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Impacto potencial desta pesquisa

A presente pesquisa é inovadora, estuda um novo agente de controle biolégico no
manejo de fitonematoides. Tem impacto potencial sobre a sociedade, fortemente
relacionada com o Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel — “fome zero e
agricultura sustentavel” por ser promissora em reduzir perdas agricolas, além de

preservar a qualidade do solo, a biodiversidade e os servigos ecossistémicos.

Potential impact of this research

This innovative research studies a new biological control agent for the management of
plat parasitic nematodes, with potential impact on society and a strong relation to the
Sustainable Development Goal of "Zero Hunger and Sustainable Agriculture". It is
promising in reducing yield losses, preserving soil quality, biodiversity, and ecosystem

services.
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POTENCIAL DO ACARO PREDADOR Protogamasellopsis zaheri
(RHODACARIDAE) NO CONTROLE DO FITONEMATOIDE
Meloidogyne incognita (MELOIDOGYNIDAE)

RESUMO - O nematoide-das-galhas, Meloidogyne incognita (Kofoid & White), € um
dos mais importantes fitonematoides no mundo devido sua alta capacidade de
parasitismo em diversos cultivos agricolas e seu dificil controle. O controle biologico
com acaros predadores edéaficos vem se mostrando uma op¢do no manejo de
fitonematoides. O acaro predador Protogamasellopsis zaheri Abo-Shnaf, Castilho &
Moraes (Mesostigmata: Rhodacaridae), encontrado em diferentes regides do Brasil,
tem se mostrado promissor como agente de controle de M. incognita em laboratério.
O objetivo da presente tese foi verificar o potencial do acaro predador P. zaheri no
manejo do fitonematoide, M. incognita, por meio de estudos em laboratério e casa de
vegetacdo. Os objetivos especificos foram: 1) avaliar o ciclo de vida do predador ao
se alimentar de ovos do fitonematoide, e verificar se € uma presa adequada ao seu
desenvolvimento e reproducao; 2) avaliar o potencial de predacao do predador sobre
juvenis de segundo estadio (J2) do fitonematoide e sobre o nematoide de vida livre
Rhabditella axei (Cobbold); 3) avaliar o potencial do predador como agente de controle
biolégico de M. incognita em tomateiro cultivado em casa-de-vegetacdo, com ou sem
a liberacéo conjunta de R. axei; 4) verificar, em condi¢cfes de laboratorio, se produtos
fitossanitarios empregados em diferentes cultivos agricolas sdo seletivos ou
prejudiciais ao predador; e (5) prever possiveis variagdes no potencial do predador no
controle do fitonematoide sob diferentes cenarios de periodo de liberacdo e
suplementacdo com nematoide de vida livre. Os resultados obtidos demostraram que:
1) O predador foi capaz de completar o seu ciclo de vida e se reproduzir ao se
alimentar de ovos de M. incognita; 2) Uma fémea de P. zaheri predou em média cerca
de 318 J2 de M. incognita ou 72 machos adultos de R. axei por dia; 3) A liberacao de
P. zaheri em tomateiro infestados pelo parasito diminuiu a populagcédo de M. incognita
em até 51%. A maior média de producdo de frutos de tomate por planta foi observada
no grupo de plantas em que o predador foi liberado juntamente com o nematoide de
vida livre; 4) Dentre os produtos fitossanitarios testados, os herbicidas Hexazinona,
Indaziflam e Flumioxazina, e os inseticidas Bacillus thuringiensis (microbiol6gico) e
Tiametoxam foram seletivos ao acaro predador; 5) O cenario combinando uma Unica
liberag&o precoce de P. zaheri com uma inoculacéo tardia de R. axei, duas semanas
apos, foi predito como o mais eficiente ao manejo do parasita assim como liberacdes
periddicas do predador. O presente estudo adicionou novo suporte ao potencial de P.
zaheri como agente de controle de M. incognita, principalmente quando utilizado
nematoide vida livre como alimento suplementar para esse acaro predador.

Palavras-chave: Acaro de solo, controle bioldgico, dinAmica populacional,
Mesostigmata, nematoide de vida livre, seletividade



POTENTIAL OF THE PREDATORY MITE Protogamasellopsis zaheri
(RHODACARIDAE) IN THE CONTROL OF THE PLANT PARASITIC NEMATODE
Meloidogyne incognita (MELOIDOGYNIDAE)

ABSTRACT - The root-knot nematode, Meloidogyne incognita (Kofoid & White), is
one of the most important nematodes in the world due to its high capacity of parasitism
in several agricultural crops and its difficult control. The biological control of plant-
parasitic nematode with edaphic predatory mites has been proving to be an option.
The predatory mite Protogamaselopsis zaheri Abo-Shnaf, Castilho & Moraes
(Mesostigmata: Rhodacaridae), found in different parts of Brazil, has shown promise
as a control agent for M. incognita in laboratory studies. The aim of this thesis was to
verify the potential of the predatory mite P. zaheri in the management of the plant-
nematode M. incognita through laboratory and greenhouse studies. The specific
objectives were: 1) to evaluate the life cycle of the predator when feeding on M.
incognita egg’s and determine if it is a suitable prey for its development and
reproduction; 2) to assess the predation potential of the predator on second-stage
juveniles of M. incognita (J2) and the free-living nematode Rhabditella axei (Cobbold);
3) to evaluate the potential of the predator as a biological control agent of M. incognita
in tomato plants grown in a greenhouse, with or without the simultaneous release of
R. axei; 4) to verify, under laboratory conditions, whether phytosanitary products used
in different agricultural crops are selective or harmful to the predator; and 5) to predict
possible variations in the potential of the predator for controlling the plant-parasitic
nematode under different scenarios of release period and supplementation with free-
living nematodes. The results demonstrated that: 1) The predator was able to complete
its life cycle and reproduce when feeding on M. incognita eggs; 2) A female P. zaheri
preyed on average about 318 J2 of M. incognita or 72 adult males of R. axei per day;
3) The release of P. zaheri in tomato plants infested by M. incognita decreased the
population of the nematode by up to 51%. The highest average production of tomato
fruits per plant was observed in the group of plants in which the predator was released
together with the free-living nematode; 4) Among the tested phytosanitary products,
the herbicides Hexazinone, Indaziflam, and Flumioxazin, and the insecticides Bacillus
thuringiensis (microbiological) and Thiamethoxam were selective to the predator mite;
5) The scenario combining a single early release of P. zaheri with a late inoculation of
R. axei, two weeks later, was predicted to be the most efficient for nematode
management, as well as periodic releases of the predator. This study provided
additional evidence to support the potential of P. zaheri as a biological control agent of
M. incognita, especially when supplemented with free-living nematodes as a food
source for this predatory mite.

Keywords: Soil mite, biological control, population dynamics, Mesostigmata, free-
living nematode, selectivity



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

Os fatores que limitam o aumento de produtividade na producdo agricola sdo
diversos, desde condi¢gBes climaticas adversas, variedades ndo adaptadas, baixa
fertilidade do solo, até a ocorréncia de pragas e doencas. O grupo dos nematoides
parasitas de plantas (fitonematoides) é um desses importantes limitadores do
aumento de produtividade, provocando prejuizos econdmicos significativos em uma
grande variedade de cultivos agricolas (Sikora e Fernandez, 2005; Dias et al., 2010).

Os fitonematoides causam danos em praticamente todas as partes do mundo,
principalmente em regifes tropicais e subtropicais onde as condicbes ambientais e
as préticas dentro dos sistemas de cultivos agricolas favorecem o desenvolvimento
destes (Luc et al., 2005). J& foram identificadas mais de quatro mil e cem espécies
de fitonematoides (Decraemer & Hunt, 2006), das quais 15% estdo associadas a
cultivos agricolas. Estima-se que os fitonematoides comprometam 12,3% da
producdo agricola mundial, com perdas monetarias entre 80 e 121 bilhdes de
doélares ao ano (Nicol et al., 2011; Nilusmas et al., 2020).

Dentre os fitonematoides de importancia agricola, as espécies de
Meloidogyne (Nematoda: Meloidogynidae), conhecidas como nematoides-das-
galhas, estdo entre as mais importantes na agricultura mundial (Jones et al., 2013).
Esse € o grupo de nematoides que parasita a maior gama de plantas cultivadas,
possuindo mais de trés mil espécies de plantas hospedeiras (Castagnone-Sereno,
2006). Cerca de 90% dos danos causados por estes nos tropicos sao atribuidos ao
M. arenaria (Neal), M. incognita (Kofoid & White) e M. javanica (Treub) (Castagnone-
Sereno, 2006).

Os nematoides-das-galhas causam desarranjo no sistema radicular da planta,
formando galhas e comprometendo a adequada absorcdo de agua e nutrientes.
Além disso, o0 aumento da atividade metabdlica nas células gigantes (nutridoras)
mobiliza produtos fotossintéticos da parte aérea para as raizes (Hofmann &
Grundler, 2007), culminando em perdas na produtividade e na qualidade dos
produtos agricolas (Greco e Vito, 2009). Os sintomas tipicos de meloidoginose na

parte aérea incluem plantas mal desenvolvidas, murcha nos horarios mais quentes
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do dia, clorose nas folhas e nos casos mais agressivos podem levar a morte da
planta, causando falhas no estande.

Os nematoides-das-galhas estdo entre as pragas agricolas de mais dificil
controle, por essa ampla gama de plantas hospedeiras, alta capacidade reprodutiva,
além da frequéncia de populacbes mistas e presenca de diferentes racas. Esses
fatores dificultam a selecdo de cultivares resistentes ou tolerantes que aliem
resisténcia e produtividade, além de limitar as opc¢des de plantas para a rotacao de
cultivos (Williams-Woodward e Davis, 2001; Pinheiro et al., 2019).

O controle quimico com o uso de produtos fitossanitarios da classe dos
nematicidas sintéticos € uma das medidas amplamente adotadas no manejo de
fitonematoides (Chen et al., 2020). Alguns nematicidas aplicados em tratamento de
sementes apresentam resultados favoraveis ao desenvolvimento de determinadas
culturas, podendo diminuir perdas de produtividade (Grigolli e Asmus, 2015). No
entanto, € um investimento de alto custo e ainda ndo se comprovou a existéncia de
nematicidas com potencial em controlar significativamente a populacdo de
nematoides na area durante todo o ciclo de cultivo, sendo importante o emprego do
manejo integrado de fitonematoides (Grigolli e Asmus, 2015). Além disso, o0 uso de
alguns nematicidas vem sendo reavaliado devido ao perigo que oferecem a saude e
ao meio ambiente (Chitwood, 2003; Dong e Zhang, 2006; Pinheiro et al., 2019).

No Brasil, para algumas das hortalicas cultivadas ndo existem produtos
nematicidas (a excecéo dos microbiolégicos) registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esse fator aumenta o risco de uso
indiscriminado desses produtos, 0s quais geralmente sao altamente téxicos e com
um periodo residual longo em relacdo ao ciclo das hortalicas cultivadas. Devido a
muitas das hortalicas produzidas serem consumidas in natura, iSSO aumenta 0s
riscos de contaminacédo pelo consumidor final quando tratadas indiscriminadamente
com tais produtos. (Pinheiro et al., 2019).

Outras medidas conhecidas para 0 manejo de fitonematoides sdo a rotacao
de cultivos com espécies antagonicas, a solarizacdo do solo, o pousio do solo, a
limpeza de maquinas e equipamento agricolas e o uso de variedades resistentes

(Sikora et al.,, 2022). No entanto, todas elas tém suas limitacdes, seja de ordem
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operacional, temporal ou financeira, que restringem a adoc¢ado pelos produtores
(Westphal, 2011).

Esse dificil controle dos fitonematoides aumenta a necessidade do
desenvolvimento de outros métodos de controle que sejam mais eficientes e
sustentaveis, além da integracdo com 0s ja existentes, de maneira a garantir a
viabilidade da producdo agricola em areas infestadas. O controle biolégico é um
método promissor ao manejo de nematoide-das-galhas, visto que no Brasil o seu
registro ndo é feito por cultura, e pode ser empregado com maior seguranca. Dentre
as vantagens do controle biolégico de fitonematoides frente ao controle quimico esta
uma maior viabilidade econémica e ambiental, preservando o equilibrio do meio
ambiente (Nunes et al.,, 2010). O controle biolégico € feito por organismos
antagOnicos, ou seja, inimigos naturais, que podem ser predadores, parasitoides ou
patdgenos, também referidos como agentes de controle biolégico (van Lenteren et
al.,, 2012; van Lenteren et al.,, 2018). Dentre os agentes de controle biolégico
presentes na mesofauna edafica com potencial no manejo de nematoides no solo
estdo os acaros predadores Mesostigmata (Manwaring et al., 2015; Walter e Stirling,
2018; Rossini et al., 2022; Rueda-Ramirez et al., 2023)

Os acaros sdo uns dos mais abundantes artropodes do solo, exercendo
importante papel nas interacdes da biota do solo (Koehler, 1999). Diversas familias
de acaros sdo compostas por predadores, com destaque para acaros da ordem
Mesostigmata que sédo predominantemente edéaficos e correspondem a 20% do total
de espécies de acaros descritas no mundo (Castilho et al.,, 2015). A coorte
Gamasina dentro da ordem Mesostigmata constitui-se por diversas familias de
acaros predominantemente predadores, estando estes organismos no topo da
cadeia alimentar da mesofauna edéfica (Ruf & Beck, 2005). Os nematoides sdo um
importante recurso alimentar para os acaros predadores, de qualidade nutricional
significativa para varias espécies que com frequéncia incluem nematoides em sua
dieta, aumentando o numero de ovos postos e/ou se desenvolvendo mais
rapidamente (Walter, 1988; Castilho et al., 2015; Rueda-Ramirez et al., 2023).

Estudos recentes avaliaram o uso de acaros predadores como agentes de
controle biolégico no manejo de fitonematoides, e os resultados apontam para um

potencial em sua utilizacdo (Azevedo et al., 2020; Heikal, 2020; Manwaring et al.,
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2020; Yang et al., 2020; Rossini et al., 2022). Uma das vantagens para utilizacdo de
acaros predadores Mesostigmata como agentes de controle biolégico de
fitonematoides é o tamanho diminuto destes que possibilita 0 acesso aos pequenos
canais e poros do solo, o rapido tempo de geracdo (geralmente ovo-adulto em
menos de dez dias), e a facilidade de producdo em larga escala para uso no controle
bioldgico aplicado (Walter, 1988; Castilho et al., 2015; Navarro-Campos et al., 2016;
Barbosa e Moraes, 2016).

Um dos exemplos sdo os &caros da familia Rhodacaridae (Mesostigmata),
que foram relatados como potenciais predadores de nematoides (Castilho et al.,
2015). Espécies de Protogamasellopsis (Rhodacaridae) foram associadas a raizes
de citros, na Florida, EUA, possivelmente se alimentando de nematoides ali
presentes (Walter et al., 1993). Castilho et al. (2009) obtiveram resultados
promissores estudando o potencial de predacdo de Protogamasellopsis zaheri Abo-
Shnaf, Castilho & Moraes (Rhodacaridae) (citado como Protogamasellopsis
posnaniensis Wisniewski & Hirschmann) sobre o nematoide de vida livre Rhabditella
axei (Cobbold) (Nematoda: Rhabditidae), com alta taxa de oviposic¢ao (6,3 £ 0,3 ovos
por dia) e sobrevivéncia (98%), indicando que nematoides podem ser um alimento
adequado para essa espécie de acaro predador.

Em relacdo aos fitonematoides, P. zaheri demonstrou potencial no manejo de
Pratylenchus brachyurus (Godfrey) (Nematoda: Pratylenchidae) em plantas de soja,
onde reduziu aproximadamente 60% do parasitismo em teste em casa de vegetacao
(Castilho, R.C., dados néo publicados). Prado (2018) estudou o ciclo de vida de P.
zaheri quando alimentado com o segundo estagio juvenil (J2) de M. incognita,
obtendo boa taxa de oviposicdo (mais de dois ovos por dia) e alta sobrevivéncia
(96%), com taxa finita de crescimento de 1,17. Além disso, Prado (2018) observou
uma mortalidade de cerca de 68% em M. incognita em testes in vitro, quando
liberado P. zaheri em solo autoclavado.

