intervalo de aplicagdo de inseticidas e nematoides entomopatogénicos no controle de larvas de Tuta
absoluta em casa de vegetacao.

O experimento para avaliar o intervalo de aplicagdo de inseticidas e NEP para o controle de larvas
de T. absoluta foi estabelecido em condi¢bes de casa de vegetacdo em delineamento em blocos
casualizados, com nove tratamentos e quatro repeti¢Oes, totalizando 36 parcelas, sendo cada parcela
constituida de seis plantas (total de 216 plantas). As plantas utilizadas no ensaio apresentaram inicialmente
30 c¢cm de altura sendo cultivadas em vasos com 8 litros de capacidade, sendo que o solo utilizado foi
adubado de acordo com o recomendado para a cultura. Nas aplicagdes semanais uma planta foi avaliada e
nas aplicagdes quinzenais duas plantas. As parcelas foram distribuidas de forma subdividida, sendo as
plantas avaliadas semanalmente ou quinzenalmente conforme os tratamentos. Os tratamentos testados
foram os produtos quimicos Actara®, Warrant® e Premio®, todos aplicados uma Unica vez, sendo que as
aplicagbes semanais e quinzenais foram realizadas com o nematoide H. amazonensis e o0 tratamento
controle (apenas agua).

Para a conducdo do ensaio os inseticidas primeiramente foram aplicados no solo 24 horas antes da
primeira infestacdo da T. absoluta, totalizando seis infestacdes com larvas para as aplicacdes semanais e
cinco infestacBes para aplicacGes quinzenais. As infestacfes semanais tiveram como intuito simular a
ocorréncia constante da praga na cultura. O nematoide foi aplicado 24 horas apds cada infestacdo com
larvas, tempo suficiente para a formacdo das minas. As aplicacdes de H. amazonensis foram realizadas
com pulverizador manual, com capacidade de 1 L, sendo que cada planta recebeu um volume de calda de
40 ml com adicdo de adjuvante TA 35 a 0,05% do volume.

Os inseticidas foram aplicados na dose recomendada para a aplicacdo em 1 hectare e 0s juvenis
infectantes a 2.500 JI/ml. As infestacGes das plantas foram feitas semanalmente, colocando 10 larvas por
planta. O ensaio foi conduzido até a total destruicdo do tratamento controle. As avaliacBes quanto a
infectividade do nematoide foram feitas 72 horas apds cada aplicagdo, sendo que foram feitas seis
avaliagbes para as aplicagBes semanais e trés para as aplicagbes quinzenais, uma vez que na sexta

aplicagdo todas as plantas ja estavam destruidas possibilitando a avaliagdo somente da aplicacdo semanal.
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Foi avaliado o nimero total de larvas por planta, sendo que mesmo devido a infestacdo padréo do
namero de larvas ocorreu variagdo na quantidade final de larvas avaliadas, devido a sua dispersédo na
planta. As larvas foram retiradas das minas com o auxilio de uma pinca e transferidas para placa de Petri
para dissecacdo e confirmacdo da mortalidade pelos nematoides. No final do experimento também foram
feitas avaliagbes da morfologia da planta (altura e nimero de folhas) das Ultimas parcelas, avaliando-se a
capacidade de protecdo das plantas ao ataque da praga apos a aplicacdo dos NEP.

Analise dos dados

Os dados foram submetidos ao teste de Shaprio-Wilk para a analise de normalidade. Em seguida
o0s dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste Tukey a 5% de probabilidade com
desdobramento dos tratamentos dentro de cada intervalo de aplicacdo no programa SISVAR (Ferreira
2011).

Resultados
Ensaio com T. absoluta

No ensaio comparando a aplicagdo semanal do NEP combinada com os inseticidas e o controle
apenas com NEP ndo houve diferenca na interacdo entre os tratamentos durante a conducao do ensaio (F =
0,92; p > 0,05), no entanto, houve diferenca do tratamento controle com aplicacdo de agua, onde nédo
houve mortalidade de larvas de T. absoluta, 0 mesmo ocorreu com a aplicagdo quinzenal. A menor
porcentagem de mortalidade (43%) das larvas de T. absoluta ocorreu na terceira semana apés a aplicagdo
com o tratamento apenas com NEP, sendo a maior porcentagem de mortalidade alcangcada na segunda
aplicacdo do NEP em combinagéo com o inseticida Actara® (82%). A Gltima aplicacdo de NEP ocorreu na
quinta semana devido a destruigdo total do tratamento controle com &gua (Figura 1a).

Nao houve diferenga na interacéo entre os tratamentos em relacéo a aplicacdo quinzenal dos NEP
combinados com inseticidas (F = 1,04; p > 0,05), nas quais a mortalidade das larvas de T. absoluta
permaneceu acima de 56%, sendo a maior mortalidade registrada na combinacdo de Premio® + NEP
(80%). Houve diferenga significativa entre o tratamento controle e os demais tratamentos (Figura 1b).

Nas avaliacOes referentes as caracteristicas morfologicas das plantas nas aplicacfes semanais,
houve efeito significativo dos tratamentos nas alturas das plantas avaliadas (F = 15,554; p < 0,05).

