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Resumo

A mosca do terrico Bradysia spp. € uma praga comum em culturas protegidas, causando as
larvas, que se alimentam das raizes e caules das plantas, grandes prejuizos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a eficacia da utilizacdo de dois microrganismos entomopatogénicos: Beauveria
bassiana e Steinernema carpocapsae como meio de protecdo bioldgico contra esta praga, aplicados no
substrato de enraizamento de estacas caulinares de tomilho-limdo (Thymus citriodorus) e limonete
(Aloysia triphylla), no modo de producio bioldgico.

Os ensaios decorreram na empresa Ervital, Mezio Castro Daire, numa estufa tipo tdnel, e
utilizaram-se tabuleiros de esferovite e tabuleiros de alvéolos. Utilizou-se um delineamento
experimental em blocos casualizados, com cinco modalidades e quatro repeticdes: sem tratamento,
com aplicacdo de 1,25 g/L de B. bassiana (TO - aplicagdo no inicio do ensaio e Tc - aplicagdo ao
aparecimento da praga), 2,0 g/L de B. bassiana (Tc) e aplicagdo de S. carpocapsae (Tc). Avaliou-se a
populacdo de Bradysia spp., o nimero de plantas enraizadas, o nimero e comprimento das raizes
formadas e a percentagem de enraizamento.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram o interesse da utilizacdo de
bioinsecticidas baseados em B. bassiana e S. carpocapsae que, associados a escolha adequada do
substrato e a época de enraizamento, influenciam positivamente a propagacio vegetativa por estacas
de caule de tomilho-limao (Thymus citriodorus) e limonete (Aloysia triphylla).
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Abstract

Biological protection against fungus gnats - Bradysia spp. for the vegetative propagation
of aromatic and medicinal plants

Fungus gnats (Bradysia spp.) are major insect pests of greenhouse-grown horticultural crops
mainly due to the direct feeding damage caused by the larvae, and the ability of larvae to transmit
certain soil-borne plant pathogens. This study aimed to evaluate the effectiveness of the use of two
entomopathogenic microorganisms: Beauveria bassiana and Steinernema carpocapsae as a means of
biological protection against this pest, applied in the rooting substrate cuttings of lemon thyme
(Thymus citriodorus) and verbena (Aloysia triphylla) in organic production.

This work was carried out under greenhouse conditions in Ervital company, using stem
cuttings of lemon thyme and verbena placed in polystyrene and alveolar trays, according to a
randomized design, consisting of five treatments with four repetitions: no treatment, applying
Beauveria bassiana 1.25 g/L (application at the beginning of the experiment - TO and application of the
outbreak of plague (Tc), 2g/L (Tc) and Steinernema carpocapsae nematode (Tc). The number of rooted
plants and root development was assessed based on the number and the length of roots formed in the
stem.

The results obtained in this study showed the interest of using bioinsecticides based on B.
bassiana and S. carpocapsae that, associated with the proper choice of substrate and the time of
rooting, positively influence the vegetative propagation of lemon thyme (Thymus citriodorus) and
verbena (Aloysia triphylla) in organic production.

Keywords: Bradysia spp., Thymus citriodorus, Aloysia triphylla, Beauveria bassiana,
Steynernema carpocapsaea, rooting
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Introducio

A empresa Ervital, localizada em Mezio, dedica-se a producdo de numerosas espécies de
Plantas Aromaticas e Medicinais no modo de produ¢do bioldgico como o tomilho-limao (Thymus
citriodorus) e limonete (Aloysia triphylla). Para estas espécies, de elevado interesse econdmico e
utilizadas como plantas aromaticas, medicinais, condimentar e também ornamentais (Mourio, 2012a;
2012b), a percentagem de enraizamento é condicionada por ataques da mosca do terrico (Bradysia
spp.).