Esses estudos demonstraram varias caracteristicas para um potencial de P.
zaheri como agente de controle biolégico de M. incognita. A primeira € que 0 acaro
predador pode controlar justamente a forma infectiva (J2), evitando que altas
populac6es do fitonematoide infectem as raizes. O ciclo de vida relativamente curto

e a reproducao partenogénica telitoca (Castilho et al., 2009), permitem a populacéo
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de P. zaheri aumentar conforme aumenta a populacdo do fitonematoide, dentro de
um curto periodo de tempo. Aliado a isso, a alta mobilidade do acaro é outro fator
interessante pois permite ndo restringir seu forrageamento ao ponto de liberagéo,
podendo buscar seu alimento em outra regido da raiz com maior disponibilidade de
alimento (Castilho et al., 2015). Outro aspecto favoravel ao uso deste organismo
como agente de controle biolégico é a possibilidade de sua producdo em larga
escala ser vidvel e com custos relativamente baixos, permitindo liberacdes
periddicas para o manejo de pragas (Castilho et al., 2009).

Outro fator importante relacionado a P. zaheri é a habilidade em utilizar
recursos alimentares alternativos, como por exemplo nematoide de vida livre,
geralmente muito abundantes nos solos. Essa caracteristica pode possibilitar que P.
zaheri se mantenha no sistema durante os periodos em que a populacdo de
fitonematoides esteja escassa. Além disso, grande parte os nematoides de vida livre
sdo bacteriéfagos (van den Hoogen et al., 2019) e se nutrem de microrganismos
presentes no solo, contribuem para a mineralizacdo do nitrogénio, possivelmente
auxiliando na nutricdo das plantas (Navarro-Campos et al., 2016; Snyder, 2019;
Aldebron et al., 2020; Rueda-Ramirez et al., 2023).

Em solos agricolas produtivos o0s nematoides bacteri6fagos séao
predominantes (McSorley et al., 2008), isso porque as bactérias podem representar
de 70 a 90% da biomassa em solos cultivados (Lavelle e Spain, 2001). Sendo assim,
0 uso de nematoides de vida livre como recurso alimentar de acaros predadores
pode ser util ao controle biolégico conservativo ou aplicado (Navarro-Campos et al.,
2016; Azevedo et al., 2019, 2020). Do ponto de vista do controle conservativo, um
manejo agricola que aumente o aporte de matéria organica no solo, como a
adubacdo organica, pode sustentar a cadeia alimentar de microrganismos
decompositores, nematoides bacteriéfagos e acaros predadores, também podendo
favorecer o controle biolégico natural de organismos alvo pelo aumentando da
abundéancia de predadores (McSorley et al., 2008; Stirling, 2021). Do ponto de vista
do controle biolégico aplicado, nematoides de vida livre poderiam ser multiplicados e
usados como recurso alimentar para produgcdo em larga escala de acaros

predadores, ou possibilitar a liberagédo preventiva de 4caros predadores adicionando
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esses organismos como presas alternativas para 0s manter presentes na area de
controle.

Em agroecossistemas os acaros predadores tém grandes chances de contato
com os produtos fitossanitarios, seja pelo contato direto quanto expostos aos
produtos no momento da aplicacdo, ou residual por seu caminhamento em
superficies tratadas, ou ingerindo presas contaminadas (Huguier et al., 2015). O uso
de produtos fitossanitarios dentro de um sistema de manejo integrado de pragas e
doencas requer informacfes sobre possiveis efeitos adversos nesses organismos
nao-alvo (Cabrera et al., 2021). A selecdo de produtos fitossanitarios com o minimo
de efeito sobre os inimigos naturais de pragas é componente chave para o controle
biolégico conservativo (Schmidt-Jeffris et al., 2021). No entanto, em relacdo a
organismos edaficos, principalmente acaros predadores, poucos estudos foram
realizados para verificar o efeito de produtos fitossanitarios (Cabrera et al., 2004;
Duarte et al., 2020; Barroso et al., 2021; Gongalves, 2021). No processo regulatorio
de avaliacdo de produtos fitossanitarios da Unido Europeia, o 4caro Gaeolaelaps
aculeifer (Canestrini) (Mesostigmata: Laelapidae) (citado como Hypoaspis aculeifer)
€ 0 Unico organismo edafico predador contemplado no estudo de risco a organismos
nao-alvo (Huguier et al., 2015). Geolaelaps aculeifeer é considerado apropriado para
fins de testes ecotoxicoldgicos, pois € um predador generalista, possui um tempo de
geracado curto (possibilitando testes de efeito subletal em até 14 dias), é facilmente
multiplicado em laboratério, tem ampla distribuicdo, e representatividade ecoldgica
(em termos de abundéancia e papel na rede trofica do solo) (Huguier et al., 2015;
Smit et al., 2012).

Sendo assim, o objetivo da presente tese foi verificar o potencial do acaro
predador P. zaheri no manejo do fitonematoide, M. incognita, por meio de estudos
realizados em laboratério e casa de vegetacdo. Os objetivos especificos foram: 1)
avaliar o ciclo de vida do predador ao se alimentar de ovos do fitonematoide, e
verificar se € uma presa favoravel ao seu desenvolvimento e reproducéo; 2) avaliar o
potencial de predacdo do predador sobre juvenis de segundo estadio (J2) do
fitonematoide e sobre o nematoide de vida livre R. axei; 3) avaliar o potencial do
predador como agente de controle bioldégico de M. incognita em tomateiro cultivado

em casa-de-vegetacdo, com ou sem a liberagdo conjunta de R. axei; 4) verificar, em
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condicBes de laboratorio, se produtos fitossanitarios de diferentes classes (fungicida,
regulador de crescimento, herbicida e inseticida) empregados em diferentes cultivos
agricolas séo seletivos ou prejudiciais ao predador; e (5) prever possiveis variacdes
na eficiéncia do controle biolégico de M. incognita exercido por P. zaheri sob
diferentes cenarios de liberacdo do predador e do nematoide de vida livre, por meio

de um modelo de dindmica populacional.
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CAPITULO 2 - Ciclo de vida e potencial de predacdo do &acaro predador
Protogamasellopsis zaheri sobre o nematoide-das-galhas
Meloidogyne incognita e o nematoide de vida livre Rhabditella

axei

RESUMO - Espécies de Meloidogyne (Nematoda: Meloidogynidae), conhecidas
como nematoides-das-galhas, causam enormes prejuizos a agricultura mundial,
sendo parasitas de diversas plantas. O controle quimico desses nematoides tem
apresentado limitagdes, por isso a necessidade da utilizagdo de outros métodos de
controle. O controle biolégico com acaros predadores Mesostigmata pode ser um
método a ser explorado. Protogamasellopsis zaheri Abo-Shnaf, Castilho & Moraes
(Mesostigmata: Rhodacaridae) € considerado um promissor agente de controle
biolégico de fitonematoides, ja sendo verificado seu desenvolvimento tendo juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) como alimento.
Levando em consideracao que os estagios de ovo e J2 de Meloidogyne spp. sdo as
formas acessiveis aos acaros predadores, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar
o potencial de P. zaheri como agente de controle biolégico de M. incognita por meio
de experimentos que possibilitaram (1) avaliar o ciclo de vida de P. zaheri ao se
alimentar de ovos de M. incognita, e verificar se € uma presa adequada ao seu
desenvolvimento e reproducédo; (2) e avaliar o potencial de predacédo do acaro sobre
M. incognita e sobre o nematoide de vida livre Rhabditella axei (Cobbold) (Nematoda:
Rhabditidae). Esse nematoide de vida livre tem se mostrado um alimento adequado
para criacdo de acaros predadores em laboratorio, além de servir como alimento
suplementar em campo, aumentando a eficiéncia do manejo de pragas quando
liberado junto com os &caros predadores. Protogamasellopsis zaheri foi capaz de
completar o seu ciclo de vida e se reproduzir ao se alimentar de ovos de M. incognita.
O periodo de ovo a adulto durou em média 13,8 + 0,1 dias, as fémeas adultas
sobreviveram por 38,2 + 2,1 dias e apresentaram fecundidade de 34,8 + 1,6
ovos/fémea. A populacéo de P. zaheri apresentou crescimento populacional diario de
14% (Taxa finita de aumento, A = 1,14) e producgéao de 0,13 fémeas por fémea por dia
(taxa intrinseca de crescimento populacional, rm= 0,13), duplicando a populacdo em
namero a cada cinco dias (TD=5,4) tendo ovos de M. incognita como alimento. Uma
fémea de P. zaheri predou em média cerca de 318,7 J2 de M. incognita ou 72 machos
adultos de R. axei por dia.

Palavras-chave: Controle bioldgico, fitonematoide, acaro edafico, biologia
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2.1. Introducéao

Os nematoides-das-galhas, Meloidogyne (Nematoda: Meloidogynidae), séo
parasitos de plantas que causam enormes prejuizos a agricultura mundial (Jones et
al., 2013). Esse grupo de fitonematoides possui mais de trés mil espécies de plantas
hospedeiras e atacam diversos cultivos agricolas nas mais diversas regides do
mundo, com maiores danos nas regides tropicais e subtropicais (Castagnone-Sereno,
2006; Moens et al., 2009). As espécies de maior importancia sdo Meloidogyne
incognita (Kofoid & White), M. javanica (Treub), M. arenaria (Neal) e M. hapla
Chitwood, principalmente devido aos prejuizos econbmicos que causam Nnos mais
diferentes cultivos (Moens et al., 2009).

Os nematoides-das-galhas sdo endoparasitos sedentérios, sendo os juvenis de
segundo estadio (J2) a forma livre e infectante, que eclodem dos ovos, buscam
ativamente por seu hospedeiro e penetram nas raizes. Na raiz, os J2 migram
intercelularmente, se movem para a zona de diferenciagdo do cilindro vascular e
iniciam a formacédo de um sitio de alimentacdo permanente, que consiste em células
gigantes que mobilizam os produtos fotossintéticos. A partir de entdo o nematoide
torna-se sedentério, e passa a absorver nutrientes dessas células. O nematoide passa
por trés ecdises até a emergéncia do adulto. Nas formas adultas, o macho é
vermiforme e deixa as raizes, enquanto as fémeas continuam no sitio de alimentacéo
se nutrindo e seu corpo passa a aumentar e a adquirir um formato de pera, com a
regido posterior dilatada. As fémeas deixam seus ovos no exterior das raizes envoltos
por uma matriz gelatinosa que os protegem (Abad et al., 2009).

O método de controle mais empregado para os Meloidogyne, historicamente, é
0 quimico, composto pela aplicacdo de nematicidas sintéticos no solo ou em
tratamento de sementes. Porém, alguns nematicidas foram banidos do mercado
devido alta toxicidade a organismos néo alvos, incluindo humanos (Chen et al., 2020;
Haydock et al., 2013). (Chen et al., 2020). Além disso, o uso frequente do mesmo
nematicida na mesma érea de cultivo pode levar a uma aparente reducao da eficiéncia
de controle pela degradagdo microbiana do produto (NRAC, 2018). Aplicacdes
continuas de um mesmo nematicida sintético em doses subletais levou ao

desenvolvimento de populacdes resistentes em condicdes de laboratério e casa de
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vegetacdo (Meher et al., 2009). Ainda ndo foi observado em condi¢cdes de campo
populacdes de nematoides resistentes a nematicidas sintéticos (NRAC, 2018). Por
isso a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de controle no manejo de
fitonematoides (Dong e Zhang, 2006; Nilusmas, 2020).

Estudos sobre a supressividade de solos aos fitonematoides tem mostrado a
importancia de um solo vivo, rico em organismos antagonistas a esses parasitas
(Stirling, 2021). Dentre os organismos antagonistas estdo os acaros predadores
Mesostigmata que estdo no topo da cadeia alimentar da mesofauna do solo e se
alimentam de nematoides (Castilho et al.,, 2015; Walter e Stirling, 2018). Muitos
estudos tém demonstrado a possivel efetividade do uso de &caros predadores
Mesostigmata no manejo de Meloigogyne, como por exemplo, Stratiolaelaps scimitus
(Womersley) (Laelapidae), Blattisocius dolichus Ma (Blattisociidae), Protogamasellus
mica (Athias-Henriot) (Ascidae) e Neoseiulus barkeri Hughes (Phytoseiidae) (Zhou et
al., 2012; Xu et al., 2014; Azevedo et al., 2020b; Manwaring et al., 2020; Yang et al.,
2020).

No Brasil, Rhodacaridae tem sido uma das familias mais encontradas em
estudos de diversidade de acaros Mesostigmata edaficos (Azevedo et al., 2020a;
Barros et al., 2021; Castro et al., 2021). Os acaros dessa familia sdo conhecidos por
habitarem camadas mais profundas do solo (Lindquist et al., 2009; Castilho et al.,
2015), coincidindo com o local de maior ocorréncia de fitonematoides. Por isso,
espécies de Rhodacaridae podem ser candidatas no manejo de Meloidogyne, por
habitarem locais proximos a ocorréncia desses fitonematoides (Prado, 2023).

Espécies de Protogamasellopsis (Rhodacaridae) foram encontrados
associadas a raizes de citros, na Florida, EUA, possivelmente se alimentando de
nematoides (Walter e Kaplan, 1990). Castilho et al. (2009) obtiveram resultados
promissores estudando o potencial de predacdo de Protogamasellopsis zaheri Abo-
Shnaf, Castilho & Moraes (Rhodacaridae) (citado como Protogamasellopsis
posnaniensis Wisniewski & Hirschmann) sobre o nematoide de vida livre Rhabditella
axei (Cobbold) (Nematoda: Rhabditidae). Prado (2018) estudou o ciclo de vida de P.
zaheri quando alimentado com o J2 de M. incognita, obtendo boa taxa de oviposi¢cao
e alta taxa de sobrevivéncia. Porém, nesse estudo néo foi verificado a capacidade de

predacdo, nem a possibilidade do mesmo se alimentar dos ovos do fitonematoide.
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Levando em consideracao que os estagios de ovo e J2 de Meloidogyne spp.
sdo as formas acessiveis aos acaros predadores no solo, o objetivo do presente
trabalho foi verificar o potencial de P. zaheri como agente de controle biolégico de M.
incognita por meio de experimentos que possibilitaram (1) avaliar o ciclo de vida de P.
zaheri ao se alimentar de ovos de M. incognita, e verificar se € uma presa favoravel
ao seu desenvolvimento e reproducéo; (2) e avaliar o potencial de predacao do acaro
sobre M. incognita e sobre o nematoide de vida livre R. axei. Rhabditella axei é um
nematoide bacteriéfago, facilmente multiplicado em laboratério e tem se mostrado um
alimento adequado para criacdo de acaros predadores, além de servir como alimento
suplementar em campo, aumentando a eficiéncia do controle biolégico de pragas

quando liberado junto com os acaros predadores (Azevedo et al., 2019, 2020b).