Na aplicacdo semanal do NEP combinada com inseticida Actara® a altura média das plantas foi de
93 cm, diferenciando do controle, que apresentou uma altura média de 53 cm e também dos tratamentos
Warrant® + NEP e com aplicacdo apenas do nematoide (Figura 2a). Em relacdo & aplicacdo quinzenal

também houve efeito dos tratamentos na altura das plantas (F = 7,965; p < 0,05), sendo a aplicacéo
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combinada de NEP com o inseticida Actara® e Premio® foi superior ao tratamento controle (apenas agua) e
ao tratamento com aplicacdo apenas do NEP com agua (Figura 2a).

Houve efeito da aplicacdo semanal (F = 4,353; p < 0,05) e quinzenal (F = 4,519; p < 0,05) de NEP
nas avaliacdes do nimero de folhas das plantas. A aplicacio combinada de Actara® + NEP semanalmente
diferenciou do tratamento controle, no entanto, ndo diferenciou dos demais tratamentos. Na aplicacdo
quinzenal a aplicacdo combinada entre Premio + NEP diferenciou do tratamento controle e da aplicagéo

do nematoide com &gua, no entanto ndo diferenciou dos demais tratamentos. (Figura 2b).
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade (média + EP) de Tuta absoluta (Média + EP) ap0s as aplicacdes
semanais (a) e quinzenais (b) de Heterorhabditis amazonensis combinado com inseticidas e/ou com agua
em casa de vegetacdo (25 + 10°C, UR de 70 + 20 %).
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Figura 2. Altura (a) e nimero de folhas (b) das plantas (média + EP) de tomate apds cinco semanas de
aplicagBes semanais e quinzenais de Heterorhabditis amazonensis combinados com inseticidas e/ou dgua
no controle de T. absoluta na cultura do tomate em casa de vegetacéo (25 + 10°C, UR de 70 + 20 %).

Discussao

Estudos anteriores tém mostrado o potencial de NEP para reduzir o impacto causado por larvas de
T. absoluta, apresentando mais uma ferramenta a ser utilizada em programas de MIP, principalmente em
casa de vegetacdo (Batalla-Carrera et al. 2010; Garcia-del-Pinto et al. 2013; Van Damme et al. 2016). A
migracdo das larvas de T. absoluta entre as folhas ao sair do tunel e fazer um novo em outra folha gera
grandes orificios que podem ser facilmente utilizados para a entrada dos nematoides, a0 mesmo tempo as
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galerias tornam-se um abrigo, evitando a dessecacdo e a luz ultravioleta, e finalmente possibilitando os
nematoides de infectar as larvas (Batalla-Carrera et al. 2010).

Segundo Tiirkéz and Kagkavalci (2016) os NEP sdo efetivos no controle de larvas de T. absoluta
dentro e fora das minas foliares. Van Damme et al. (2016) observou que Steinernema carpocapsae foi
efetivo contra larvas de T. absoluta em condic6es de laboratdrio. Em outro estudo, Batalla-Carrera et al.
(2010) alcangaram uma reducdo de 87 a 95% de infestacdo da T. absoluta ap6s a aplicacdo de NEP a 1000
JI/ml. Gozel e Kasap (2015) demostraram que a aplicacdo de NEP em concentracdo de 50 JI/cm? pode ser
eficaz no controle do minador em condigdes de campo podendo ser utilizado em programa de manejo da
praga. Apesar de todas as vantagens apresentadas, a aplicacéo foliar de NEP pode ser limitada devido a
obstaculos ambientais como a radiacdo ultravioleta, altas temperaturas e baixa umidade, reduzindo a
sobrevivéncia e a eficacia dos nematoides (Shapiro-Ilan et al. 2005). Assim, as aplicagcbes devem ser
realizadas & noite ou no inicio da manhd, quando condi¢des ambientais desfavoraveis podem ser evitadas
(Cabanillas e Raulston 1995).

Contudo, para 0 nosso conhecimento este é o primeiro relato demostrando a eficacia da aplicacéo
combinada de inseticidas via solo e NEP ao longo da condug&o da cultura com infestagdes semanais de T.
absoluta. A aplicagdo de inseticidas sistémicos via solo na cultura do tomateiro em mudas ou no pos-
plantio é uma técnica comum adotada pelos produtores buscando o controle preventivo em areas com
historico de ocorréncia de insetos-praga. Além disso, na cultura do tomateiro podem ocorrer diferentes
insetos-pragas, de tal modo que apenas a aplicacdo de NEP ndo seria suficiente para controla-las, sendo
necessaria a utilizacdo de outro método de controle, como o quimico. Assim, a utilizacdo combinada de
inseticidas com os NEP principalmente em cultivo protegido, é uma préatica que pode favorecer o controle
da praga, uma vez que a aplicacdo dos inseticidas seria feita de forma localizada, reduzindo a presenca do
produto no ar e a contaminacdo dos aplicadores. A eficacia da aplicacdo de NEP combinada com os
inseticidas apresenta uma alternativa vidvel no controle da T. absoluta, tornando-se mais uma ferramenta
para programas de MIP. E conhecido que alguns inseticidas proporcionam melhora na atividade dos NEP
(Ishibashi e Takii 1993).