Da familia Sciaridae, as larvas de espécies do género Bradysia, alimentam-se do sistema
radicular de plantas produzidas em ambientes favoraveis, causando danos diretos, e indiretos pela
transmissdo de agentes fitopatogénicos (Cloyd & Zaborski, 2004; Cloyd, 2015). Sdo pragas importantes
em culturas de cogumelos e em viveiros de enraizamento de estacas (Lacey & Georgis, 2012), atacando
diversas plantas de importancia econdémica, incluido o tomilho-limdo e o limonete (Macedo et al,,
2007). O ciclo biolégico da mosca do terrico, completa-se em 3-4 semanas para temperaturas 6timas
de 18°C a 25°C (Harris et al., 1996), passando o inseto por quatro estadios ovo, larva, pupa e adulto
(Cloyd, 2008). Os meios de protecdo das plantas contra a mosca-do-terrico passam por contrariar os
fatores favoraveis ao desenvolvimento do inseto, evitando altos teores de humidade do ar e do
substrato, a ma drenagem do substrato, a presenca de residuos orgdnicos na estufa e o
ensombramento no local onde as plantas permanecem durante o periodo de enraizamento (Cloyd,
2015).

A utilizacdo de meios de protegdo bioldgica contra pragas das culturas estd bem documentada,
nomeadamente a utilizacdo de fungos e nematodes entomopatogénicos (Nedstam & Burman, 1990;
Macedo et al, 2007; Cloyd, 2008; Moura et al., 2013). Ao contrario de bactérias e virus, os fungos
infetam os insetos através do intestino e das estruturas respiratdrias, tendo capacidade de penetracdo
direta no tegumento. Esta capacidade permite que os fungos infetem os hospedeiros
independentemente dos seus habitos alimentares (Ferron, 1978). B. bassiana caracteriza-se por
apresentar um micélio branco algodonoso ou amarelado cremoso e em meio de cultura, alcanc¢a o seu
completo desenvolvimento em 21 dias a 27°C. B. bassiana atua por contato (Ortiz-Urquiza & Keyhani,
2013), sendo importante que as aplicacoes de formulagdes a base deste fungo, sejam uniformes de
modo a incidir sobre os insetos a controlar, que param de se alimentar e morrem ao fim de 4 a 10 dias
apos a infecdo. O tratamento pode repetir-se em intervalos de 4-7 dias.

Os nematodes do género Steinernema tém sido reconhecidos como agentes eficazes de
prevencdo de ataques de insetos e tém revelado grande interesse como bioinseticida. As formas
juvenis infetantes do nematode penetram no inseto através de aberturas naturais, como a cavidade
bocal e o anus (Gaugler & Kaya,1990). A atuagdo 6tima de S. carpocarpsae ocorre quando a
temperatura do solo varia entre 14°C e 35°C. Para obtencdo de bons resultados, a superficie do solo
deve estar himida antes da aplicacdo. Os nematodes sdo sensiveis a luz (radiacdo UV), pelo que deve
evitar-se aplicagdes em condi¢cdes de luz solar direta, sendo recomendavel realizar o tratamento ao
escurecer (Koppert, 2012).

O presente trabalho teve como objetivo otimizar as condi¢cdes de propagacio vegetativa de
tomilho-limdo (Thymus citriodorus) e de limonete (Aloysia triphylla), duas espécies frequentemente
atacadas pela mosca-do-terrico, Bradysia spp. durante o enraizamento de estacas, recorrendo a
utilizacdo de biopesticidas com microrganismos entomopatogénicos, nomeadamente o fungo B.
bassiana e o nematode S. carpocapsae, aplicados no substrato de enraizamento das espécies em estudo.

Material e métodos

0 trabalho experimental decorreu na exploracdo da Ervital, Plantas Aromaticas e Medicinais,
Lda., situada na freguesia do Mezio, Castro Daire, distrito de Viseu entre 28 de marco e 18 de julho de
2013. O estudo decorreu em viveiro, no interior de uma estufa tipo tunel de paredes curvas (10 m x
50 m) com estrutura metdlica em ago-galvanizado, com cobertura de polietileno térmico, ventilacdo
superior por janelas descontinuas, nos topos e meias luas basculantes.