2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Espécimes

Os espécimes de M. incognita, raca 4, foram oriundos de uma populagéo
coletada a partir de raizes de algodoeiro (Gossypium hirsutum) no municipio de
Barreiras, estado da Bahia, e mantidos em casa de vegetacdo do laboratério de
Nematologia (LabNema) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal. A identificacdo da espécie e
raca do nematoide foi realizada no LabNema, com base nos caracteres morfolégicos
da configuracao perineal (Taylor e Netscher, 1974), na morfologia da regido labial dos
machos, no fendtipo isoenzimatico de esterase e na selecdo de planta hospedeira
(Eisenback et al., 1985; Eisenback e Hirschmann, 1981; Eisenback e Triantaphyllou,
1991) . Ovos de M. incognita foram extraidos de raizes de algodoeiro infectados trés
meses antes do inicio da montagem do presente estudo. Para a extracdo dos ovos do
nematoide das raizes utilizou-se a técnica de Hussey e Barker (1973), com adaptacao
de Bonetti e Ferraz (1981). As raizes do algodoeiro foram lavadas delicadamente e
cortadas em pedacos de 1,0 cm, sendo trituradas em liquidificador com uma solugéo
de hipoclorito de sédio a 0,5%. As raizes trituradas foram lavadas com agua corrente
e peneiradas num conjunto de duas peneiras acopladas, a superior de 250 mesh

(aberturas de 0,041 mm) e a inferior de 500 mesh (aberturas de 0,025 mm). Os ovos
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dos nematoides que ficaram retidos na peneira inferior foram coletados e reservados
para serem utilizados no experimento |. Para obtencao de juvenis de segundo estadio
(J2) de M. incognita, ovos extraidos das raizes foram alocados em uma camara de
eclosédo. A camara de eclosédo correspondeu a uma placa de Petri contendo uma tela
de plastico em sua base sobre a qual foi colocado lenco de papel folha dupla onde foi
depositada a suspensdo de ovos. Os J2s de M. incognita recém eclodidos foram
recuperados das camaras de eclosdo apos 48 h em incubadora BOD a 27°C e na
auséncia de luz para serem utilizados no experimento Il

Os espécimes de R. axei foram obtidos de uma criacéo estoque do Laboratorio
de Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Universidade de S&o Paulo (USP), Piracicaba, iniciada em 2016. Essa criacao
originou-se de espécimes coletados de area de pastagem em Piracicaba — SP, Brasil.
A criacéo foi mantida em potes plasticos de 500mL, oferecendo vagens picadas de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) como substrato para seu desenvolvimento. A
identificacdo da espécie foi confirmada pelo Dr. Lynn Carta, pesquisador do
laboratério de Biologia e Diversidade Genética em Micologia e Nematologia,
departamento de agricultura dos Estados Unidos das Américas (USDA-ARS),
Beltsville, MD, EUA.

Os espécimes de P. zaheri foram obtidos de uma criacdo estoque do
Laboratorio de Acarologia, ESALQ/USP, iniciada em 2014 a partir de espécime
coletada de substrato de cultivo de cogumelo Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinemann
em Piracicaba — SP, Brasil. A criacdo foi mantida de acordo com uma adaptacdo da
metodologia de Freire e Moraes (2007), em potes plasticos de 500mL, tendo como
substrato vermiculita umedecida. Os predadores foram alimentados semanalmente
com o &caro Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Astigmatina: Acaridae), em
diversos estagios de desenvolvimento, criados sobre racdo comercial para caes. As
identificacBes das espécies de acaros foram realizadas com base nos caracteres
morfolégicos (Castilho et al., 2012; Colloff, 2009).

As criacOes dos acaros e do nematoide de vida livre foram mantidas em

ambiente climatizado a 25 + 1°C, 95 + 5% UR e na auséncia de luz.
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2.2.2. Experimento I: Biologia de Protogamasellopsis zaheri alimentado com
ovos de Meloidogyne incognita

A unidade experimental correspondeu a uma placa de Petri plastica (1,2 cm
altura x 2,5 cm diametro), cuja base foi coberta com uma camada de 0,5 cm de uma
mistura de gesso e carvdo ativado na proporcdo 9:1, mantida sempre Umida
(Abbatiello, 1965). No centro da unidade experimental foi colocada uma pequena
porcao de fios de algodao onde foi depositada a dieta (ovos de M. incognita), coberto
com um pequeno pedaco de laminula para evitar seu ressecamento. A unidade
experimental foi vedada com filme plastico transparente para evitar a fuga dos acaros.
Todo o experimento foi mantido em camara climatizada a 25 + 1°C, 95 + 5% UR e na
auséncia de luz.

Para iniciar o experimento, 160 fémeas adultas de P. zaheri foram transferidas
para oito placas de Petri (20 acaros por placa) de 1,5 cm de altura e 9,0 cm de diametro
cujas bases foram cobertas com uma camada da mistura de gesso e carvao ativado,
conforme mencionado acima. As placas de Petri foram observadas 6 h depois,
transferindo cada ovo do predador individualmente para uma unidade experimental
(descrita acima). O experimento iniciou com 48 ovos.

Em cada uma dessa unidades experimentais foram inoculadas diariamente
cerca de 500 ovos de M. incognita, em 20 pL de suspenséo, depositados sobre os fios
de algoddo, com o auxilio de uma pipeta automatica. A base das unidades
experimentais foi umedecida diariamente com &gua destilada até o ponto de
saturacao, também com o auxilio de uma pipeta.

A duracdo de cada estagio de desenvolvimento e a sobrevivéncia do acaro
predador foram avaliadas a cada 6 h a partir do isolamento do ovo até a emergéncia
do adulto. A partir da emergéncia do adulto as observacdes foram feitas a cada 24 h
avaliando a oviposicédo e a sobrevivéncia de cada fémea. Por se tratar de uma espécie
com partenogénese telitoca (Castilho et al., 2009), o acasalamento ndo foi realizado.
Durante a avaliacdo da oviposicao por fémea, 0os ovos eram contados e retirados da
unidade experimental. Destes ovos, cem (100) foram alocados para os testes de taxa

de ecloséo e razédo sexual da prole.

2.2.3. Experimento II: Teste de predacéo e oviposicéo
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Este teste foi realizado seguindo a metodologia proposta por Furtado et al.
(2007) e adaptado por Castilho et al. (2009) para acaros edaficos. A unidade
experimental correspondeu a uma placa de Petri plastica (1,2 cm altura x 2,5 cm
didmetro), cuja base foi coberta com uma camada de 0,5 cm de &gar 5%, similar aos
trabalhos realizados por Chen et al. (2013) e Xu et al. (2014). Um pequeno pedaco
(0,5 cm) de uma mistura de gesso e carvao ativado, na proporc¢éao 9:1, foi colocado no
centro da unidade experimental sobre o &gar ja solidificado, para servir de superficie
para oviposi¢cdo do acaro. A unidade experimental foi vedada com filme de plastico
transparente para evitar a fuga dos acaros. Todo o experimento foi mantido em
camara climatizada a 25 £ 1°C, 95 + 5% UR e na auséncia de luz.

Os nematoides, separadamente, foram inoculados sobre o &gar. Em cada
unidade experimental foram inoculados 200 machos de R. axei ou 500 J2 de M.
incognita. Esse numero de presas foi definido através de pré-testes, para que o acaro
predador tivesse um numero bem superior de presas do que consome diariamente.
No presente experimento foi importante adicionar apenas os machos de R. axei pois
as fémeas poderiam se reproduzir o que dificultaria estimar o consumo. Em relacéo
ao M. incognita, foi escolhido J2 como presa, pois devido ao teste anterior, juntamente
com o estudo de Prado (2018), supde-se ser a fase mais adequada ao acaro predador.

Uma Unica fémea adulta de P. zaheri foi liberada por unidade experimental,
com o auxilio de um pincel. A taxa de predacéo e a oviposicao de P. zaheri foi avaliada
a cada 24 h por trés dias consecutivos. Para isso, inicialmente os ovos do acaro
predador foram contabilizados e retirados da unidade experimental. Posteriormente a
unidade experimental foi enxaguada com agua potavel sobre uma placa de Petri de
vidro por trés vezes, assim como o agar foi retirado e lavado de ambos os lados, sendo
0s nematoides retirados do meio aquoso por succ¢ao, com o auxilio de uma ponteira
de 200 pL, e contabilizados. Devido a esse processo, diariamente as fémeas do acaro
predador foram transferidas para uma nova unidade experimental contendo a
guantidade inicial de nematoides. Para ambas as presas foi realizado um tratamento
controle em que os nematoides foram inoculados, porém néo foi liberado o acaro
predador, para verificar a mortalidade natural da presa na unidade experimental. Para
cada tratamento foram realizadas 40 repeti¢coes. As inoculagdes e as avaliagdes foram

feitas sob estereomicroscoépio Leica® M165C.
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2.2.4. Analise Estatistica

No experimento |, os parametros de tabela de vida (Henderson e Southwood,
2016) avaliados foram: Ro = taxa de reproducao liquida (Eq.1); T = tempo médio entre
geractes (EQ. 2); rm = taxa intrinseca de aumento em numero (Eq. 3); TD = tempo
levado para dobrar a populacdo em dias (Eq. 4); A = taxa finita de aumento em dias
(Eqg. 5). Os célculos para estimar os parametros foram realizados conforme descrito
por Maia et al. (2000) usando o programa estatistico SAS® OnDemand for Academics
(SAS Instiute, 2021).

Ro=2(lymy, (Ea. 1)
=l mex)/(2'my) (Eq. 2)
rm=Ln(Ry)/T (Eq. 3)
TD=In(2)/rm (Eq. 4)
A=g™m (Eq. 5)

Onde, mx € o numero médio de ovos do sexo feminino postos por fémea em
cada data de oviposicao e Ix é o indice de sobrevivéncia acumulado até a idade x.

No experimento II, foi analisado se os dados de oviposicdo atendiam aos
pressupostos de normalidade e de homoscedasticidade por meio do teste de Shapiro-
Wilk e o teste de homogeneidade de variancias de Levene; ao atender os
pressupostos, foi realizado teste t de student, comparando dois grupos com amostras
independentes (dieta composta por R. axei ou M. incognita); ambos os testes foram
realizados por meio do software estatistico RStudio utilizando fun¢des “shapiro.test()”,
“leveneTest()” (pacote car) e “t.test”, respectivamente. Como o parametro de interesse
€ 0 numero de presas consumidas o valor da mortalidade corrigida (Mc) foi aplicado
para cada espécie de nematoide presa. A mortalidade corrigida dos nematoides foi
calculada segundo a Férmula de Abbott (1925) (Eq. 6). A eficiéncia de conversao de
alimento ingerido (ECI) em prole foi calculada segundo férmula proposta por Omkar e
Pervez (2004) (Eq. 7).

Mc (%) = (Pfx — Pfy) / Pfx x 100 (Eq. 6)
Onde, M¢ € a mortalidade corrigida, Pfx é a populacéo final de nematoides recuperada

no controle, e Pfy € a populacéo final de nematoides recuperada no tratamento.
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ECI = (np/ nc) x 100 (Eq. 7)
Onde, ECI é a eficiéncia de converséo de alimento ingerido em prole, np € 0 niUmero

de ovos produzidos por fémea e nc € o numero de nematoides consumido por fémea.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Experimento I: Biologia de Protogamasellopsis zaheri alimentado com
ovos de Meloidogyne incognita

Protogamasellopsis zaheri foi capaz de completar o seu ciclo de vida e se
reproduzir ao se alimentar de ovos de M. incognita (Tabela 1). A larva eclodiu do ovo
em média apoés 4,0 £ 0,1 dias de incubacéo, teve longevidade média de 1,4 + 0,1 dias
e taxa de sobrevivéncia de 91,7%. O estagio de protoninfa durou em média 4,1 £ 0,1
dias, com taxa de sobrevivéncia de 90,9%. O estagio de deutoninfa durou em média
4,3 £ 0,2 dias, com taxa de sobrevivéncia de 95,2%. O periodo de ovo a adulto durou
em média 13,8 £+ 0,2 dias. A fémea adulta emergiu em média 9,6 + 0,2 dias apos a
eclosdo da larva, com 79,2% dos individuos atingindo a fase adulta.

O tamanho e a pigmentacéo do acaro foram aumentando e se intensificando a
cada estagio sucessivo, passando de uma coloracao branco leitosa na fase de larva
para marrom claro na fase adulta. Ao final de cada estédgio imaturo houve um periodo
de pré-ecdise em que o acaro se manteve em repouso absoluto e ndo se alimentou.
Nesse periodo pré-ecdise, os acaros ficavam com o primeiro par de pernas e 0s
palpos esticados para a regido anterior do corpo.

Todas as fases de desenvolvimento de P. zaheri, exceto o periodo de pos-
oviposicéo, foram mais curtos com J2 (Prado, 2018) do que com ovos de M. incognita
como alimento. Apesar do periodo de oviposicdo do acaro predador ter sido mais
longo com ovos de M. incognita como alimento, a fecundidade foi menor do que
quando oferecido J2 (Prado, 2018). Esses resultados indicam que a fase J2 de M.
incognita foi mais adequada para o desenvolvimento e reproducédo de P. zaheri. As
populacdes de P. zaheri e M. incognita do presente estudo e do estudo de Prado
(2018) foram provenientes das mesmas colbnias.

No presente estudo, o periodo de ovo a adulto em P. zaheri (13,8 £ 0,2 dias)
foi maior do que o observado por Rossini et al. (2022) quando alimentados com ovos
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Tabela 1. Duracdo dos diferentes estagios de desenvolvimento (dias + EP) [n] e
parametros reprodutivos de Protogamasellopsis zaheri alimentado com ovos ou
juvenis de segunda estadio (J2) de Meloidogyne incognita a 25 + 1°C, 95 + 5% RH e
no escuro.

Parametro Tipo alimento
Ovos J2 (Prado, 2018)
Média £ EP [n] Média £ EP [n]
Ovo 4,0+ 0,1 [48] 3,5+0,1[43]
Larva 1,4+0,1[48] 1,0 £0,2 [43]
Protoninfa 4,1 +0,1 [44] 2,6 £0,3[42]
Deutoninfa 4,3 +0,2[40] 2.8+0,4[42]
Ovo-adulto 13,8 £ 0,2 [38] 9,9 +0,6 [42]
Pré-oviposicao 2,7+0,1[38] 1,9+0,5[42]
Oviposigéo 33,3+ 0,6 [38] 23,3+ 4,7 [39]
Pdés-oviposicao 4,4 + 0,7 [38] 4,5 + 2,7 [39]
Longevidade 38,2 +£1,18 [38] 29,7 £ 0,62 [39]
Parametros reprodutivos
Fecundidade? 34,8 + 1,6 [38] 44,2 + 1,52 [39]
Viabilidade ovos (F1) 91% [100] 89% [200]
% fémeas 100 [38] 100 [39]
% fémeas (F1) 100 [91] 100 [178]

aNumero total de ovos produzidos por fémeas durante todo o ciclo de vida.

ou J2 do nematoide de cisto da soja, Heterodera glycines Ichinohe (Nematoda:
Heteroderidae) (9,1 e 9,7 dias respectivamente). No entanto, P. zaheri apresentou
fecundidade (34,8) um pouco maior quando alimentado com ovos de M. incognita do
gue com ovos ou J2 de H. glycines, com aproximadamente 30 e 31 ovos por fémeas,

respectivamente (Rossini et al., 2022).

O periodo de ovo a adulto de P. zaheri ao se alimentar com ovos de M. incognita
também foi maior do que o observado por Castilho et al. (2009) ao alimentar P. zaheri
com acaros adultos Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Astigmatina: Acaridae)
(cerca de 8,6 dias), uma presa padrdo usada para a manutencdo de &caros
predadores em laboratorio. Além disso, Castilho et al. (2009) observaram que fémeas
de P. zaheri alimentada com T. putrescentiae ovipositaram em média 106,4 ovos por
fémea durante seu ciclo reprodutivo, fecundidade muito maior do que o observado

guando alimentadas com M. incognita.
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As fémeas adultas de P. zaheri apresentaram uma longevidade maior (38,2
dias) quando alimentadas com ovos de M. incognita do que observado por Prado
(2018) quando alimentadas com J2 de M. incognita (29,7 dias) e do observado por
Rossini et al. (2022) quando alimentadas com ovos (25,3 dias) e J2 (26,0 dias) de H.
glycines. A maior diferenca na longevidade de adultos esta no periodo de oviposicao,
33,3 dias no presente estudo, comparado aos 23,3 dias em Prado (2018) e 20,5
guando alimentado com ovos e 21,4 quando alimentado com J2 em Rossini et al.
(2022).