Shapiro-llan, Cottrell e Wood (2011) conseguiram efeito sinérgico de S. carpocapsae quando
aplicado com carbaryl e cipermetrina na mortalidade de larvas de Curculio caryae (Coleoptera:
Curculionidae) em Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch. De acordo com Koppenhofer et al. (2002) a
aplicagdo combinada de NEP e imidacloprido além de aumentar a mortalidade de Scarabaeidae também
aumenta a velocidade de mortalidade em relacdo aos nematoides isolados tanto em laboratorio quanto em
casa de vegetacdo, sendo um aspecto positivo da aplicagdo conjunta. Neste sentido, Negrisoli et al. (2010)
avaliaram a aplicacdo conjunta de Heterorhabditis indica, S. carpocapsae e Steinernema glaseri com

inseticidas no controle de lagartas de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) obtendo
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efeito aditivo e sinérgico da aplicacdo em laboratério e campo. Koppenhofer e Fuzy (2008) observaram
que a aplicacdo combinada entre clorantraniliprole uma semana antes e em seguida Heterorhabditis
bacteriophora houve um aumento no controle de Anomala orientalis (Coleoptera: Scarabaeidae)
ocorrendo efeito sinérgico da aplicacdo combinada.

Alguns trabalhos tém investigado a aplicagdo em momentos diferentes de NEP e inseticidas no
controle de insetos-praga. De acordo com Head et al. (2000) a aplicacéo de inseticidas via foliar 24 horas
antes da aplicagdo do nematoide Steinernema feltiae proporcionou um aumento na mortalidade de
Liriomyza huidobrensis (Diptera: Agromyzidae). O mesmo foi observado no trabalho desenvolvido por
Cuthbertson et al. (2007) no qual a aplicacdo de inseticidas sistémicos 24 horas apos a aplicagdo de S.
carpocapsae proporcionou um aumento na mortalidade de Bemisia tabaci, sendo que o inseticida
imidacloprido sozinho e combinado com o NEP apresentou menor controle quanto a mortalidade da praga,
resultados similares aos encontrados no presente trabalho.

As avaliacBes feitas semanalmente e quinzenalmente tiveram como proposito confirmar a
mortalidade das larvas de T. absoluta pelo nematoide ou inseticida. Pouco se conhece sobre intervalo de
aplicagbes de NEP durante a conducdo da cultura, onde ha infestacdo constante de uma determinada
praga. Zappala et al. (2011) avaliaram a aplicacdo semanal e quinzenal de duas diferentes formulacGes de
enxofre e um tratamento com Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner) na infestacdo semanal de T. absoluta
na cultura do tomateiro. A aplicagcdo semanal e quinzenal de enxofre reduziu a infestacdo de T. absoluta
em relagéo ao tratamento controle e ao tratamento contendo Bt.

A avaliagdo das plantas no final do ensaio mostrou a capacidade da aplicacdo combinada de NEP
e inseticidas na protecdo da cultura permitindo um crescimento adequado. Em trabalho realizado por
Fayad et al. (2001) plantas de tomate da cultivar Santa Clara cultivadas em ambiente protegido
apresentaram altura maxima de 86 cm apdés 75 dias do plantio com mudas transplantadas apresentando 1
par de folhas verdadeiras, sendo que no presente trabalho as plantas com aplicacdo semanal com
combinacio de Actara® + NEP apresentaram 93 cm de altura, no entanto apresentavam no inicio do ensaio
30 cm de altura, isso explica a diferenca do tamanho no tempo. Segundo 0s mesmos autores o crescimento
méaximo do tomate ocorre até os 45 dias ap6s o plantio das mudas. Esses resultados mostram a capacidade
do nematoide combinado com os inseticidas de promover um possivel ganho na producdo devido a
protecdo da cultura. Outro fator relacionado ao maior crescimento das plantas pode ser pelo efeito
fisiologico desses produtos, estimulando a produgdo de horménios pelas plantas (Castro et al. 2008).

A possibilidade da interacéo de NEP e inseticidas deve receber especial atengdo nas culturas onde
0 uso de defensivos ainda € indispensdvel, como na cultura do tomateiro. A aplicacdo em intervalos
previamente definidos de produtos quimicos é uma técnica utilizada pelos produtores, principalmente em

areas onde ocorrem infestacGes constantes de T. absoluta. Desta forma, aplicacfes sequenciadas de NEP
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podem ser feitas com uma alternativa para diminuir a selecdo de insetos resistentes, tornando a técnica
viavel. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que 0 uso preventivo de inseticidas sistémicos
aplicados via solo combinados com aplicacfes de H. amazonensis pode ser uma estratégia no controle da
T. absoluta, visando diminuir o uso inadequado de inseticidas.
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Resumo