Para os estudos de enraizamento realizaram-se no total sete ensaios: cinco ensaios de T.
citriodorus (T1 a T5) e dois no caso de A. triphylla, (L1 a L2) (quadro 1).

Em cada ensaio utilizaram-se estacas herbaceas de caule, com 5-10 cm de comprimento e 3 a
10 folhas. Estudou-se o efeito da aplicagdo de B. bassiana (BB) e S. carpocapsae (SC) no enraizamento
das culturas em diferentes substratos e tabuleiros de enraizamento.

Para o enraizamento utilizou-se o substrato ProfLine 55/45 da PlanetaBIO ja usado na Ervital.
E um substrato com elevada percentagem de matéria organica estavel, rico em 4cidos himicos e
falvicos e isento de infestantes ou agentes patogénicos, adequado a producdo de plantas que
necessitam de maior disponibilidade de agua. Utilizou-se ainda como componentes do substrato de
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enraizamento o saibro, a areia e a perlite, como indicado no quadro 1. O saibro utilizado era
proveniente do monte do Mezio, e é frequentemente utilizado nas misturas de substratos para
enraizamento e envasamento de plantas na Ervital. Os dados meteoroldgicos (temperatura e
humidade) foram monitorizados através de um Termohigrégrafo - Thermo-Hygrograph 79t, Dr. A.
Muller, de rotacao semanal.

Os ensaios foram realizados com um delineamento experimental de blocos causalizados com 4
repeti¢des e 5 tratamentos, com cada repeti¢do constituida por 25 plantas.

Em todos os ensaios com B. bassiana, usou-se o produto comercial BASSI®WP, com 22% do
fungo entomopatogénico (4,4x101° conidios.g!), formulado em pé molhavel com um tratamento de
protecdo de esporos contra a agdo da luz (UV), as altas temperaturas, e a reduzida humidade relativa.
Efetuaram-se aplica¢des de 1,25 g/L de B. bassiana no inicio do ensaio (T0) ou ap6s o aparecimento de
adultos de Bradysia spp. (Tc) e, 2g/L de B. bassiana ao aparecimento da praga (Tc) (quadro 2). Nos
ensaios com S. carpocarpsae, utilizou-se o produto comercial CAPSANEM, Koppert Biological Systems,
composto por 80 % de nematodes (larvas do 32 estadio) e 20% de um suporte inerte, formulado em pé
molhavel, aplicado ao aparecimento da praga (Tc) (quadro 2). Como testemunha, 0 mesmo niimero de
estacas ndo levou qualquer tratamento contra a mosca do terrico.

A monitorizagdo da praga na estufa realizou-se através da contagem do nimero de insetos
capturados em armadilhas cromotrépicas amarelas com cola, durante o periodo em que decorreram os
ensaios. As placas foram colocadas a altura das estacas, e utilizou-se uma placa por cada tratamento.

No final de cada ensaio procedeu-se ao envasamento das plantas enraizadas, tendo-se
observado 20 estacas por cada tratamento, perfazendo 100 plantas por ensaio, tendo-se registado o
nimero e o comprimento das raizes formadas. A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o
software aplicativo Statistical Package for Social Sciences- SPSS, para comparacdo das médias dos
tratamentos de cada ensaio utilizando o teste de Tukey HSD (p <0,05).

Resultados e discussao
Monitorizagdo da mosca-do-terrigo

Nos ensaios realizados entre margo e maio (T1, T2 e T3) o nimero médio de capturas de
Bradysia spp. foi de 47 adultos. Este baixo nimero de capturas resulta dos valores médios da
temperatura registados na estufa (3°C e 19°C), que juntamente com os valores da humidade
demonstraram a inexisténcia de condi¢des ideais para desenvolvimento de Bradysia spp.