Ao comparar estudos da biologia de P. zaheri com diferentes presas observa-
se existir um trade-off entre expectativa de vida e fecundidade. A literatura sobre dietas
restritivas € dominada por exemplos de correlagdo entre aumento da expectativa de
vida e diminuicdo da fecundidade, mas os mecanismos deste efeito ndo s&o
conhecidos (Adler et al., 2013). Este trade-off ja foi observado para acaro predador
Mesostigmata (Lee et al., 2020). Uma das hipoteses é que exista uma realocacéo
adaptativa de recursos da reproducéo para a sobrevivéncia pois quando 0s recursos
Ss80 escassos, 0 investimento em reprodugdo ndo compensa (Adler et al., 2013).
Contudo nos experimentos com P. zaheri ndo houve restricdo caldrica, todas as
presas foram ofertadas ad libitum o que sugere que tal trade-off esteja relacionado a

gualidade nutricional de suas presas.

Os parametros biolégicos determinados neste estudo indicam que a populacao
de P. zaheri ao se alimentar exclusivamente de ovos de M. incognita foi capaz de
aumentar a uma taxa de aproximadamente 24 vezes (Taxa de reproducao liquida,
Ro= 23,9) a cada 25 dias (Tempo médio de geracdo, T= 24,6), com crescimento
populacional diario de 14% (Taxa finita de aumento, A = 1,14) e produgéo de 0,13
fémeas por fémea por dia (taxa intrinseca de crescimento populacional, rm= 0,13),
com potencial em duplicar a populacdo em numero a cada cinco dias (TD=5,4). Os
valores dos parametros de tabela de vida e fertilidade demonstraram um crescimento
populacional de P. zaheri mais lento quando alimentadas com ovos de M. incognita
do que com J2 de M. incognita (Prado, 2018), ovos e J2 de H. glycines (Rossini, 2022),

e adultos de T. putrescentiae (Castilho et al., 2009).

O ciclo de vida de outras espécies de acaros Mesostigmata também foram

estudadas com M. incognita como alimento, porém sempre oferecendo a fase de J2.
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Yang et al. (2020) observaram que uma populacdo de S. scimitus apresentou uma
taxa diaria de crescimento populacional de 18% e producao de 0,17 fémeas por fémea
por dia com J2 de M. incognita como alimento. Zhou et al. (2012) observaram uma
taxa de crescimento de 20%, producao de 0,18 fémeas por fémea por dia, fecundidade
de 41,1 ovos e longevidade de adultos de cerca de 35 dias em uma populacéo de N.
barkeri alimentada com J2 de M. incognita. Esses dados foram muito proximos ao
encontrado no presente estudo para P. zaheri, porém N. barkeri sdo acaros que vivem
na camada mais superficial do solo ou folhedo e predam na parte aérea da planta,
limitando seu uso no controle biolégico de nematoides-das-galhas que vivem na
rizosfera (McMurtry et al., 2013; Wu et al., 2014).

Acaros Acaridae (Astigmatina) também ja foram estudados como potenciais
predadores de M. incognita. Abou El-Atta e Osman (2016) observaram que T.
putrescentiae foi capaz de sobreviver e se reproduzir ao se alimentar de massa de
ovos de M. incognita, com crescimento populacional diario de 34% (A = 1,34) e taxa
intrinseca de crescimento populacional de 0,29 (rm= 0,29). Abou El-Atta et al. (2014)
observaram que Sancassania berlesei (Michael) foi capaz de se desenvolver e
reproduzir sobre M. incognita (rm= 0,23). Apesar desses trabalhos indicarem que
acaros Acaridae consomem esses nematoides, 0 seu uso como agentes de controle
biolégico tem riscos, pois podem causar alergias cutaneas e respiratorias em

humanos, além de serem problemas em produtos armazenados.

2.3.2. Experimento |l: Teste de predacao e oviposicao

Protogamasellopsis zaheri se alimentou das duas espécies de nematoides,
consumindo diariamente um maior nimero de J2 de M. incognita se comparado com
machos de R. axei (Tabela 2). No tratamento controle foi observada mortalidade de
cerca de 2% de M. incognita e cerca de 11% de R. axei. Sendo assim, levando em
consideracdo a mortalidade corrigida (Abbott, 1925), em média, uma fémea de P.
zaheri predou cerca de 318,7 J2 de M. incognita e 72,1 adultos de R. axei.

As médias de consumo diario do acaro predador ndo foram comparadas
estatisticamente devido as diferentes biomassas dos organismos testados como
presas. Adultos machos de R. axei medem cerca de 900 a 1.550 um (Rakhshanpour
et al., 2012) e J2 de M. incognita medem cerca de 200 a 380 pum (Kaur & Attri, 2013).
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Tabela 2. Predacdo (numero de nematoides predados por fémea por dia),
oviposicao (numero de ovos produzidos por fémea por dia) e sobrevivéncia (%) de
Protogamasellopsis zaheri alimentada com juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita ou adulto macho (J3') de Rhabditella axei, a 25+1°C, 95 +5%
UR e no escuro, durante 3 dias.

Presa Predacdo (+ EP)! Oviposicdo (xEP)> ECI® Sobrevivéncia

M. incognita 318,7+21,1 21+0,2b 0,66% 100%
R. axei 72,1+ 3,6 51+0,3a 7,07% 100%

1Aplicado a mortalidade corrigida pela Férmula de Abbott (1925). 2Homogeneidade
da variancia (Levene): p= 0,19; normalidade (Shapiro-Wilk): p=0,41; teste t de
Student: p<0,001. 3Eficiéncia de conversdo de nlimero de presas ingeridas em
namero de ovos produzidos (Omkar e Pervez, 2004).

Apesar de P. zaheri ser capaz de se reproduzir ao se alimentar de ambos os
nematoides separadamente, a taxa de oviposicao foi significativamente maior quando
alimentado com R. axei, comparado a M. incognita (Tabela 2). Esses dados sugerem
uma maior eficiéncia de conversao de presa consumida (ECI) em prole quando se
alimenta de R. axei do que com M. incognita (Tabela 2).

Yang et al. (2020) estudaram a predacdo de S. scimitus sobre J2 de M.
incognita em condi¢des experimentais similares (base de 4gua agar 5% e densidade
inicial de presa com 500 juvenis), e observaram uma média de consumo de 193
nematoides por acaro predador. No presente estudo observamos uma voracidade
maior de P. zaheri do que o observado para S. scimitus, apesar do primeiro ser um
acaro menor, com idiossoma medindo cerca de 550 um em comparacéao a cerca de
630 um de S. scimitus (Womersley, 1956; Abo-Shnaf et al., 2013).

Protogamasellopsis zaheri apresentou maior voracidade do que B. dolichus e
N. barkeri sobre J2 de M. incognita, a0 comparar o presente estudo com o0s
conduzidos por Xu et al. (2014) e Zhou et al. (2012) em condi¢Oes similares. Xu et al.
(2014) observaram que fémeas de B. dolichus consumiram em média 48 J2 por dia
guando disponibilizados 300 juvenis por unidade experimental, uma capacidade de
predacdo de aproximadamente 15% da observada em P. zaheri. Zhou et al. (2012)
observaram que N. barkeri consumiram em média 60 juvenis por dia, porém, como ja
citado acima, é pouco provavel que este acaro ataque os nematoides na rizosfera das

plantas.
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A média de oviposicao diaria de P. zaheri quando se alimentou de J2 de M.
incognita no presente estudo foi muito proxima ao observado por Rossini et al. (2022)
para essa mesma espécie de 4caro predador quando alimentada com J2 de H.
glycines (cerca de dois ovos). Além disso, ambos os trabalhos mostram que a
fecundidade diaria de P. zaheri € maior quando se alimenta de R. axei do que com 0s
fitonematoides. Castilho et al. (2009) e Rossini et al. (2022) também estudaram a
predacao de P. zaheri sobre o nematoide de vida livre R. axei e observaram uma taxa
de oviposi¢cao média de 6,3 e 3,6 ovos por fémea por dia, respectivamente. A média
de oviposicado diaria de R. axei por P. zaheri no presente estudo esta num valor
intermediario entre o valor observado por estes dois trabalhos. A variabilidade pode
estar relacionada com o vigor da populacdo do acaro predador assim como do
nematoide presa, visto que ambos os experimentos foram realizados em condigdes
controladas na mesma faixa de temperatura e umidade.

Azevedo et al. (2018) estudaram a fecundidade de Macrocheles embersoni
Azevedo, Castilho & Berto (Macrochelidae) sobre R. axei e observaram que uma
fémea oviposita em média 5,4 ovos por dia, valor muito préximo ao observado no
presente estudo para P. zaheri. Tais resultados sugerem o potencial de R. axei como
presa para viabilizar a multiplicacdo de acaros predadores edaficos em laboratorio e
seu uso como alimento alternativo no controle bioldgico aplicado (Azevedo et al., 2018
; Azevedo et al. 2019).

Nematoides de vida livre devem ser um dos alimentos preferidos de &caros
predadores Mesostigmata edaficos no ambiente natural. Heidemann et al. (2014)
constataram por meio de analise molecular do conteudo estomacal que cerca de 83%
dos individuos de Pergamasus septentrionalis (Oudemans) (Parasitidae) consumiram
0 nematoide de vida livre Plectus spp. em seu ambiente natural.

Complementando Prado (2018), o presente estudo demonstrou a capacidade
P. zaheri de predar os estagios mais jovens de M. incognita, e completar o seu ciclo
de vida. Este acaro predador foi selecionado para este estudo por possuir
caracteristicas morfologicas que lhe permitem viver sob a superficie do solo, onde
estdo os M. incognita. Embora os resultados obtidos no estudo ndo possam ser
extrapolados para concluir sobre a capacidade do predador de controlar M. incognita

em campo, esse é 0 primeiro passo para essa determinacao. Os resultados obtidos e
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a importancia econémica de M. incognita justificam a realizacdo de pesquisas
complementares e mais complexas, para avaliar a eficiéncia do predador em

condi¢cdes de semi-campo e campo.
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CAPITULO 3 - Controle biolégico do nematoide-das-galhas (Meloidogyne
incognita) em cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum cv.
Micro-Tom) com acaro predador Protogamasellopsis zaheri
(Mesostigmata: Rhodacaridae)

Resumo — O nematoide-das-galhas, Meloidogyne incognita (Kofoid & White), é
considerado um dos mais importantes fitonematoides da agricultura mundial, assim
como um dos de mais dificil controle. O controle biolégico com acaros predadores
edéaficos vem se mostrando uma op¢éo no manejo destes parasitos. O 4caro predador
Protogamaselopsis zaheri Abo-Shnaf, Castilho & Moraes (Mesostigmata:
Rhodacaridae), encontrado em diferentes regibes do Brasil, tem se mostrado
promissor como agente de controle biolégico de M. incognita em laboratério. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de P. zaheri como agente de
controle bioldégico de M. incognita em plantas de tomate (cv. Micro-Tom) em casa-de-
vegetacao, com e sem a liberagcdo conjunta do nematoide de vida livre Rhabditella
axei (Cobbold), para servir como alimento suplementar ao predador. A unidade
experimental correspondeu a um vaso (415 mL) contendo 350 mL de solo, e uma
planta de tomateiro. Quatro tratamentos foram comparados: 1) Controle positivo — sem
infestacdo de M. incognita e sem liberacao de outros organismos; 2) Controle negativo
— Infestacdo Unica de 2.000 juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita e sem
liberacdo de outros organismos; 3) Infestacdo Unica de 2.000 J2 de M. incognita e
liberacdo semanal de 40 adultos de P. zaheri (15 liberacBes no total); 4) Infestacao
Unica de 2.000 J2 de M. incognita, e liberacdo semanal de 30,000 R. axei e de 40
adultos de P. zaheri (15 liberacBes no total). O experimento foi delineado em cinco
blocos ao acaso onde cada bloco agrupou 6 repeticoes de cada um dos tratamentos,
totalizando 30 unidades experimentais por tratamento. As unidades foram mantidas
em uma casa-de-vegetacdo climatizada, a 27°C e 70% de umidade relativa. A
liberacdo de P. zaheri diminuiu a populacdo de M. incognita em 32% e 51%
(tratamento 3 e 4, respectivamente) em relacdo ao tratamento em que as plantas
foram infestadas com o fitonematoide e nenhum organismo foi liberado (Controle
negativo). Os melhores resultados na producéo de frutos de tomate foram observados
no grupo de plantas em que o predador foi liberado juntamente com o nematoide de
vida livre, sugerindo um possivel efeito benéfico da liberagdo deste nematoide. O
presente estudo adicionou novo suporte ao potencial de P. zaheri como agente de
controle biolégico no manejo de M. incognita, principalmente quando utilizado
nematoide de vida livre como alimento suplementar para esse acaro predador.

Palavras-chave: Acaro de solo, controle bioldgico, fitonematoides, mesofauna,
Servigcos ecossistémicos
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3.1. Introducéao

Os fitonematoides causam perdas econdmicas em praticamente todas as
partes do mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais onde as
condicbes ambientais e as praticas dentro dos sistemas de cultivos agricolas
favorecem o desenvolvimento destes parasitas de plantas (Luc et al., 2005; Mesa-
Vale et al.,, 2020). O cultivo do tomate € uma das culturas mais afetadas
negativamente pelos fitonematoides, com perdas que ja chegaram a US$5.5 bilhdes
por ano (Sasser e Freckman, 1987; Nicol et al., 2011).

Dentre os fitonematoides de importancia agricola, os Meloidogyne (Nematoda:
Meloidogynidae), conhecidos como nematoides-das-galhas, sdo os que parasitam a
maior gama de plantas cultivadas (Williams-Woodward e Davis, 2001; Jones et al.,
2013). Cerca de 90% dos danos causados por estes nos tropicos sao atribuidos ao
Meloidogyne arenaria (Neal), Meloidogyne incognita (Kofoid & White) e Meloidogyne
javanica (Treub) (Castagnone-Sereno, 2006). No Brasil, os nematoides-das-galhas
sdo encontrados em cerca de 45% das areas com producao de horticolas, incluindo
cultivos de tomate, sendo a frequéncia de M. incognita nestes cultivos estimada em
cerca de 70% (Rosa et al., 2013).

O ciclo de vida do nematoide-das-galhas inicia-se com 0S 0vos que Sao
depositados pela fémea numa matriz gelatinosa, geralmente sobre as galhas. O
desenvolvimento embrionario resulta na formacdo de um juvenil (J1), no interior do
ovo. Apds a ecloséo, o juvenil de segundo estadio (J2) constitui a forma infectiva de
plantas (Jones et al. 2013; Nilusmas et al. 2019). Os ovos e 0s J2 sdo as formas mais
vulneraveis ao controle, antes que o nematoide penetre na raiz da planta hospedeira,
justamente por ficarem expostos no ambiente, mais sujeitos as medidas de controle.

Os fitonematoides em geral estdo entre as pragas agricolas de mais dificil
controle, sendo o uso de produtos quimicos a op¢do mais utilizada. No entanto, ainda
nao existem nematicidas com potencial de reduzir significativamente a populacéo de
nematoides a niveis que justifiquem a néo utilizagdo de outras medidas de controle
(Grigolli e Asmus, 2015). O sucesso do controle em areas infestadas depende de um

conjunto de medidas adicionais, como rotacdo de cultura e pousio, visando
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principalmente reduzir o nivel populacional e impedir sua multiplicacdo destes
(Oliveira et al., 2009).