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) é uma das principais pragas da cultura do
tomateiro. Os nematoides entomopatogénicos (NEP) possuem potencial no controle dessa praga e podem
ser utilizados juntamente com inseticidas compativeis. Com isso, objetivou-se avaliar a suscetibilidade de
pupas de T. absoluta a NEP combinados com diferentes doses de inseticidas compativeis abaixo da
recomendada em condi¢cBes de laboratorio e casa de vegetacdo. A espécie de NEP utilizada foi
Heterorhabditis amazonensis JPM4. Os inseticidas utilizados foram Actara®, Premio® e Warrant®. A
eficacia da aplicagdo combinada entre diferentes doses dos inseticidas e o NEP sobre T. absoluta foi
realizada em laboratorio e casa de vegetacdo. Em laboratdrio houve efeito aditivo da aplicagdo combinada
de inseticidas e H. amazonensis a medida que aumentou a dose dos produtos. No ensaio em casa de
vegetacdo a aplicagdo combinada de NEP e inseticidas manteve a mortalidade acima de 48%, sendo que a

aplicagdo combinada entre NEP e Warrant 75% apresentou 60% de mortalidade.
Palavras-chaves: Controle associado, Controle bioldgico, seletividade.
Abstract

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) is one of the main pests of the tomato crop.
The entomopathogenic nematodes (EPN) have potential in the control of this pest and can be used
together with compatible insecticides. The objective of this study was to evaluate the susceptibility of
pupae from T. absoluta to EPN combined with different doses of compatible chemical insecticides in
laboratory and greenhouse conditions. The species of EPN used was Heterorhabditis amazonensis JPM4.
The insecticides used were Actara®, Premio® and Warrant®. The effectiveness of the combined application
between different doses of insecticides and the EPN on T. absoluta was performed in laboratory and
greenhouse. In the laboratory there was an additive effect of the combined application of insecticides and
H. amazonensis as the dose of the products increased. In the greenhouse experiment, the combined
application of NEP and insecticides maintained mortality above 48%, and the combined application

between NEP and Warrant 75% presented a 60% mortality.

Keywords: Associated control, biological control, selectivity

1. Introducéo
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Dentre as pragas da cultura do tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae),
conhecida como traga-do-tomateiro, destaca-se por causar prejuizos econdmicos, sendo considerada praga
chave. E originario da América do Sul (Barrientos et al., 1998; EPPO 2010), e atualmente encontra-se
distribuido em varios paises no mundo. Na Europa, T. absoluta foi primeiramente descrita na Espanha no
final de 2006 (Urbaneja et al., 2007), e desde entdo, se espalhou em toda a bacia do Mediterraneo,
chegando & Alemanha, Suica e Reino Unido.

A traga-do-tomateiro ocorre durante todo o ciclo da cultura, podendo atacar tanto folhas, flores,
caules e frutos (Apablaza, 1992). As fémeas de T. absoluta normalmente depositam seus ovos nas folhas.
Os quatro estadios larvais vivem em tlneis no interior da folha onde se alimentam e se desenvolvem,
causando injdrias e por consequéncia queda na produtividade. No Ultimo estadio as larvas descem para o
solo por um fio de seda para tornarem-se pupas. Estas, por sua vez, completam seu desenvolvimento
principalmente no solo e depois de 6 a 8 dias, emergem os adultos. A longevidade das fémeas € entre 10 e
22 dias e sua fecundidade de 60 a 120 ovos. A espécie precisa de 29 a 38 dias para completar seu ciclo,
dependendo da temperatura (Urbaneja et al., 2007).

Devido aos prejuizos que T. absoluta pode provocar na cultura, particularmente quando a
infestacdo é alta, a aplicacdo de inseticidas é utilizada com frequéncia no controle da praga, mas o risco de
desenvolvimento de resisténcia tem sido demostrado por varios estudos (Siqueira et al., 2000; Silva et al.,
2011). No Brasil o primeiro caso de resisténcia em populagdes de T. absoluta foi relatado por Siqueira et
al. (2000) a abamectina, cartap, metamidofos e cipermetrina. Posteriormente, Silva et al. (2011) relataram
alto nivel de resisténcia de populag¢fes do insetos a inseticidas em alguns estados brasileiros, como por
exemplo com os ingredientes ativos indoxacarbe, B. thuringiensis, bifentrina e cipermetrina a essa praga
(> 100 vezes). Mais recentemente, resisténcia a espinosinas tem sido relatada (Campos et al., 2014; Reyes
etal., 2012).

Para reduzir tal problema deve ser preconizado 0 manejo integrado de pragas (MIP), podendo-se
utilizar métodos como o controle biolégico com nematoides entomopatogénicos (NEP). Os NEP penetram
no hospedeiro geralmente através de aberturas naturais como aparelho bucal, anus e espiraculos ou
diretamente através da cuticula (apenas Heterorhabditis spp) (Poinar, 1990). Os nematoides liberam a
bactéria que produz toxinas dentro do hospedeiro levando & sua morte dentro de 24 a 48 horas (Kaya,
1985). Diferentes abordagens tém sido realizadas utilizando NEP no controle de T. absoluta, sendo que
varios isolados de nematoides apresentam potencial para o controle de lagartas dessa praga, porém nos
ensaios realizados com pupas ocorre uma baixa viruléncia dos NEP (Batalla-Carrera et al ., 2010; Garcia-
del-Pinto et al., 2013; Agudelo, 2014).
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Uma das formas de aumentar o controle de pupas seria com a aplicacdo combinada entre NEP e
inseticidas (Dubovskiy et al., 2010; Li et al., 2007), utilizando os inseticidas em doses abaixo da
recomendada (Koppenhdofer et al., 2000; Koppenhdfer e Kaya, 1998), além de aumentar a mortalidade dos
insetos-pragas reduz o custo para o produtor. Estudar métodos que aumentem a eficicia dos NEP no
controle dessa praga torna-se importante uma vez que eles apresentam como habitat natural o solo,
podendo reduzir a populacdo dessa praga na fase de pupa. Com isso, objetivou-se investigar a
suscetibilidade de pupas de T. absoluta a NEP combinado com diferentes inseticidas compativeis em

doses abaixo da recomendada em condicGes de laboratorio e casa de vegetagao.