Nos ensaios realizados entre maio e julho (T4, T5, L1 e L2) as condi¢des climaticas no interior
da estufa foram mais favoraveis ao desenvolvimento da praga, e o nimero médio de insetos de
Bradysia spp. capturados foi superior. Nos ensaios L1 e L2 de limonete, capturaram-se respetivamente,
414 e 398 insetos. Nos ensaios T4 e T5 de tomilho-limao, realizados num periodo muito idéntico ao de
limonete, e portanto com condi¢des de temperatura e humidade idénticas, a populacdo da praga foi
inferior aos registados para o ensaio de limonete, tendo-se capturado 273 e 174 adultos em T4, e T5,
respetivamente, o que parece indicar uma preferéncia da praga pela espécie enraizada.

Nas armadilhas cromotrépicas colocadas acima das plantas de limonete dos tratamentos com
B. bassiana, (L1/BB-1,25 g/L, e L2/BB-2g/L) o niimero de capturas de Bradysia spp. foi inferior as
capturas nos tratamentos com S. carpacapsae, indicando maior eficacia de B. bassiana no controlo da
praga. Idénticos resultados foram obtidos nos ensaios T4 e T5 (dados ndo apresentados).
Enraizamento de estacas de tomilho-liméo

Na figura 1(a) e (b) apresentam-se os resultados da percentagem de enraizamento, e no
quadro 3 o numero médio e comprimento médio das raizes de tomilho-limdo (T. citriodorus). Nos
primeiros meses do ano (mar¢o a maio: T1, T2, T3) foi possivel enraizar com sucesso estacas de
tomilho-limdo com percentagens superiores a 95%. No ensaio em que se utilizou a mistura de
substrato constituido por ProflLine 55/45 e saibro (T1), as maiores percentagens de enraizamento
foram aparentemente obtidas nos tratamentos BB-1,25-Tc e BB-2,0-Tc, respetivamente de 94% e 95%.
O maior nimero e maior comprimento das raizes formadas (p <0,05) foi obtido no tratamento BB-
1,25-Tc (quadro 3). Quando o saibro foi substituido por areia na composicdo do substrato (T2) as
percentagens de enraizamentos variaram entre 91% e 96%, ndo se tendo registado diferencas
significativas no nimero e no comprimento das raizes entre os tratamentos. No ensaio realizado em
tabuleiros de alvéolos (T3) com uma mistura de substrato idéntico ao utilizado em T1, a percentagem
de enraizamento mais elevada, de 97 %, foi obtida quando se aplicou CAPSANEM (S. carpocapsae) no
substrato, no momento do aparecimento de adultos de Bradysia spp.

Nos ensaios realizados entre junho-julho (T4 e T5), com condi¢des de temperatura mais
favoraveis ao desenvolvimento de Bradysia spp. obtiveram-se as percentagens de enraizamento mais
baixas de todos os ensaios realizados com tomilho-limido (56%). Os resultados parecem indicar que
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para populagdes mais elevadas de Bradysia spp. (273 adultos capturados) a adicdo de S. carpocarpsae
(SC-TC) e de B. bassiana (BB-1,25T0) no substrato constituido por ProflLine 55/45, perlite e areia (T4)
ndo permite controlar eficazmente a praga, ndo sendo esta mistura adequada ao enraizamento de
tomilho. Nestas condi¢des o maior niimero de raizes (12,6+0,78) obteve-se no tratamento BB-1,25 g/L-
TO. Nesta esta época do ano, junho-julho (quadro1), o enraizamento de tomilho em areia (T5) beneficia
da aplicacdo de B. bassiana antes do inicio das capturas de Bradysia spp. (BB-1,25 g/L-T0), que conduz
ao maior nimero de raizes formadas (p <0,05).
Enraizamento de estacas de limonete