O controle biologico é outro método de controle que pode ser explorado no
manejo de fitonematoides, incluindo o uso de &caros predadores edaficos
Mesostigmata (Stirling et al., 2017; Prado, 2018; Azevedo et al., 2020a; Yang et al.,
2020; Manwaring et al., 2020). No Brasil, um exemplo é o &caro predador
Protogamaselopsis zaheri Abo-Shnaf, Castilho & Moraes (Mesostigmata:
Rhodacaridae), encontrado em diferentes partes do pais (Azevedo et al., 2020; Barros
et al.,, 2021). Em laboratorio, este predador tem apresentado bom desempenho
bioldgico ao se alimentar de ovos e J2 de M. incognita (Prado, 2018; Capitulo 2 da
presente Tese), e também do nematoide-de-cisto, Heterodera glycines Ichinohe
(Nematoda: Heteroderidae) (Rossini et al., 2022). No entanto, o potencial deste acaro
predador no manejo de fitonematoides em condi¢cbes de semi-campo ou campo nao
foi avaliado.

Em laboratério, P. zaheri também tem se mostrado capaz de se desenvolver
quando alimentado com o nematoide de vida livre Rhabditella axei (Cobbold)
(Rhabditidae) (Castilho et al., 2009; Capitulo 2 da presente Tese). Este ultimo tem se
mostrado um alimento adequado para a criacao de acaros predadores em laboratdrio,
além de servir como alimento suplementar em campo, melhorando a eficiéncia no
manejo de pragas e doencas quando liberado juntamente com certos acaros
predadores (Azevedo et al., 2019, 2020b; Rueda-Ramirez et al., 2023).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de P. zaheri como agente
de controle biolégico de M. incognita em plantas de tomate (cv. Micro-Tom) em casa-

de-vegetacao, com e sem a liberacdo conjunta de R. axei.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Espécimes

Os espécimes de M. incognita foram oriundos de uma populacéo coletada a
partir de raizes de algodoeiro (Gossypium hirsutum) no municipio de Barreiras, estado
da Bahia, e mantidos em casa de vegetacdo do laboratério de Nematologia

(LabNema) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade



34

Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal. A identificacdo da espécie de nematoide foi
realizada no LabNema, com base nos caracteres morfolégicos da configuracéo
perineal (Taylor e Netscher, 1974), na morfologia da regido labial dos machos, no
fendtipo isoenzimatico de esterase e na selecdo de planta hospedeira (Eisenback et
al., 1985; Eisenback e Hirschmann, 1981; Eisenback e Triantaphyllou, 1991). Ovos de
M. incognita foram extraidos de raizes de algodoeiro infectados trés meses antes do
inicio da montagem do presente estudo. Para a extracdo dos ovos do nematoide das
raizes utilizou-se a técnica de Hussey e Barker (1973), com adaptacdo de Bonetti e
Ferraz (1981). As raizes do algodoeiro foram lavadas delicadamente e cortadas em
pedacos de 1,0 cm, sendo trituradas em liquidificador com uma solucéo de hipoclorito
de sédio a 0,5%. As raizes trituradas foram lavadas com agua corrente e peneiradas
num conjunto de duas peneiras acopladas, a superior de 250 mesh (aberturas de
0,041 mm) e a inferior de 500 mesh (aberturas de 0,025 mm). Os ovos dos hematoides
gue ficaram retidos na peneira inferior foram coletados. Para obtencao de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita, ovos recuperados da extracdo foram alocados
em uma camara de eclosdo. A camara de ecloséo correspondeu a uma placa de Petri
contendo uma tela de plastico em sua base sobre a qual foi colocado lenco de papel
folha dupla onde foi depositada a suspenséo de ovos. Os J2s de M. incognita recém
eclodidos foram recuperados das camaras de ecloséo apés 48 h em incubadora BOD
a 27°C e na auséncia de luz. Os J2 recuperados foram reservados para inoculacao
das plantas no presente experimento.

Os espécimes de R. axei foram obtidos de uma criacédo estoque do Laboratorio
de Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Universidade de S&o Paulo (USP), Piracicaba, iniciada em 2016. Essa criacao
originou-se de espécimes coletados de area de pastagem em Piracicaba — SP, Brasil.
A criacao foi mantida em potes plasticos de 500mL, oferecendo vagens picadas de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) como substrato para seu desenvolvimento. A
identificacdo da espécie foi confirmada pelo Dr. Lynn Carta, pesquisador do
laboratorio de Biologia e Diversidade Genética em Micologia e Nematologia,
departamento de agricultura dos Estados Unidos das Américas (USDA-ARS),
Beltsville, MD, EUA.



35

Os espécimes de P. zaheri foram obtidos de uma criagcdo estoque do
Laboratério de Acarologia, ESALQ/USP, iniciada em 2014 a partir de espécime
coletada de substrato de cultivo de cogumelo Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinemann
em Piracicaba — SP, Brasil. A criagcdo foi mantida de acordo com uma adaptacéo da
metodologia de Freire e Moraes (2007), em potes plasticos de 500mL, tendo como
substrato vermiculita umedecida. Os predadores foram alimentados semanalmente
com o &caro Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Astigmatina: Acaridae), em
diversos estagios de desenvolvimento, criados sobre ragcdo comercial para caes. As
identificacbes das espécies de acaros foram realizadas com base nos caracteres
morfologicos (Castilho et al., 2012; Colloff, 2009).

As criacbes dos &caros e do nematoide de vida livre foram mantidas em
ambiente climatizado a 25 + 1°C, 95 £ 5% UR e na auséncia de luz.

3.2.2. Procedimento experimental

A unidade experimental correspondeu a um vaso de polipropileno de 415 mL,
contendo 350 mL de solo autoclavado, formado por uma mistura de latossolo
vermelho escuro e areia média (1:3 em volume), e com uma planta de tomateiro,
(Lycopersicon esculentum P. Miller cv. Micro-Tom). As mudas de tomateiro foram
transplantadas no trigésimo dia apds a semeadura, quando o primeiro par de folhas
verdadeiras ja estava totalmente formado.

O experimento foi composto por quatro tratamentos: 1) Controle positivo — Sem
infestacdo de M. incognita e sem liberacao de outros organismos; 2) Controle negativo
— Infestagdo Unica de 2.000 J2 de M. incognita e sem liberacdo de outros organismos;
3) Infestacdo Unica de 2.000 J2 de M. incognita e liberacdo semanal de 40 adultos de
P. zaheri (15 liberac6es no total); 4) Infestacéo Unica de 2.000 J2 de M. incognita, e
liberacdo semanal de 30.000 R. axei e de 40 adultos de P. zaheri (15 liberagdes no
total).

A inoculacdo da suspensao (4 mL) com 2.000 J2 de M. incognita por vaso foi
realizada atraveés de uma pipeta volumétrica, no terceiro dia apés o transplante das
mudas. A primeira liberacdo dos acaros predadores e dos nematoides de vida livre
ocorreu no mesmo dia da inoculacdo de M. incognita. Os acaros predadores foram

liberados nas plantas com auxilio de um pincel. A inoculagcéo de R. axei foi realizada
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em uma suspensao de 5 mL do meio de criacao, contento cerca de 30.000 nematoides
(definido em pré-testes). Para evitar que os acaros predadores fugissem dos vasos foi
aplicada uma fina camada de cola entomologica em toda a borda. Essa barreira
também ajudou a evitar que outros artropodes entrassem na unidade experimental.

Cada planta foi nutrida semanalmente com 20 mL de solucéo nutritiva do tipo
Hoagland e Arnon (1950) durante a fase vegetativa, e diariamente durante a fase
reprodutiva. Diariamente também foi realizada a irrigacdo das plantas, a capacidade
de campo do solo. As plantas foram mantidas em uma casa-de-vegetacéao climatizada,
a 27°C e 70% de umidade relativa do ar de 70%.

Ao final do experimento (110 dias apds o transplantio) foi avaliado o numero de
oVvos, juvenis e adultos de M. incognita no sistema radicular e no solo de cada vaso.
Para isso, os nematoides foram extraidos das raizes pela técnica de Hussey e Barker
(1973), modificada por Bonetti e Ferraz (1981), e foram extraidos do solo pela técnica
de Jenkins (1964). Antes de coletar a amostra, todo o solo extraido do vaso foi
misturado para homogeneizé-lo. A populacdo de nematoides das raizes e dos solos
foi contada em uma camara de Peters sob um microscépio de 10x.

Foi avaliado o peso dos frutos maduros de cada planta aos 90, 100 e 110 dias
apos o transplantio. Em cada colheita cada fruto maduro foi retirado da planta e

pesado individualmente em balanc¢a analitica.

3.2.3. Analise estatistica

O experimento foi delineado em blocos ao acaso, com cinco blocos e seis
repeticbes de cada tratamento por bloco, totalizando 30 repeti¢cdes por tratamento.
Cada repeticdo correspondeu a um vaso (unidade experimental). Os blocos
corresponderam a cinco diferentes posicdes dentro da casa de vegetagdo que
diferiam quanto a exposicédo a luz solar, umidade relativa do ar e ventilacao.

O numero de nematoides por vaso foi ajustado ao Modelo Linear Generalizado
Misto (GLMM), com estrutura de erro binomial negativa e link de log. O peso fresco
de frutos de tomate produzido por planta foi ajustado ao Modelo Linear de Efeito Misto
(LMM), com distribuicdo normal. Ambos os modelos consistiram em tratamento como
fator fixo e bloco como fator aleatorio. Comparagfes post-hoc entre os grupos foram

feitas usando Teste de Tukey (Zuur et al., 2016). Ambas as analises foram realizadas
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usando o pacote Ime4 no software R® (Bates et al., 2015). Verificacbes apropriadas

foram feitas para avaliar a validade do modelo suficiente (Hartig e Lohse, 2022).

3. Resultados e Discussao

O numero de M. incognita foi menor (qui-quadrado p-value < 0,05) nos
tratamentos em que o acaro predador P. zaheri foi liberado, sem ou com o nematoide
de vida livre (tratamento 3 — 2302 = 329 e tratamento 4 — 1677 + 233,
respectivamente), e foi maior no tratamento em que unicamente M. incognita foi
inoculado sem a liberacdo de outros organismos (tratamento 2, controle negativo —
3416 + 693). Meloidogyne incognita n&do foi recuperado no tratamento em que este
nao foi inoculado e outros organismos nao foram liberados (tratamento 1, controle
positivo).

O peso de frutos por planta foi menor (qui-quadrado p-value < 0,05) no
tratamento em que apenas M. incognita foi inoculado (tratamento 2, controle negativo)
do que nos demais tratamentos (Figura 1). Entre os tratamentos inoculados com M.
incognita e com a liberacdo do acaro predador (tratamento 3 e 4), o peso dos frutos
foi maior no tratamento em que o nematoide de vida livre foi inoculado (tratamento 4)
do que na sua auséncia (tratamento 3), apesar de ambos néo terem diferido
significativa do tratamento onde as plantas ndo foram inoculadas com M. incognita
(tratamento 1, controle positivo).

A liberacdo de P. zaheri diminuiu a populacdo de M. incognita em 32%
(tratamento 3) e 51% (tratamento 4) em relacéo ao tratamento em que 0 mesmo hao
foi liberado. O controle da populagédo de nematoides exercida pelo 4caro pode ser um
fator responsavel pela diminuicdo das perdas potenciais causadas pelo fitopatégeno
ao tomateiro, que resultou em maior producéao de frutos de tomate (em peso) em torno
de 32% (tratamento 4) e 20% (tratamento 3) em relagdo ao controle negativo
(tratamento 2). Estes resultados sugerem que P. zaheri seja capaz de controlar a
populacdo de M. incognita em condicdbes de semi-campo, complementado
conhecimento prévio sobre a capacidade de predacéo do &caro sobre este nematoide
em condi¢cdes de laboratério (Prado, 2018). Isto também é compativel com os

resultados do capitulo 2 da presente tese, em que cada fémea deste predador se



38

Producéo de Frutos de Tomate cv. Micro-Tom

49 ab a
i b ® (1) Controle positivo
Cc
(2) M. incognita (Controle negativo)
20 -
(3) M. incognita + P. zaheri
10 -
(4) M. incognita + P. zaheri + R. axei
0 J

Peso fresco de frutos (g)

Figura 1. Média do peso total (em gramas) dos frutos frescos por planta do tomateiro
Micro-Tom. Tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

mostrou capaz de predar em média 318 J2 desse M. incognita por dia, além de
completar seu ciclo de vida tendo ovos e J2 como alimento, com alta sobrevivéncia.

Os melhores resultados na producéo de frutos de tomate foram observados no
grupo de plantas em que o predador foi liberado juntamente com o nematoide de vida
livre, sugerindo um possivel efeito benéfico da liberacdo deste nematoide. Esta
resposta pode estar ligada ao papel do nematoide de vida livre como alimento
suplementar ao acaro predador, resultando na reducdo dos danos causados pelo
parasitismo de M. incognita ao tomateiro. No Capitulo 2 da presente tese verificou-se
gue cada fémea deste predador conseguiu predar até 72 adultos do nematoide de
vida livre por dia, além de apresentar maior oviposi¢ao do que quando alimentado com
J2 de M. incognita.

Em outros estudos também ja foi observado que o fornecimento de alimento
alternativo ao acaro predador pode favorecer o manejo de pragas e doencas. Azevedo
et al. (2020b) verificaram que a liberacdo do acaro predador Stratiolaelaps scimitus
(Womersley) (Mesostigmata: Laelapidae) em conjunto com o0 mesmo nematoide de
vida livre avaliado no presente estudo resultou na reducdo do niumero de galhas de
M. incognita no mesmo hospedeiro do presente estudo.

A liberacdo do nematoide de vida livre além de efeitos indiretos sobre a
populacao de fitonematoides podem trazer outras vantagens para o desenvolvimento
das plantas. Azevedo et al. (2020b) verificaram que o uso do nematoide de vida livre

proporcionou um aumento da taxa de macronutrientes (principalmente nitrogénio e
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potassio) nas folhas dos tomateiros. Os nematoides de vida livre sdo conhecidos por
contribuir para a mineralizacao do nitrogénio nos solos (Neher, 2010; Buchan et al.,
2013; Rueda-Ramirez et al., 2023), favorecendo assim as plantas. A maioria desses
nematoides sdo bacteri6fagos, e sua presenca no ambiente indica também a presenca
de bactérias que podem ser promotoras de crescimento de plantas, ao proporcionar,
por exemplo, a solubilizacdo de potassio no solo (Parmar e Sindhu, 2013; Rueda-
Ramirez et al., 2023).

Protogamasellopsis zaheri foi selecionado para o presente estudo por possuir
caracteristicas morfolégicas (corpo mais estreito e com os escudos divididos) que |Ihe
permitem viver sob a superficie do solo, onde M. incognita também é encontrado
exposto boa parte de sua vida. Os Rhodacaridae sdo comumente encontrados abaixo
da superficie do solo (Lindquist et al., 2009; Castilho et al., 2015). Além disso, foi
observado que as fémeas de P. zaheri frequentemente depositam seus ovos sobre as
galhas de M. incognita nas raizes da planta (Prado, 2018). Esse comportamento
possivelmente favorece o maior contato do predador com as raizes parasitadas e,
consequentemente, com os ovos do fitonematoide, alimento favoravel ao predador
(Prado, 2018, Capitulo 2 da presente tese).

No presente estudo, a primeira liberacdo de P. zaheri ocorreu no dia da
inoculacdo do fitonematoide, quando os tomateiros ja estavam transplantados. Em
condicdes de campo, é possivel que maior eficiéncia de controle possa ser obtida com
a liberacao do predador em &reas de cultivo com histérico da incidéncia do nematoide-
das-galhas em periodos de entressafra. Isso possibilitaria a reducao da populacéo do
fitonematoide antes que este ataque o cultivo, principalmente se presas alternativas
estiverem presentes.