2. Material e Métodos

2.1. Criagdo dos insetos utilizados no ensaio

O nematoide utilizado para os bioensaios foi Heterorhabditis amazonensis JPM 4 (isolado em
amostra de solo em Lavras, MG, Brasil), o qual foi mantido em suspensdo aquosa (500 JI/ml) a 16°C +
1°C. A producdo de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) foi executada de acordo com a
metodologia adaptada por Dutky et al. (1964) utilizando-se dieta artificial modificada por Parra (1998). Os
NEP foram multiplicados em larvas de Gltimo instar de G. mellonella, de acordo com Kaya e Stock
(1997).

Os adultos de T. absoluta provenientes de plantas de tomateiro mantidas em casa de vegetacédo
foram confinados em laboratério dentro de gaiolas de policloreto de vinila com dimensdes 47x47x47 cm
com folhas de tomateiro fixadas em uma espuma fendlica de 3x22x10 cm devidamente umedecida com
agua para oviposicdo. As folhas de tomateiro com os ovos foram colocadas em outra gaiola adicionada
com espuma fendlica, nas quais foram acondicionadas, a cada trés dias, folhas de tomateiro para permitir a
alimentacdo das larvas e seu desenvolvimento. A criacdo de T. absoluta foi mantida a 27 + 1° C, UR 70 +
10% e fotofase 12 h para fornecer pupas necesséarias para o experimento. A cultivar utilizada para
manutencdo da criacdo foi a Santa Clara. Trés inseticidas foram utilizados para a conducdo dos ensaios
(Tabela 1).

Tabela 1. Produtos utilizados para a conducdo dos ensaios

Ingrediente ativo  Produto comercial Grupo quimico C.T P.C. ha'
Tiametoxam Actara® neonicotinoide i 800 ¢
Imidacloprid Warrant® neonicotinoide " 2009

Clorantraniliprole Premio® diamida antraninilica 11 200 ml

C.T = Classificacdo toxicoldgica

P.C = Produto comercial
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2.2. Aplicacdo de nematoides entomopatogénicos e inseticidas no controle de pupas de Tuta absoluta em

condicdes de laboratério.

Para avaliar a aplicagdo conjunta de nematoides e inseticidas no controle de pupas de T. absoluta
foram utilizadas placas de Petri de vidro de 5,5 cm de didmetro contendo 5 g de substrato composto de
solo de textura média e esterco curtido de bovino na propor¢do 1:1. Em cada placa de Petri foram
adicionadas quatro pupas de T. absoluta e em seguida foi aplicado 1 ml de NEP a 42,12 Jl/cm® (1000
Jl/placa) juntamente com 1 ml de cada inseticida e 1 ml de 4gua destilada, para aumentar a umidade do
substrato. As placas de foram vedadas com filme PVC e colocadas em camara climatizada a 27 + 1° C.

Os inseticidas foram aplicados em trés diferentes porcentagens da dose do produto, sendo a dose
recomendada do produto, formando os seguintes tratamentos: 1 — Inseticidas a 25% da dose recomendada;
2 — Inseticidas a 50% da dose recomendada; 3 — Inseticidas a 75% da dose recomendada; 4 — Nematoides
entomopatogénicos; 5 — Combinagdo de cada inseticida a 25% da dose recomendada e nematoides
entomopatogénicos; 6 - Combinagdo de cada inseticida a 50% da dose recomendada e nematoides
entomopatogénicos; 7 - Combinagdo de cada inseticida a 75% da dose recomendada e nematoides
entomopatogénicos; 8 — Controle (apenas agua). Os tratamentos foram repetidos 10 vezes, sendo cada
placa uma repeticdo. Apods as aplicacdes as placas foram mantidas em camara climatizada a 27 + 1° C.

Para as avaliacGes dos tratamentos com a presenca dos nematoides as pupas foram dissecadas e
observadas em microscopico estereoscopico para confirmacdo da mortalidade pelos NEP. A mortalidade
das pupas foi avaliada 96 horas apds os tratamentos. Para os tratamentos sem a presen¢a dos NEP foi
avaliada a presenca de adulto na placa. As avaliagBes desses tratamentos foram feitas 11 dias apos
adicionar as pupas nos substratos. Antes de cada avaliacdo as pupas foram lavadas em agua destilada para
retirar 0s nematoides aderidos a seu corpo, aumentando a confiabilidade da presenca do nematoide dentro
do hospedeiro.