Na figura 1c apresentam-se os resultados da percentagem de enraizamento de limonete (A.
triphylla), e no quadro 4 o nimero e comprimento médio das raizes. A utilizagdo de uma mistura de
ProflLine 55/45 saibro e areia (L1), conduziu a 100% de enraizamento das estacas de limonete no
tratamento com BASSI®WP (B. bassiana) aplicado no inicio do ensaio (BB-1,25-T0). Nos restantes
tratamentos registaram-se valores inferiores a 100%. Apesar dos resultados da substitui¢do de saibro
por perlite (L2) ndo terem sido conclusivos, pois as plantas testemunha ndo submetidas a qualquer
tratamento, foram as que melhor enraizaram. Todos os tratamentos com B. bassiana e S. carpocapsae
conduziram a percentagens de enraizamento elevadas, ente 87% e 96%, apesar de nao se terem
registado diferencas significativas no comprimento das raizes entre os tratamentos.

Conclusoes

A auséncia de condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento de Bradysia spp. entre
mar¢o e maio, permite nas condi¢des da empresa Ervital enraizar estacas de tomilho-limao (T.
citriodorus) com percentagens superiores a 95% de enraizamento, nesta época do ano. A propagacdo
vegetativa de tomilho num periodo do ano com temperaturas mais elevadas (junho-julho), coincidente
com condi¢bes favoraveis ao desenvolvimento de Bradysia spp., devera ser feita em substratos sem
perlite e com aplicagdes de B. bassiana e S. carpocarpsae.

Apesar da maior pressdo da praga, o limonete (A. triphylla) pode ser propagado com muito
sucesso (100% de enraizamento) no fim da primavera e inicio do verdo, utilizando misturas de
substratos constituidos por ProflLine 55/4, saibro e areia, tratado com B. bassiana no inicio do
processo de enraizamento das estacas.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram o interesse da utilizacdo de
bioinsecticidas baseados em B. bassiana e S. carpocapsae, que associado a escolha adequada do
substrato e a época de enraizamento, permite a propagacio vegetativa por estacas de caule de tomilho-
limao (Thymus citriodorus) e limonete (Aloysia triphylla) com sucesso.
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Quadro 1 - Caracterizacdo dos diferentes ensaios de enraizamento de tomilho-limao (T) (T.
citriodorus) e de limonete (L) (A. triphylla).

Ensaio Mistura de Substratos N.2 estacas, tipo de tabuleiros e data do ensaio
T1 ProflLine 55/45 e saibro 200 estacas/tabuleiros de esferovite (28-03 a 2-05).
T2 ProflLine 55/45 e areia 200 estacas/tabuleiros de esferovite (28-03 a 2-05).
T3 ProflLine 55/45 e saibro 200 estacas/tabuleiros de alvéolos (28-03 a 2-05).
T4 ProflLine 55/45, perlite e areia 100 estacas/tabuleiros de esferovite (3-06 a 3-07).
T5 ProflLine 55/45 e areia 100 estacas/tabuleiros de esferovite (11-06 a 11-07).

L1 ProflLine 55/45, saibro e areia 100 estacas/tabuleiros de esferovite (20-05 a 3-07).
L2 ProflLine 55/45, perlite e areia 100 estacas/tabuleiros de esferovite (20-05 a 3-07).

Quadro 2 — Utilizacdo de B. bassiana (BB) e S. carpocapsae (M5-SC) contra Bradysia spp. nos ensaios de
enraizamento.

Tratamento/dose Forma de aplicacio

T Testemunha Sem tratamento

, . TO: inicio do ensaio; T15: ap6s 15 dias; T30: apds 30 dias;
BB-1,25-T0 B bassiana (1,25 g 1) T45: apds 45 dias. Repetir de 15 em 15 dias.
BB-1,25-TC B bassiana (1,25 g L) TC: inicio das (.:apturas de adultos de Bradysia spp. Repetir
de 15 em 15 dias.

TC: inicio das capturas de adultos de Bradysia spp. Repetir
de 15 em 15 dias.
SC-TC S. carpocapsae TC: inicio das capturas de adultos de Bradysia spp. Repetir

(500000 larvas m2) de 15 em 15 dias.