O presente estudo demonstrou a habilidade de P. zaheri em reduzir a
populacao de M. incognita, principalmente quando o nematoide de vida livre é utilizado
como alimento suplementar para esse acaro predador. Os resultados obtidos no
presente trabalho sdo promissores e justificam a realizacdo de pesquisas
complementares e mais complexas, incluindo estudos em condi¢bes de campo. Além
disso, € importante desenvolver estudos para otimizar sua aplica¢do, considerando
aspectos como o numero de predadores e 0 momento mais adequado para a

liberacao.
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CAPITULO 4 - Seletividade de produtos fitossanitarios ao acaro predador

Protogamasellopsis zaheri (Mesostigmata: Rhodacaridae)

RESUMO - Nos solos, os éacaros predadores podem desempenhar servigcos
ecologicos por meio da regulacao da populacéo de pragas. Protogamasellopsis zaheri
Abo-Shnaf, Castilho & Moraes (Mesostigmata: Rhodacaridae) demonstrou potencial
de predacéo sobre tripes, acaro dos bulbos, nematoide de vida livre, nematoides-das-
galhas e nematoide-de-cisto. Ao se utilizar um acaro predador em condi¢cdes de
campo, 0 mesmo estara sujeito a todo manejo realizado na area, como a utilizacao de
produtos fitossanitarios. Os produtos fitossanitarios s&@o insumos agricolas
amplamente empregados por agricultores visando a protecao dos cultivos agricolas,
seja para 0 manejo de pragas, doencas e plantas daninhas. Visando a utilizacdo de
P. zaheri no manejo integrado de pragas e doencas, 0 objetivo desse estudo foi
verificar, em condi¢cdes de laboratério, se produtos fitossanitarios empregados em
diferentes cultivos agricolas podem afetar este predador, influenciando suas taxas de
mortalidade, oviposicao e fertilidade. O experimento foi composto por 19 tratamentos,
sendo 18 produtos fitossanitarios de diferentes classes (fungicida, regulador de
crescimento, herbicida e inseticida), e um controle em que foi pulverizada apenas
agua destilada. A concentracéo da cada calda pulverizada através de Torre de Potter
correspondeu a maior concentracao indicada na bula do produto comercial.
Diariamente, durante cinco dias, foi avaliado o efeito letal e subletal de cada produto
ao predador, sendo contabilizada a sobrevivéncia e oviposi¢do dos adultos, além da
viabilidade dos ovos. Os produtos fitossanitarios mais prejudiciais ao predador foram
os herbicidas 2,4D e Clomazone e o inseticida Fipronil + Alfa-Cipermetrina, que
provocaram mortalidade total. Os produtos ndo prejudiciais foram os herbicidas
Hexazinona, Indaziflam e Flumioxazina, e os inseticidas Bacillus thuringiensis
(biolégico) e Tiametoxam. Estudos complementares em condigcbes de campo sao
necessarios para avaliar a persisténcia e efeito residual dos produtos fitossanitarios
sobre o &caro predador, principalmente com aqueles que foram classificados como
prejudiciais.

Palavras-chave: Controle biol6gico, compatibilidade, efeito letal, efeito sub-letal,
manejo integrado de pragas, mortalidade
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4.1. Introducao

Diversos organismos presentes nos agroecossistemas fornecem uma
variedade de servicos relacionados com o seu papel ecoldgico, como a ciclagem de
nutrientes, polinizacdo, e regulacdo de pragas e doencas. Essas acbes sao
designadas como servigos ecossistémicos, gerando um grande valor a producéo
agricola, e com pouco custo ao produtor (Bardgett e van der Putten, 2014).

Nos solos, os artrépodes geralmente sdo 0s organismos mais abundantes e
diversos, em especial os microartropodes que fazem parte da mesofauna, como os
acaros (Lindquist et al., 2009; Faber e Wensem, 2012). Entre os &caros, algumas
espécies de predadores desempenham servigos ecoldgicos por meio da regulacéo da
populacdo de pragas, com destaque para as familias Laelapidae, Parasitidae,
Macrochelidae, Ascidae, e Rhodacaridae (Castilho et al., 2015; Rueda-Ramirez et al.,
2019; Azevedo et al., 2015, 2018, 2019, 2020; Rossini et al., 2022). Algumas espécies
de acaros predadores edaficos jA& sdo comercializadas e utilizadas no controle
biologico aplicado (van Lenteren, 2012; van Lenteren et al., 2018; Knapp et al., 2018).

Os Rhodacaridae sdo comumente encontrados abaixo da superficie do solo
(Lindquist et al., 2009; Castilho et al., 2015). Em laboratério, Protogamasellopsis
zaheri Abo-Shnaf, Castilho & Moraes (Mesostigmata: Rhodacaridae) demonstrou
potencial de predacdo sobre tripes, acaro dos bulbos, nematoide de vida livre,
nematoides-das-galhas e nematoide-de-cisto (Castilho et al., 2009; Prado, 2018;
Rossini et al., 2022; Capitulo 2 da presente tese). Em casa de vegetacéo, a liberacao
de P. zaheri em plantas de tomate cultivadas em vasos diminuiu a populacéo de M.
incognita em até 51%, e mitigou as perdas potenciais de producéo de frutos causados
pelo fitonematoide (Capitulo 3 da presente tese).

Ao se utilizar um &caro predador em condicbes de campo, 0 mesmo estara
sujeito a todo manejo realizado na area, como a utilizagéo de produtos fitossanitarios.
Os produtos fitossanitarios sdo insumos agricolas empregados por agricultores
visando a protecao dos cultivos. Eles séo utilizados para o controle de artropodes
pragas (inseticidas e acaricidas), doencgas (fungicidas e nematicidas) e plantas
daninhas (herbicidas). Os reguladores de crescimento também sao insumos

comumente empregados visando o desenvolvimento mais uniforme e vigoroso das
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plantas. Estes produtos fitossanitarios sdo comercializados na forma de produtos
formulados, e embora seu emprego seja com o objetivo de melhorar os cultivos
agricolas, também podem trazer efeitos adversos a organismos nao alvos.

Em um agroecossistema, acaros predadores tém grandes chances de contato
com os produtos fitossanitarios, seja pelo contato direto quanto expostos aos produtos
no momento da aplicacao, ou residual por seu caminhamento em superficies tratadas,
ou ingerindo presas contaminadas (Huguier et al., 2015; Smit et al., 2012). Este
contato pode ter efeitos negativos sobre sua biologia e comportamento (Pozzebon et
al., 2011; Natal-da-Luz et al., 2019). O uso de produtos fitossanitarios dentro de um
sistema de manejo integrado requer informacfes sobre possiveis efeitos adversos
nestes organismos ndo alvos. No entanto, em relacdo a organismos edaficos,
principalmente &caros predadores, poucos estudos foram realizados para verificar o
efeito de produtos fitossanitarios (Cabrera et al., 2004; Duarte et al., 2020; Barroso et
al., 2022). No processo regulatério de avaliacdo de produtos fitossanitarios da Unido
Européia, o acaro Gaeolaelaps aculeifer (Canestrini) (Mesostigmata: Laelapidae)
(citado como Hypoaspis aculeifer) é o Gnico organismo edafico predador contemplado
no estudo de risco a organismos ndo alvos (Huguier et al., 2015). Este acaro € um
bom modelo por diversas caracteristicas que o tornam adequado aos fins de testes
ecotoxicoldgicos, pois é um predador generalista facilmente criado em laboratorio,
com tempo de geracgao curto e tem ampla distribuicdo (Huguier et al., 2015; Smit et
al., 2012).

Visando a utilizacdo de P. zaheri no manejo de pragas e doencas, o objetivo
deste estudo foi verificar, em condi¢cdes de laboratério, se produtos fitossanitarios
empregados em diferentes cultivos agricolas podem afetar este acaro predador,
influenciando suas taxas de mortalidade, oviposicdo e fecundidade. Essas
informacdes poderdo auxiliar na atuacéo e/ou manutencao deste organismo benéfico

nos agrossistemas, dando preferéncia ao uso de produtos seletivos.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Espécimes
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Os espécimes de P. zaheri foram obtidos de uma criagcdo estoque do
Laboratério de Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ), Universidade de Séao Paulo (USP), Piracicaba, iniciada em 2014 a partir de
espécime coletada de substrato de cultivo de cogumelo Agaricus blazei (Murrill) ss.
Heinemann em Piracicaba — SP, Brasil. A criacdo foi mantida de acordo com uma
adaptacdo da metodologia de Freire e Moraes (2007), em potes plasticos de 500mL,
tendo como substrato vermiculita umedecida. Os predadores foram alimentados
semanalmente com o &caro Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Astigmatina:
Acaridae), em diversos estagios de desenvolvimento, criados sobre racdo comercial
para caes. As identificacdes das espécies de acaros foram realizadas com base nos
caracteres morfolégicos (Castilho et al., 2012; Colloff, 2009).

Os espécimes de R. axei (presa ofertada ao predador durante o experimento)
foram obtidos de uma criacao estoque do Laboratério de Acarologia da ESALQ/ USP,
iniciada em 2016. Essa criacdo originou-se de espécimes coletados de area de
pastagem em Piracicaba — SP, Brasil. A criacdo foi mantida em potes plasticos de
500mL, oferecendo vagens picadas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) como
substrato para seu desenvolvimento. A identificacdo da espécie foi confirmada pelo
Dr. Lynn Carta, pesquisador do laboratério de Biologia e Diversidade Genética em
Micologia e Nematologia, departamento de agricultura dos Estados Unidos das
Américas (USDA-ARS), Beltsville, MD, EUA.

4.2.2. Procedimento experimental

O experimento foi composto por 19 tratamentos, sendo 18 produtos
fitossanitarios de diferentes classes (fungicida, regulador de crescimento, herbicida e
inseticida) (Tabela 1), e um controle em que foi pulverizada apenas agua destilada. A
concentracdo da calda pulverizada de cada tratamento correspondeu a maior
concentracdo indicada para pulverizacdo terrestre na bula do produto comercial
(MAPA, 2022), independente do cultivo e organismo alvo.

A unidade de aplicacdo correspondeu a uma placa de Petri de vidro onde foram
colocados 10 fémeas adultas de P. zaheri (recém emergidas), com o auxilio de um

pincel e sob microscopio estereoscopio, momentos antes da pulverizagdo. Para cada
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tratamento foram utilizadas sete unidades de aplicacdo, totalizando 70 fémeas
adultas.

As aplicagBes foram realizadas no Laboratorio de Acarologia da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Jaboticabal. Os produtos fitossanitarios foram pulverizados sobre os 4caros com o uso
de uma Torre de Potter, sob uma presséo constante de 15 Ib/pol?. Cada unidade de
aplicacéo foi pulverizada com 2,0 mg da diluigdo/cm?, seguindo recomendagdes da
“International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious Animals
and Plants” (IOBC) (Hassan et al., 1994; van de Veire et al., 1996).

Imediadamente apOs cada pulverizacdo, as unidades de aplicacdo foram
vedadas com plastico filme para evitar a fuga dos acaros. Além disso, foi colocado um
pedaco de algoddo umedecido com &gua destilada sobre o plastico filme de cada
unidade de aplicacdo, para manutencdo da umidade no ambiente. Os acaros
permaneceram nessas unidades por duas horas apos a pulverizacéo, na auséncia de
luz, periodo que puderam caminhar pela superficie tratada.

Apés esse periodo de duas horas, cada &caro foi individualizado em uma
unidade experimental, que consistia de uma placa de Petri plastica (1,2 cm altura X
2,5 cm diametro interno), cuja base foi coberta com uma camada de 0,5 cm de altura
com mistura de gesso e carvao ativado, na proporcdo 9:1, mantida sempre Umida
através da adicdo de agua destilada (Abbatiello, 1965). Os acaros foram alimentados
diariamente com R. axei (ad libitum). As unidades experimentais foram mantidas em
camara climatizada a 25 £ 2°C, 70 £ 10% de UR, e auséncia de luz.

Para verificar o efeito letal e subletal dos produtos fitossanitarios sobre os
acaros, foi avaliada diariamente, durante cinco dias consecutivos, a sobrevivéncia de
cada individuo. Os acaros foram considerados mortos se ndo exibissem nenhuma
reacao ao ser tocado com um pincel de cerdas finas. A oviposicao também foi avaliada
diariamente, considerando o nimero de ovos/ fémea viva/ 24 h. Os ovos ovipositados
pelo predador foram mantidos em outras unidades experimentais, semelhantes as
citadas acima, por cinco dias, para determinar sua viabilidade.

Os produtos fitossanitarios foram classificados quanto a toxicidade, conforme
os padrdes da IOBC (Bakker et al., 1992) para testes de laboratério: classe 1: E% <

30% (nao prejudicial); classe 2: 30% < E% < 79% (levemente prejudicial);
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Tabela 1. Produtos fitossanitarios testados em laboratério sobre Protogamasellopsis

zaheri.

Ingrediente ativo

Nome comercial Grupo quimico

%IA

D 2
(formulacéo)?! 0se

Fungicida
. - A N
Eporiconazol Opera S ol soise) 10

Reguladores de Crescimento

Trinexapaque-Etilico Moddus dioxocicloh:;;‘:%carboxﬂico 250(EC) 1200
Sulfometurom-Metilico Curavial Sulfoniluréia 75,0(WG) 2000

Herbicidas
Sulfentrazona Boral Triazolona 50,0(SC) 700
Hexazinona Hexazinone Nortox Triazinona 25,0(SL) 1000
Indaziflam Alion Alquilazinas 50,0(SC) 100
Glifosato Roundup Original Glicina substituida 44 ,5(SL) 3000
Flumioxazina Flumyzin Ciclohexenodicarboximida 50,0(WP) 250
Clomazone Gamit Isoxazolidinona 50,0(EC) 2000
Tebutiurom Spike Ureia 50,0(SC) 800

Acido
2,4-D 2,4-D Nortox 80,6(SL) 1750
ariloxialcanoico
Inseticida Biolégico

Bacillus thuringiensis Dipel Inseticida microbioldgico 3,36(SC) 667
var. kurstaki, HD-1

Inseticidas
Clorantraniliprole Altacor Diamidas antranilicas 35,0(WG) 225
Di_nf)tefu_ram + Maxsan ] Neqn_ic_otir?oide + 10,0+ 833
Piriproxifem Eter piridiloxipropilico 2,5(EW)
Tiametoxam Actara Neonicotinoide 25,0(WG) 2000
Etiprole Curbix Fenilpirazol 20,0(SC) 3000
o a EoPro Mgt o
i i Fenilpirazol +
illfa:?gil:);rmetrina Regent Duo Pithr(’)ide 121,%(032) 1500

1Concentragcao em %: SC= suspenséo concentrada, WG= granulado dispersivel, EW= emulséo de 6leo
em agua, EC= concentrado emulsionavel, SL= concentrado solluvel, SE= suspo-emulséo; °ml ou g de
produto comercial para 100 litros de calda.



51

classe 3: 79% < E% < 99% (moderadamente prejudicial); classe 4: E% = 99%
(prejudicial).

Para chegar nessa classificagcéo, foi calculado o efeito total (E%) (Eq. 1) dos
produtos, com base na mortalidade corrigida (M¢) pela férmula de Abbott (1925) (Eg.
2) e o efeito total na reproducao (Er) (Eg. 3)

E% = 100% — (100 — M.(%)) X Ex Eq. 1
M. (%) = (Pfx — Pf,)/Pf X 100 Eqg. 2
Onde Pf, € a populacéo final de acaros no controle e Pf, é a populacéo final no

tratamento.
Er = Ry/Rx Eqg. 3

Onde R, séo o numero de ovos viaveis dividido pelo nimero de fémeas vivas no
tratamento, Rx é o numero de ovos viaveis dividido pelo nimero de fémeas vivas no
controle.

Para os célculos utilizou-se os resultados obtidos até 120 h (5 dias) apés a

pulverizacao.

4.2.3. Anédlise estatistica
Os valores de mortalidade corrigida (Mc) e viabilidade de ovos foram
submetidas ao teste de Friedman, para detectar diferencas nos tratamentos, e ao teste
de Durbin-Conover, para compara¢cdes multiplas post hoc, ambos por meio do
programa estatistico JAMOVI (2022) construido sobre linguagem estatistica R (2022).
Os valores de fecundidade foram submetidos ao teste GLM, para detectar
diferencas nos tratamentos, e ao teste de Tukey, para comparacdes multiplas post

hoc, ambos por meio do programa estatistico SAS (2022).