Analise estatistica: Os valores de mortalidade foram submetidos a analise de variancia e a
diferenca entre as medias dos tratamentos foram analisadas usando-se o teste de Tukey (p < 0,05), no
programa SISVAR (FERREIRA, 2011). A fim de avaliar a efeito da interagdo entre inseticidas e
nematoides foi utilizado o teste binomial; a porcentagem de mortalidade observada e esperada foi
comparada pelo método de Robertson e Preslier (1992), modificado por Nishimatsu e Jackson (1998). O
percentual de mortalidade esperada foi obtida através da formula: Pe = Po + (1 - Po) (P1) + (1 - Po) (1 -
P1) (P2), onde Pe representa a mortalidade esperada da combinacdo entre NEP e inseticidas; Po representa
a mortalidade no tratamento controle (mortalidade natural do inseto); P1 representa a mortalidade ap6s o

tratamento apenas com inseticida, e P2 representa a mortalidade ap6s o tratamento apenas com
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nematoides. O valor para o qui-quadrado (X?) foi calculado através da formula: X? = (Lo — Le)/Le + (Do —
De)/De onde Lo é o numero de insetos vivos observado, Le é o numero de insetos vivos esperado, Do é o
numero de insetos mortos observados e De é 0 numero de insetos mortos esperado. Foi utilizado um valor
de X? = 3,84 para considerar o grau de liberdade (n-1) e p = 0,05. Para a interacdo aditiva o X? foi
representado por X? < 3,84, antagonismo por X* > 3,84 e Po < Pe e sinergismo por X* > 3,84 e Po > Pe.

2.3. Aplicacéo de inseticidas e nematoides entomopatogénicos em vasos de tomate em casa de vegetacio

para o controle de pupas de Tuta absoluta.

Para o ensaio foram utilizados os inseticidas que apresentaram efeito aditivo com os NEP. Dez
vasos com substrato convencional formado por terra de barranco e esterco curtido de bovino compuseram
cada tratamento. Cada vaso recebeu quatro pupas de T. absoluta de dois a quatro dias e em seguida foi
feita a aplicacdo combinada dos JI a 1000 JI/ml e dos inseticidas na melhor dose do ensaio anterior, sendo
que cada vaso recebeu 20 ml de suspensdo de NEP e 20 de solugdo de inseticidas. Os inseticidas também
foram aplicados separadamente de acordo com as doses em que houve efeito aditivo. Para os inseticidas
gue apresentaram efeito aditivo em mais de uma dose, foi escolhida a que apresentou maior porcentagem
de mortalidade. Os controles foram apenas aplicacdo de nematoides e apenas aplicacdo de agua. O solo foi
levado a capacidade de campo para manter a umidade antes de aplicar os tratamentos, sendo novamente
umedecido apds 96 horas. Esse ensaio foi realizado duas vezes a fim aumentar a confiabilidade dos
resultados.

Os vasos foram cobertos por um pano voil, para avaliar a emergéncia dos adultos. A avalia¢do dos
tratamentos foi feita 96 horas apés a aplicacdo dos NEP, sendo que as pupas as quais ndo emergiram 0s
adultos foram dissecacdo para a confirmacdo da mortalidade pelo nematoide. Para os tratamentos sem a
presenca dos NEP foi avaliada a presenca de adulto nos vasos. As avaliacGes desses tratamentos foram
feitas 11 dias apds adicionar as pupas nos substratos. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados.
Os dados foram submetidos a analise de varidncia e teste de Tukey (P< 0,05) para comparacdo entre
médias, no programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados

3.1. Aplicacdo de Heterorhabditis amazonensis e inseticidas no controle de pupas de Tuta absoluta em

condi¢es de laboratorio



48

A mortalidade de pupas de T. absoluta foi diferentes entre as doses utilizadas dos inseticidas (F =
2.81, gl = 9, P = 0.005). A aplicacdo combinada de H. amazonensis com os inseticidas Actara® 75%,
Warrant® 50%, Warrant® 75% e Premio® a 75% apresentam interacéo aditiva na mortalidade das pupas
(Tabelas 2 e 3).

Houve um aumento na mortalidade de pupas de T. absoluta quando submetidas aos tratamentos
com interacdo entre nematoides e inseticidas em relacdo aos tratamentos apenas com inseticidas e H.
amazonensis, sendo que a medida que as doses aumentaram a mortalidade de pupa também aumentou. Em
particular, a mortalidade de pupas foi maior na interacdo de H. amazonensis com Warrant® 75% e
Premio® 75%. No entanto, para alguns tratamentos, tais como Actara® 25% e 50%, Warrant® 25%,
Premio® 25% e 50% observou-se que ocorreu um antagonismo quando feita a aplicacéo conjunta (Tabela
2).

Tabela 2

Interacdo de inseticidas em diferentes doses e Heterorhabditis amazonensis JPM 4 na mortalidade (média
+ EP) de pupas de Tuta absoluta em laboratério (27 + 1°C, UR de 70 + 10 %).