BB-2,0-TC B. bassiana (2,00 g L)
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Quadro 3 — Nimero médio raizes (Nraizes) € comprimento médio das raizes (Craizes) de tomilho-liméo (T.
citriodorus) obtidas nos ensaios T1, T2, T3, T4 e T5, para todos os tratamentos, e nimero de capturas
de Bradysia spp.. Para cada ensaio, valores do nimero de raizes ou comprimento das raizes seguidas

da mesma letra, ndo sdo estatisticamente significativos de acordo com teste de Tukey (p <0,05).

Ensaio T . T2 . T3 . T4 . . 5
(saibro) (areia) (saibro) (perlite+areia) (areia)
[BB-1,25-T0] 12,20+2,19b 12,00+£1,44a 19,25+1,34a 9,85+0,68ab 13,55+0,99a
[BB-1,25-TC] 20,55+2,35a 15,05+ 1,23 a 19,10+ 1,43 a 12,60+0,78a 490+0,58b
5\2 [BB-2,00-TC] 19,50+ 1,53 a 14,05+ 1,20 a 18,05+1,33a 11,85+0,89ab 6,00+0,72b
’ [SC-TC] 1890+ 1,25a 14,10+ 1,00a 17,10+ 1,17 a 790+098bc 830+099b
[T] 2390+2,28a 1420+1,36a 18,20+ 1,35a 7,70+£1,30c 4,65+051b
[BB-1,25-T0] 2,10+£0,31b 1,82+0,20b 2,00+0,22a 2,63+0,15a 3,18%0,12a
o [BB-1,25-TC] 392+047a 3,01+0,28a 2,64+0,27 a 288+0,11a 1,50%0,13b
Ei [BB-2,00-TC] 3,38+0,25a 2,37£0,28b 2,59+0,27a 3,08+0,19a 1,73%+0,15b
E‘ [SC-TC] 3,50+£0,23a 2,34+£0,15b 2,55+0,18a 2,55+0,21a 2,73+0,23a
[T] 4,04+0,36a 3,03+0,22a 193+0,19a 2,38+0,23a 1,68%0,18b
Bradysia spp. 47 47 47 273 174

Quadro 4 — Numero médio raizes (Nraizs) € comprimento médio das raizes (Craizes) de limonete (A.
triphylla), obtidos nos ensaios L1 e L2, para todos os tratamentos, e numero de capturas de Bradysia
spp.. Para cada ensaio, valores do nimero de raizes ou comprimento das raizes seguidas da mesma
letra, ndo sdo estatisticamente significativos de acordo com teste de Tukey (p <0,05).

Niratzes Cratzes
Ensaio L1 L2 L1 L2
(saibro+areia) (perlite+areia) (saibro+areia) (perlite+areia)

[BB-1,25-T0] 5,95+ 0,68 bc 8,20+ 0,98 a 1,90+0,21Db 2,55+0,20a
[BB-1,25-TC] 6,65+0,87c 5,60 +1,58ab 2,43+0,29 ab 3,03+0,21a
[BB-2,00-TC] 11,60 + 1,58 ab 4,80+ 0,67 b 3,65+045a 2,75+0,30a
[SC-TC] 14,10+ 2,69 a 495+0,56b 3,65+0,49a 2,70+£0,18a
[T] 6,25 £ 0,61 bc 490+0,71b 2,65 £ 0,30ab 2,55+0,27 a
Bradysia spp. 414 398 414 398
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Figura 1 — Percentagem de enraizamento de tomilho-liméo (T. citriodorus) em todos os tratamentos:
(a) ensaios T1, T2, T3 (mar¢o-maio); (b) T4 e T5 (junho-julho). Percentagem de enraizamento de
limonete (A. triphylla) em todos os tratamentos: (c) ensaios L1 e L2 (maio- julho).
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