4.3. Resultados e Discussao

O fungicida Piraclostrobina + Epoxiconazol foi levemente prejudicial ao acaro
predador (Classe 2), com mortalidade corrigida de 48% (Tabela 2). A viabilidade de
ovos foi cerca de 70% da obtida no controle. Estes resultados estdo muito proximos
aos observados em M. embersoni para este mesmo fungicida (Gongalves, 2021). No

entanto, este efeito sobre essas espécies difere um pouco do que ja foi observado
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Tabela 2. Efeito letal, subletal e classificacdo de produtos fitossanitarios sobre fémeas
de Protogamasellopsis zaheri, ao final de 120 horas, em laboratorio.

Ingrediente ativo M. (%)2 R Er° E%? Classe

Controle Oa 174+47a 0 - -
Fungicida

Piraclostrobina + Epoxiconazol 48 cde 12,7+ 7,4 ab 0,73 62 2

Reguladores de Crescimento

Trinexapaque-Etilico 39 bcde 16,2+5,7a 0,93 43 2
Sulfometurom-Metilico 40 bced 157+45a 0,90 46 2
Herbicidas
Sulfentrazona 27 abc 16,3+4,7a 0,93 32 2
Hexazinona 14 ab 172+49a 0,99 15 1
Indaziflam 13 ab 16,1+49a 0,93 20 1
Glifosato 69 de 18,0+x4,0a 1,03 69 2
Flumioxazina 2a 140+x69a 0,80 22 1
Clomazone 100 f - - 100 4
Tebutiurom 77 de 11,7+x4,7a 0,67 85 3
2,4-D 100 f - - 100 4

Inseticida Biolégico

Bacillus thuringiensis var. kurstaki 2a 170+6,8a 0,98 4 1
Inseticidas
Clorantraniliprole 46 cde 8,9+£59b 0,51 72 2
Dinotefuram + Piriproxifem 45 cde 10,9+5,0ab 0,62 65 2
Tiametoxam 12 a 16,4+52a 0,94 6 1
Etiprole 37 abc 128+5,8ab 0,73 53 2
Tiametoxam + Lambda-Cialotrina 94 e 98%£6,2b 0,56 96 3
Fipronil + Alfa Cipermetrina 100 f - - 100 4

aM. = mortalidade corrigida (Abbott, 1925); "R = namero total de ovos dividido pelo
numero total de fémeas; ‘Er = efeito na reproducdo; 9E% = efeito total; Classe =
Classificacao toxicologica [classe 1: E% < 30% (nao prejudicial), classe 2: 30% < E%
< 79% (levemente prejudicial), classe 3: 79% < E% < 99% (moderadamente
prejudicial) e classe 4: E% = 99% (prejudicial)].

com fungicidas e outros &caros predadores. O fungicida Azoxistrobina +

Difenoconazole nao foi prejudicial (Classe 1) aos acaros predadores edaficos
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Stratiolaelaps scimitus (Womersley) (Laelapidae) e Cosmolaelaps brevistilis (Karg)
(Laelapidae) (Duarte et al., 2020). Os ingredientes ativos deste ultimo fungicida sao
dos mesmos grupos quimicos do utilizado no presente estudo. Efeito ndo prejudicial
de fungicidas sobre &caros predadores também j& foram observados em fitoseideos,
gue em sua maioria sdo predadores na parte aérea das plantas (Hassan et al., 1994;
Ditillo et al., 2016). No entanto, néo foi possivel diferenciar se o efeito prejudicial do
fungicida & P. zaheri esta associado ao ingrediente ativo do grupo do Triazol
(Epoxiconazol) ou Estrobilurina (Piraclostrobina), ou ao efeito sinérgico deles,
principalmente pelos fungicidas ndo apresentarem um local de acdo conhecido em
acaros.

Os reguladores de crescimento (Trinexapaque-Etilico e Sulfometurom-Metilico)
também foram levemente prejudiciais ao acaro predador (Classe 2), com efeito total
de 43 e 46%. Este efeito foi similar para M. embersoni (Gongalves, 2021). Estes
produtos sado utilizados principalmente nos cultivos de cana-de-aglUcar e ndo era
esperado algum nivel de efeito prejudicial ja que ndo sdo empregados visando o
controle de organismos no sistema. O presente trabalho chama a atencdo para a
necessidade de mais estudos para entender os efeitos de reguladores de crescimento
em predadores.

Em relacdo aos herbicidas, 2,4D e Clomazone foram prejudiciais ao acaro
predador (Classe 4), causando mortalidade total dos adultos. Tebutiurom também
causou alta mortalidade (Mc= 77%), sendo moderadamente prejudicial (Classe 3).
Glifosato também causou alta mortalidade (Mc= 66%), porém sem efeitos subletais
sobre reproducao, sendo classificado como levemente prejudicial ao acaro predador
(Classe 2). O herbicida Boral causou leve mortalidade, sem efeitos subletais, sendo
classificado como levemente prejudicial, proximo ao limiar inferior (E%= 32). Os
herbicidas ndo prejudiciais a P. zaheri foram Indaziflan, Hexazinona e Flumioxazina,
com leve ou nenhum efeito sobre a viabilidade dos ovos, podendo ser empregados no
manejo de plantas daninhas sem comprometer as formas adultas do acaro predador
na area.

Os resultados com 2,4D e Clomazone diferem ao observado em M. embersoni,
em que estes herbicidas, e também o Flumioxazina, ndo foram prejudiciais, além de

estimularem a oviposicao deste acaro predador (Gongalves, 2021). Ja Hexazinona foi
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considerado moderadamente prejudicial ao M. embersoni. Em relacdo ao Glifosato,
Bernard et al. (2010) ndo observaram efeito significativo na mortalidade e fertilidade
do 4caro predador Euseius victorensis (Womersley) (Phytoseiidae). De modo geral,
em relacdo aos herbicidas, poucos sdo os estudos sobre o efeito destes sobre a
mesofauna edéfica, porém estes resultados indicam que existe uma variagcdo nos
efeitos dos produtos entre as diferentes espécies corroborando com Schmidt-Jeffris et
al. (2021).

O inseticida bioldgico B. thuringiensis foi seletivo a P. zaheri, sem efeitos na
reproducéo e viabilidade de ovos, sendo considerado nao prejudicial. Bernard et al.
(2010) também néo observaram efeito significativo de Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki na mortalidade e fertilidade do &caro predador E. victorensis. No entanto, este
biologico foi levemente prejudicial a M. embersoni, com mortalidade préxima de 30%
(Goncalves, 2021). A possibilidade de ampla variacdo de resultados pode ser devido
a varios fatores inerentes a atividade toxica de B. thuringiensis, tais como a
estabilidade da pré-toxina, solubilizacdo dos cristais, processo proteolitico, auséncia
e alteracbes dos receptores especificos (Garcia et al., 1982, Fiuza et al., 1996,
Peyronnet et al., 1997), além do efeito do material utilizado na formulacdo dos
produtos.

Em relacdo aos inseticidas sintéticos, Fipronil + Alfa-Cipermetrina foi o mais
prejudicial ao predador, causando a mortalidade total de fémeas, o que impossibilitou
o célculo do efeito subletal na reproducdo. Este inseticida também foi altamente
prejudicial ao M. embersoni (Goncalves et al., 2021). Alguns estudos demonstraram
gue o uso apenas de Fipronil também foi prejudicial a outros acaros predadores, como
para Neoseiulus longispinosus (Evans) (Phytoseiidae), com alta mortalidade (96%),
sendo classificado como moderadamente prejudicial (Kongchuensin e Takafuji, 2006).

O inseticida Tiametoxan + Lambda-Cialotrina também causou alta mortalidade
(Mc= 94%), e promoveu um efeito sub-letal significativo, reduzindo o nimero de ovos
por fémea e sua viabilidade, sendo classificado como moderadamente prejudicial ao
P. zaheri. Este mesmo efeito foi causado em M. embersoni (Gongalves et al., 2021).
O uso apenas de Lambda-Cialotrina foi prejudicial a Galendromus occidentalis
(Nesbhitt) (Phytoseiidae), causando alta mortalidade e reducéo da fertilidade e
viabilidade de ovos (Beers e Schmidt, 2014).
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E possivel que o efeito prejudicial de Tiametoxan + Lambda-Cialotrina ao P.
zaheri seja devido a Lambda-Cialotrina, este neonicotinoide quando aplicado de forma
isolada e em maior concentracdo foi considerado néo prejudicial a P. zaheri. Os
neonicotinoides tém pouca agao de contato e precisam ser ingeridos pela praga alvo
e, portanto, sdo mais especificos (Tomizawa e Casida, 2005; Stecca et al., 2017).
Duarte et al. (2020) estudaram o efeito residual de inseticidas contendo ambos o0s
ingredientes ativos separadamente (Lambda-Cialotrina e Tiametoxan) sobre duas
espécies de acaros predadores edaficos e observaram que Lambda-Cialotrina afetou
negativamente S. scimitus (E%= 97,9%) e C. brevistilis (E%= 83,9%), causando alta
mortalidade e baixa viabilidade de ovos, enquando que o Tiametoxan nao foi
prejudicial (E%= 6,4 e 0,0, respectivamente).

Os dois inseticidas que causaram a maior mortalidade de P. zaheri contém
ingredientes ativos (Alfa-Cipermetrina e Lambda-Cialotrina) que sdo do grupo quimico
dos piretroides. Os piretroides sdo moduladores do canal de so6dio e causam a
despolarizacdo das células nervosas do sistema nervoso central e periférico,
causando hiperexcitagao, irritabilidade, inibicdo da atividade alimentar e morte de
artrépodes (Hall e Thacker, 1993). Os piretroides sdo moléculas lipofilicas e tem alta
afinidade com a cuticula dos artrépodes, agindo basicamente por contato direto,
penetram seu corpo em alta taxa e causam efeito de choque (Hall e Thacker 1993).

Os inseticidas Clorantraniliprole, Etiprole e Dinotefuram + Piriproxifem foram
levemente prejudiciais a P. zaheri (Classe 2). Clorantraniliprole causou mortalidade
corrigida de 46% e efeito negativo significativo na reproducao, sendo o tratamento que
causou menor fertilidade de fémea e menor viabilidade de ovos, mostrando um efeito
sub-letal expressivo sobre o acaro. Dinotefuran + Pyriproxifem causou mortalidade
corrigida de 45% em fémeas adultas e reduziu significativamente a viabilidade de
ovos. Cheng et al. (2018) e Cabrera et al. (2004) observaram que 0 neonicotenoide
Dinotefuran n&o apresentou risco ao Amblyseius cucumeris (Oudemans)
(Phytoseiidae) e S. scimitus, respectivamente. Entretanto, Franco et al. (2017) e
Kaplan et al. (2012) observaram que Piriproxifem foi levemente prejudicial as fémeas
de Euseius concordis (Chant) e Neoseiulus californicus (McGregor) (Phytoseiidae),

respectivamente.
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O presente trabalho mostra variacfes no efeito dos produtos sobre P. zaheri e
0 observado por outros autores em outras espécies de acaros predadores. Essa
variacdo de efeito de produtos fitossanitarios em &caros Mesostigmata j& foi
constatada em uma meta-analise realizada por Schmidt-Jeffris et al. (2021) e em
acaricidas testados por Bergeron et al. (2020) em espécies proximas, contidas na
mesma familia e até entre espécies do mesmo género. Este trabalho reafirma a
importancia de um estudo do efeito de produtos fitossanitarios em acaros predadores
direcionado para a espécie de interesse visando a selecdo de produtos nao
prejudiciais ao predador.

Deve ser levado em consideracéo que os efeitos destes produtos no presente
estudo foram determinados de acordo com testes realizados com o pior cenario
possivel, conduzidos em laboratério por meio de bioensaios em condicdes artificiais.
Para um melhor entendimento, sdo necessarios testes mais complexos em condicdes
de semi-campo e campo (Hassan et al., 1985; Samsge-Petersen, 1990). Por exemplo,
Deltametrina, também do grupo dos piretroides, ndo foi prejudicial ao acaro predador
G. aculeifer quando testado em dois diferentes tipos de solos naturais tipicos da Africa
e um solo artificial padréo pela OECD (2016), porém apresentou risco de toxicidade
cronica em solo representativo da Europa (LUFA 2.3) (Kamoun et al., 2018). Por isso,
€ importante a realizacdo de estudos complementares (sequenciais) sobre
persisténcia e efeito residual dos produtos sobre o acaro, assim como efeito letal e
subletal em condicbes de campo, principalmente com aqueles classificados como
levemente ou moderadamente prejudiciais ao acaro predador em condicbes de
laboratorio, pois tais estudos fornecerdo maiores critérios em sua classificacao. Além
disso, € necessario conhecer os cenarios envolvidos para auxiliar na tomada de
decisdo de um manejo integrado de pragas, doencas e plantas daninhas visando a
preservacao do acaro predador no solo.
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CAPITULO 5 - Modelling the biological control of tomato root-knot nematode by

predatory mites in the presence of an alternative prey

ABSTRACT - Root-knot nematodes (RKN, Meloidogyne spp.) are major pests of the
tomato crop. Several predatory mites (PM) species have proven to be good candidates
for the development of biological control strategies against these plant-parasitic
nematodes. Recent studies have shown that soil supplementation with non-parasitic,
free-living nematodes (FLN), as alternative prey for PM, could improve the biological
control of RKN. To investigate the effects of direct (predation) and indirect (apparent
competition) interactions between pest and non-pest nematodes sharing a common
predator on pest control, we developed a stage-structured population dynamic model.
This model was parametrized using experimental data and information from the
literature for the case of a tomato pot and the species Meloidogyne incognita (RKN),
Rabditella axei (FLN) and Protogamasellopsis zaheri (PM). We simulated five
scenarios over a 110-days growing season by varying PM release rates (no PM, single
release, weekly release) and the presence-absence of FLN. Our results confirmed the
potential of PM as biocontrol agents and highlighted the effect of the timing of FLN
inoculation. The scenario combining a single early release of PM with a delayed
inoculation of FLN two weeks later provided satisfactory control, at the same level as
the weekly mite releases. We also detected apparent competition between the two
nematode species when FLN were inoculated early on. Our model can guide the
design of RKN management strategies. The next steps in development should include
interactions with tomato plants (gall formation and indirect effects on nematodes and
mites) as well as solil effects on the three species.

Keywords: Meloidogyne, free-living nematodes, Mesostigmata, supplementary food,
population dynamics, apparent competition

lEste capitulo corresponde ao artigo cientifico aceito para publicacdo na revista Acta
Horticulturae - International Symposium on Sustainable Control of Pests and
Diseasese.
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5.1. Introduction

Among plant-parasitic nematodes, the root-knot nematodes (RKN),
Meloidogyne spp., are major pests, particularly in tomato cultivation where they are
responsible for 20% yield losses per year worldwide, with significant economic damage
(Nicol et al., 2011; Jones et al., 2013). Management of RKN has been mainly based
on nematicide chemical treatments. However, in some countries widely used
nematicides, such as methyl bromide and aldicarb have been banned or restricted due
to their harmful effects on the environment and human health (European Commission,
2000; Dong and Zhang, 2006; Nilusmas et al., 2020). Therefore, there is an increasing
requirement for developing non-chemical alternative methods for RKN management
(Hussey and Janssen, 2002; Huang et al., 2016; Forghani and Hajihassani, 2020).

RKNs are obligate sedentary endoparasites but females release egg masses
outside the roots. The juvenile second stage (J2) is the infective form, which penetrates
the roots (Jones et al.,, 2013; Nilusmas et al., 2020). After reaching the vascular
cylinder, salivary secretions from J2 induce a specialized feeding site where the
nematode spends the rest of its life. Thus, there is a time window during the early
stages of development when natural enemies foraging in the soil can predate RKN.
Several Mesostigmata mites are predators belonging to the top of the edaphic
mesofauna food chain (Castilho et al., 2015). Recent studies have evaluated the
potential of these predatory mites (PM) as biological control agents of plant-parasitic
nematodes (Chen et al., 2013; Xu et al., 2014; Stirling et al., 2017; Azevedo et al.,
2020; Manwaring et al., 2020; Yang et al., 2020).