Tratamento Po’ Pe’ Qui-quadrado’ Interacao’
Actara 25% 40,0 + 10,6 ab® 55,6 4,38 Antagonismo
Actara 50% 450+ 11,05ab 60,4 3,95 Antagonismo
Actara 75% 45,0+ 13,33 ab 59,3 2,99 Aditivo
Warrant 25% 25,0+14,33Db 58,2 3,94 Antagonismo
Warrant 50% 43,0+ 13,84 ab 68,5 2,66 Aditivo
Warrant 75% 875+6,71a 91,0 0,13 Aditivo
Premio 25% 30,0+£11,66b 49,6 7,75 Antagonismo
Premio 50% 37,5+15,47 ab 55,0 5,57 Antagonismo
Premio 75% 85,0+ 6,66 a 88,6 0,15 Aditivo
Controle’ 32,5+1346b 45,0 - -

!Nematoide entomopatogénicos sem inseticida
’Po: Porcentagem de mortalidade observada
3Pe: Porcentagem de mortalidade estimada

*X % (qui-quadrado)= (Lo-Le)?/Le + (Po-Pe)*/De

*Interacdo entre os seguintes fatores: antagonista (X*> 3.84 e Po < Pe), aditivo (X? <3.84), sinérgico (X* > 3.84 e Po
> Pe), sendo 3,84 correspondentes a 1 grau de liberdade P < 0,05.

®Médias seguidas pela mesma letra minGiscula nas colunas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3

Efeito de inseticidas em diferentes doses na mortalidade (média = EP) de pupas de Tuta absoluta ap6s a
exposicdo aos inseticidas em laboratério (27 + 1°C, UR de 70 + 10 %).

Tratamento % de mortalidgde
Actara 25% 75+38la
Actara 50% 10+55a
Actara 75% 75+5,33a
Warrant 25% 5+3,33a
Warrant 50% 125+85a
Warrant 75% 10+£552a
Premio 25% 10+£552a
Premio 50% 10+ 6,66 a
Premio 75% 5+3,33a
Controle 0+0,0b

TAgua sem inseticida

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.2. Aplicacéo de inseticidas e nematoides entomopatogénicos em vasos de tomate em casa de vegetacio

para o controle de pupas de Tuta absoluta

A mortalidade de pupas de T. absoluta em casa de vegetacdo diferiu entre os tratamentos (F =
5.014; gl = 7; p < 0.05). A aplicacdo de NEP com os inseticidas proporcionou aumento na mortalidade do
inseto, principalmente para a combinacdo entre NEP e Warrant® 75% que apresentou a maior
porcentagem de mortalidade diferenciando da aplicacdo quando ambos foram aplicados separados (Fig.
1). A aplicagdo separada de NEP e inseticidas manteve a porcentagem de mortalidade abaixo de 25%, no
entanto quando houve a aplicacdo combinada de NEP e inseticidas a porcentagem de mortalidade foi
acima de 48%, sendo que a aplicacdo combinada entre NEP + Warrant 75% alcancou 60% de mortalidade.

100
80
60 -

ab a
ab
40 j i bc bc
" N
0 i T T T T T ﬁ T T L_\

Premio Actara+ NEP+ NEP Premio Actara Warrant Controle
+ NEP NEP Warrant 75% 75% 75%
75% 75% 75

% de mortalidade

Tratamentos

Fig. 1. Porcentagem de mortalidade (media + EP) de pupas de Tuta absoluta exposta a combinacdes de
inseticidas e nematoides entomopatogénicos em casa de vegetag&o.
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4. Discussao

Trabalhos de compatibilidade e aplicacdo de NEP na cultura do tomateiro para o controle da traga-
do-tomateiro tém sido conduzido (Garcia-del-Pino et al., 2013; Sabino et al., 2014), embora ainda nao
tenha sido investigado o efeito sinérgico, aditivo ou antagonista da aplicacdo simultanea entre nematoides

e inseticidas no controle de pupas de T. absoluta.

Insetos da ordem Lepidoptera na sua fase larval apresentam maior suscetibilidade aos NEP do que
guando em fase de pupa, no entanto alguns insetos na fase de pupa podem apresentar suscetibilidade aos
NEP como G. mellonella, Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), Spodoptera exigua (Lepidoptera:
Noctuidae) (Kaya e Hara, 1981). As larvas de T. absoluta apresentam suscetibilidade aos NEP,
diferentemente das pupas que apresentam tolerancia, sendo baixa a porcentagem de mortalidade pelos
NEP, menor do que 20% (Batalla-Carrera et al., 2010; Garcia-del-Pino et al., 2013; Agudelo, 2014). A
baixa suscetibilidade de pupas pode estar relacionada a capacidade de encapsulacdo do inseto nesse
estagio (Richards e Davies, 1977). A encapsulagdo é uma resposta de imunidade comum entre insetos, e
em NEP tem sido relatada em insetos (Pye e Burman, 1977; Girling et al., 2010). No entanto, NEP podem
escapar da encapsulagdo com a aplicagdo simultanea de inseticidas (Dubovskiy et al., 2010; Li et al.,
2007). Além disso, as pupas de Lepidoptera apresentam o aparelho bucal e anus fechados, que sdo

orificios usados pelos JI, e maior esclerotizagdo da cuticula (Hara e Kaya, 1981).

No presente trabalho também foi possivel observar uma baixa mortalidade de pupas de T. absoluta
guando exposta aos inseticidas testados, sendo as pupas de Lepidoptera do tipo obtecta dificultando a
entrada dos inseticidas. O baixo efeito de inseticidas sobre pupas tem sido mostrado em trabalhos de
seletividade onde pupas de Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) foram resistentes a maioria
dos inseticidas (Fatima et al., 2013; Grafton-Cardwell e Hoy, 1985) Godoy et al. (2004) também
confirmaram esses resultados onde os inseticidas thiacloprid, deltamethrin, lufenuron, tebufenozide,
fenbutatin oxide, e abamectin ndo causaram efeito negative na sobrevivéncia de pupas. Rocha (2008)
examinou os efeitos de inseticidas tiametoxam, imidacloprid, endosulfan, e dimetoato e classificou estes
como inofensivos para pupas de C. externa, sugerindo que a morfologia da pupa que é do tipo livre pode

ter servido como barreira para penetracdo dos inseticidas.

A acdo de inseticidas sobre organismos pode levar a distrbios da atividade de muitos sistemas,

incluindo o neuroendécrino e imunologico, além disso, substancias tdxicas induzem a excessiva
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intensidade de reagdes de protecdo do inseto podendo levar ao esgotamento mais rapido do organismo e,
consequentemente, a maior suscetibilidade a agentes patogénicos (Dubovskiy et al., 2013a). Os inseticidas
podem também afetar o sistema nervoso do inseto, impedindo a producéo de horménios que participam na
resposta de imunidade contra agentes infecciosos (Dubovskiy et al., 2013). A aplicagdo combinado de
inseticida e Metarhizium anisopliae sobre larvas de Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera:
Chrysomelidae) levou a uma queda da taxa de encapsulacéo e houve efeito sinérgico sobre a mortalidade
desse inseto (Dubovskiy et al., 2010). Além disso, a utilizacdo de doses de inseticidas abaixo da
recomendada ndo sé melhorariam a viabilidade econbmica dessa abordagem de controle, mas também
reduzir os potenciais efeitos prejudiciais dos produtos em insetos benéficos (Kaakeh et al., 1996; De Cock
etal.; 1996).

NEP da familia Heterorhabditidae apresentam na regido da boca um dente que pode perfurar a
cuticula do inseto permitindo sua penetracdo (Adams e Nguyen, 2002; Koppenhoofer et al., 2007). A
penetracdo do nematoide pela cuticula provavelmente formou orificios que permitiu a entrada dos
inseticidas que levou & inibi¢do do sistema imunoldgico do inseto. Esse trabalho mostrou que a aplicagdo
combinada de nematoides e inseticida permite que os JI penetrem nas pupas impedindo a emergéncia dos
adultos assim, a maior mortalidade obtida nesses tratamentos pode estar associada & inibi¢do do sistema
imunoldgico do inseto pelo inseticida a medida que se aumenta a dose do produto, sendo que a dose pode
influenciar na combinacdo da aplicagdo entre inseticidas e NEP (Koppenhofer et al., 2002).

Trabalhos de aplicagdo combinada de NEP e inseticidas tém sido realizados, sendo que a
aplicacdo conjunta pode melhorar a eficacia no controle de diferentes insetos praga. Koppenhofer e Fuzy
(2008) observaram que a aplicagdo combinada entre clorantraniliprole uma semana antes e em seguida
Heterorhabditis bacteriophora houve um aumenta no controle de Anomala orientalis (Coleoptera:
Scarabaeidae) ocorrendo efeito sinérgico da aplicagdo combinada. De acordo com Koppenhofer et al.
(2002) a aplicacdo combinada de NEP e imidaclopride além de aumentar a mortalidade de Scarabaeidae
também aumenta a velocidade de mortalidade em relacdo aos nematoides isolados tanto em laboratorio
guanto em casa de vegetacdo, sendo um aspecto positivo da aplicacdo conjunta. Neste sentido, Negrisoli et
al. (2010) avaliaram a aplicagdo conjunta de Heterorhabditis indica, Steinernema carpocapsae e
Steinernema glaseri com inseticidas no controle de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) e obtiveram efeito aditivo e sinérgico da aplicagdo em laboratdrio e campo.

O presente trabalho foi o primeiro em relatar a interacdo de NEP e inseticidas no controle de
pupas de T. absoluta, sendo demostrada a possibilidade da utilizacdo de NEP combinados com inseticidas,
podendo ser empregados em programa de manejo integrado de pragas (MIP). Além disso, as aplicagdes
dos nematoides junto com os inseticidas podem reduzir o risco de selecionar insetos resistentes devido ao

nematoide controlar os individuos menos suscetiveis aos inseticidas, mesmo quando esses sdo aplicados
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em baixas doses (Koppenhofer e Kaya, 1998). O controle combinado utilizando dose dos inseticidas
abaixo da recomendada com NEP representa a possibilidade do controle via irrigacdo, dependendo da
tecnologia disponivel ao produtor. O controle em casa de vegetacdo foi eficaz sobre pupas, no entanto séo
necessario mais estudos quanto aos fatores ambientais que possam melhorar a eficécia e persisténcia dos
NEP.
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