Additionally, studies showed that supplementing the soil with alternative prey for
predatory mites, such as non-parasitic free-living nematodes (FLN) might improve
RKN biological control (Azevedo et al., 2019, 2020). This alternative resource would
allow the predator to survive during RKN parasitic phase or when RKN is at low density.
It is also expected that apparent competition results from the indirect interaction
between the two nematode prey species sharing a common predator. In this case, the
prey populations behave as if they were competing for the same resource (Chailleux
et al., 2014).
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In this study, we present a stage-structured model that simulates the population
dynamics of two nematodes species, a plant-parasitic nematode Meloidogyne
incognita (RKN) and a bacterivore non-pest nematode Rabditella axei (FLN), and their
predator Protogamasellopsis zaheri (PM) at the scale of a tomato plant root system in
greenhouse conditions, during the whole growing season. We investigated whether
the addition of an alternative prey (1) improves the biological control of RKN and (2)

suggests adapting PM release strategies.

2.2. Materials and methods

We developed a time-continuous stage-structured population model of two
nematode prey species — one shared predatory mite (fig 1). As regards the biological
assumptions, RKN and FLN do not participate in the same trophic group and do not
compete for resources. Apparent competition will rest upon their indirect interactions
through PM predation. For RKN, we distinguished three stages corresponding to an
early stage of development exposed to predation outside the root, a juvenile
endoparasitic stage, and an adult endoparasitic and reproductive stage. We simulated
FLN development as a two-stage process with juveniles maturating in adults. The
population of predatory mites was modelled as two immature stages followed by two
adult reproductive stages, all active predators except the first. Following Gurney and
Nisbet (1998), we formulated our model with delay-differential equations predicting the
dynamics of the different stages for each species (table 1). This approach applies the
same vital rates to every individual within a development stage (equation 1). In order
to consider the limited capacity of a growing pot (FLN) and of tomato roots (RKN),
female fecundity was constrained by the total population density for FLN and the
population density of endoparasitic stages for RKN, respectively (equation 2). We also
applied a density dependent inhibition to PM fecundity as a simple way to account for
the con-specific cannibalism on the early stages of Mesostigmata predatory mites
(Rasmy et al. 2004; Costa and Anjos, 2020). We assumed that the shared biocontrol
agent PM exhibits a multispecies functional response type 3 (Costa and Anjos, 2020;
equation 3). Predation rates added to natural death rate for all FLN nematodes and the

exposed stage of RKN. This model was run in R (Core Team, 2021) (Rstudio version
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Figure 1. Model structure for nematodes (root-knot nematode RKN, free-living
nematode FLN) — predatory mite (PM) populations dynamics. Each box
represents a development stage with uXY(t) and rX(t) the maturation and
reproduction rates of species X in stage Y at time t respectively (death rates
not shown for simplicity). Circles depict species interactions either direct
(predation, red continuous lines arrow) or indirect (apparent competition, red
broken lines arrow). The second and third stages of RKN are protected in
the root and are not subject to predation. Broken line boxes in the
nematodes' life cycle correspond to prey stages and in predatory mite's life
cycle correspond to the active predator stages.

2021.09.2) using the package stagePop whose code is based on the formulation by
Gurney and Nisbet (Kettle and Nutter, 2015). Model output variables were the daily
density of each stage for each species throughout the simulation period.

The model parameterization was based on PM life tables (Do Prado,
unpublished; Rossini et al, 2022), data from experimental setups from 2017 to 2021
and information from the literature (table 2). The carrying capacity for RKN depends
on host plant quality (van den Hoogen et al. 2019). The population of bacteriophage
nematodes increases with soil organic matter that feeds their bacteria food sources
(Thoden et al., 2011; van den Hoogen et al. 2019). We set the parameter values

corresponding to a rather poor soil, close to commercial units with vermiculite
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substrate, with low carrying capacity for FLN but good properties for PM foraging. The
reference experiment was carried out in an automated greenhouse kept at 27°C in
Unesp facilities (Jaboticabal-SP, Brazil). Tomato plants Micro-Tom grown in pots with
350mL of soil were either kept free of RKN infestation or inoculated once with 2000 J2
of M. incognita. Infested pots were randomly affected to 3 treatments: no release of
PM or forty P. zaheri released each week with or without 30000 R. axei (FLN). In this
experiment, predatory mites significantly reduced the nematode population in the soll
after 110 days, thus limiting the loss of tomatoes. We also observed that the addition
of FLN increased the final population of the predatory mites.

We simulated the population dynamics of RKN, FLN and PM in 5 scenarios: a
control situation (RKN alone) and pest control situations comparing a single versus
weekly release of predators, with and without the addition of an alternative prey (FLN).
The initial populations densities mimicked those of the reference experiment. The
simulation period was set at 110 days corresponding to the length of the crop cycle.
We were therefore mainly interested in the transient population dynamics over this
period and not in the long-term behaviour of the theoretical model.
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Table 1. Model equations for nematode preys-predatory mites populations
dynamics. The continuous-time stage-structured model is based on the delay-
differential approach (Gurney and Nisbet, 1998; Kettle and Nutter, 2015)

General equation (1):

dN, , (t)

dt = .ux,y—l(t) + [rx,adult (t) Nx,adult(t)]l-f y=1 + ix,y (t) - .ux,y+1(t)

- Gx,y (t)

Where N, (t) is the number of individuals of species x in stage y at time t. The vital
rates of species are kept constant within a stage but may vary from one stage to the
other. The maturation rate u represents the number of individuals that move to the
next stage. These surviving individuals have reached the duration d of the previous
stage. The reproduction rate r applies only to the first stage (eggs, y = 1) and the
recruitment depends on the number of breeding adults at that time. The immigration
rate i is used to initiate the populations of nematodes and simulate the timing of
predator releases. The mortality rate 6 includes the natural mortality for all species
but also death by predation for the two nematode species. Prey predation rates were
calculated as a multispecies functional response of predatory mites (equation 3).

Reproductive function (2):

Nx,comp (t)>

rx,comp(t) = Py(t) - exp <_ K,

Where g is the maximum fecundity rate and the exponential term adds a dependency
on the current density of competing stages comp(t) (see text), controlled by the
parameter K. For nematode species, 8 is a parameter. In the case of the predatory
mite species however, B(t) represents the numerical response to the eaten preys
and varies over time t. For simplicity, only nematode species were distinguished as
different types of prey with ézxy and &g,y the conversion efficiencies for any stage of
RKN and FLN nematodes to PM offspring, respectively.

Prey predation rate with a multispecies functional response (3):

Urom " Nenomy 0)-L2=2,3,4 V2 Npp 2 (£)
1+ aggn - hrgn NI%KN,l(t) + apy - hppy - [NFZLN,l(t) + Nguv,z (t)]
andy = 1if xpem = RKN;y =107 2 if Xpem = FLN

fenemy () =

Where Npy, ,(t) is the total number of mites in predatory stages (z=2,3,4) at time t.
Parameter y, sets the proportion of the stage duration that is active (excluding molt
for stage 2). We assumed a similar contribution to predation from the different
predatory stages. Only stage 1 of RKN can feed predatory mites while the two FLN
stages are attacked. Parameters a and h can be interpreted as nematode-specific
attack rate and prey manipulation time, respectively.
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Table 2. Model parameter values

Per capita maximum fecundity rates

.BRKN

.BFLN

Natural mortality rates for each species and stage
ORkN,1

ORKN,2

ORKN,3

OFLN1

OFLN .2

Opm,1

Opwm,2

SEIVE

©pm,2 and Bpwm 3 in case of starvation (no prey)
Opm,4

Predatory mite functional response (type 3)

hrkn  manipulation time on RKN stage 1 (in days)
hren manipulation time on FLN stage 1 or 2 (in days)
Yz proportion of RKN stage duration that is active
attack rate on RKN stage 1

arn  attack rate on FLN stage 1 or 2
Density-dependent parameters for reproduction
KRrkN

ORKN

KrLN

Kem

Conversion efficiency from nematode prey to PM
ERKN

érLN

Development times for each species and stage
drkn,1

drkn,2

drFin,a

dwm.1

dwm,2

dw,3

Initial prey densities and predator release rates
IRKN

IFLN2

iPMm

eggs.day?
101,2
16.7345
death.day™*
0.010 %2
0.025 12
0.125 12
0.125345
0.500345
0

0.005°

0

0.06°
0.350"

0.006271"
0.010813"

0.62 (z=2); 1 (z=3,4)
0.00579"

0.00790"

Number of individuals
2353°

1000"

139"

PM egg per eaten
0.006270"
0.069444"

Days

5.0012

14.0012

4.004345

452"

5.40"

15.00"

Number of individuals
2000 once

0 or 30000 once

40 once or weekly

" Experimental data not published; Dutta et al., 2011; 2Simon, 2014; 3Hague,
1963; “Cliff and Anderson, 1980; ®°Hirao and Ehlers, 2009; ®Rossini et al., 2022
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5.3. Results and Discussion

In the absence of predation, the simulated RKN population cycled twice during
the growing season (Fig. 2A). The parasitic stages peaked at about 35,000 individuals
per growing pot after 30 and 78 days. The cycles resulted from the initial structure of
the population, which consisted only of stage 1 individuals, but also from the density
dependency that limits reproduction (equation 2) to periods when the density of RKN
in the roots remains low to relatively moderate.

According to our model, whatever the scenario simulated, the predatory mites
were always able to significantly decrease the population density of RKN in the
rhizosphere and thus in the tomato roots, even if PM only attacks the free-living stage
(egg-J2). The cyclic behavior of the RKN population disappeared, but the simulated
dynamics varied greatly between the scenarios (Fig. 2B-E). When PM was introduced
once at the beginning of the simulation, predation kept the pest population at very low
levels for more than two months (Fig. 2B). However, in the absence of prey, the
predatory mites almost disappeared at the end of this period, allowing the RKN
population to reach very high densities (more than 17,000 free individuals) during the
last month of the growing season. Adding a high number of FLN nematodes to the
system at the start led to an inverse situation (Fig 2C). During the first days and
according to the multispecies functional response (equation 3), predatory mites
neglected RKN preys to the benefice of the more abundant FLN. This allowed the
parasitic stages to peak at a moderate density of about 1500 individuals. Thus, the two
nematode species were involved in an indirect relationship of apparent competition, at
the expense of FLN. The PM population reached high densities in response to FLN
predation. The numerical response of PM was amplified by its tenfold higher
conversion efficiency from FLN preys than from RKN (table 2). At the highest densities
(maximum of 445 individuals on day 11), the rate of increase of the PM population was
greatly reduced by intraspecific competition with only 4-5% of fecundity achieved
(equation 2). However, the PM population remained large enough to control the pest
and even eliminate it almost entirely over the last 70 days. In the absence of alternative
FLN prey, a scenario of weekly releases maintained RKN under strong control by

predatory mites throughout the simulated growing season (Fig. 2D). The PM
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Figure 2. Simulation results for five scenarios of RKN management strategies. The
population dynamics are the daily densities of nematodes and mites in a
tomato growing pot. Stages densities were summed per species, except for
RKN, whose free-living stage (RKN soil, exposed to predation) is
represented separately from the parasitic stages (RKN root, not exposed to
predation). The simulation started with 2000 RKN individuals. The FLN
densities are divided by 100. Scenarios: A = no PM and no FLN (control); B
= 40 PM single release at the beginning and no FLN; C = 40 PM single
release and 30000 FLN at the beginning; D = 40 PM weekly release and no
FLN; E = 40 PM single release at the beginning and 30000 FLN two weeks
later.
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population remained at densities ranging from 45 to 93 individuals, much higher than
with a single initial release.

This strategy would require a time-consuming intervention in the greenhouse
each week and the purchase and management of many biological control agents, even
if it allows maintaining the pest at very low densities in the growing pots (less than 5
individuals in our simulation). Such a strategy may be uncompetitive due to its
unsustainable cost. Comparable results were obtained by simulating an early but
single release of predatory mites with a delayed inoculation of FLN nematodes after 2
weeks (Fig. 2E). In this case, the pest population was rapidly depleted by PMs that
switched to FLN preys after their inoculation. As can be seen from the comparison with
the same starting situation but without FLN inoculation (Fig. 2B), the PM population
then benefited from this additional resource to peak at about 360 individuals after 28
days. The RKN density remained unnoticed until the beginning of the third month when
a new generation appeared. However, the same happened for FLN resulting in a new
peak of predatory mites of 76 individuals around day 88. This was sufficient to
successfully control RKN (less than 10 pests per pot) until the end of the season, in
contrast to what was observed in the absence of FLN (Fig. 2B).

According to our simulations, the provision of an alternative prey to support the
PM population in the rhizosphere could be a more interesting strategy than repeated
releases of this biocontrol agent. This corroborates our experimental data, where more
predatory mites were recovered from pots where FLN was offered compared to pots
without alternative food (2.3 times more). Moreover, our results correspond well with
those of Azevedo et al (2019) on housefly predation by soil predatory mites in
presence-absence of FLN. Azevedo et al (2020) also conducted an experiment very
similar to the one we modelled. They used the predatory mite Stratiolaelaps scimitus
Berlese (Mesostigmata: Laelapidae) to control M. incognita (RKN) in presence-
absence of FLNCM (the FLN nematode and its Culture Medium) on Micro-Tom tomato
plants grown in pots. They found that the abundance of galls was lowest in the
combined FLNCM and predator treatment. In addition, pots that had not been treated
with PM but had been colonised by the accidental spread of predatory mites reached
a final PM abundance equal or even higher than that measured in pots receiving

weekly releases. Thus, both experimental and modelling results suggest that the



73

predator release strategy should be adapted in the presence of an alternative prey.
The right setting can be quite subtle, as shown in our scenario with an inoculation of
FLN from the start (Scenario C). In this configuration, the predatory mites would neglect
pests in favour of more profitable and abundant non-pest prey species (apparent
competition), which could cause a transient increase in crop damage. It should be
noted, however, that our model captures only a small part of the main direct and
indirect interactions that may govern the system dynamics. For example, Azevedo et
al (2020) observed a direct effect of FLNCM on plant physiology that could translate
into an indirect effect on RKN pests and their predators. Another aspect that requires
attention is the effect of the soil type on these organisms. We parametrized the model
to simulate a soil that is very favourable to the activity of predatory mites but poor in
the organic matter necessary for FLN-type bacteriophage nematodes. Thus, the next
steps in the development of the model will be to integrate the interactions between the
nematode pest (RKN) and the plant on the one hand and to refine the effect of the soil

on the different species considered on the other.

5.4 Conclusions

We developed and parametrized a stage-structured population model simulating
the interactions between a pest nematode (RKN), a biological control agent (PM) and
an alternative food source (FLN) in a tomato pot. We simulated five contrasted
scenarios and our results confirmed the high potential of PM to successfully control
RKN. In one scenario, we demonstrated a transient apparent competition between the
two nematode species sharing a common predator. The inoculation of the soil with
FLN was predicted to favour pest control but its timing may affect the system dynamics.
Despite the simplifications of the model, our simulation results confirmed the
experimental observations made on similar systems (reference experiment, Do Prado
unpublished; Azevedo et al., 2019, 2020). Therefore, this model has the potential to
explore a wide spectrum of biological control strategies and contribute to both system
understanding and RKN management strategies.

Both experimental results and simulation outputs converge to make the

improvement of biological control a major pillar of an integrated management strategy
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for RKN. This could be achieved by maintaining the predatory mite population in the
soil through the availability of FLN as an alternative food source. A compromise will
then have to be found between the soil requirements for the plant, the FLN and the
predatory mites, which must retain their ability to explore the rhizosphere, while soil

suppressiveness must be optimized against RKN.
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