PRODUGAO IN VIVO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS
EM DIFERENTES INSETOS HOSPEDEIROS

J.P.A. Molina!, A. Moino Junior? R.S. Cavalcanti?

lUniversidade Estadual do Norte Fluminense "Darcy Ribeiro", Centro de Ciénciase Tecnologias Agropecuarias,
Laboratério de Prote¢do de Plantas, Av. Alberto Lamego 2.000, CEP 28015-620, Campos dos Goytacazes, RJ,
Brasil. E-mail: juanpamolina@uenf.br

RESUMO

Os nematdides entomopatogénicos (NEPs) podem ser uma ferramenta efetiva no manejo
integrado de praga. No entanto, sua produg¢doinvivoparabioensaios no laboratério ainda é dificil,
necessitando que novos hospedeiros e diferentestécnicas de infecgédo sejam testadas paramelhorar
a producdo. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a multiplicagéo in vivo de 3 espécies de
NEPs: Steinernema carpocapsae, Steinernema glaseri e Steinernema arenarium (Rhaditida:
Steinernemaridae) em larvas de ultimo instar de Galleria mellonella, Tenebrio molitor, Spodoptera
frugiperda e Bombyx mori com 3 sistemas de infeccdo (injecao, topica simples e composta). Assim,
foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas no tempo, com
um fatorial 3 x 4 na parcela (3 sistemas de infeccéo e 4 hospedeiros). Cada tratamento contou com
6 repeticdes (larvas). As maiores produc¢des aconteceram nos primeiros 3 dias depois daemergén-
cia dos juvenis infectantes (JIs). Os tratamentos S. carpocapsae e S. arenarium tépica simples emG.
mellonella apresentaram as maiores producdes totais de JIs/larva, com 302.124 e 149.213, respec-
tivamente. S. arenarium multiplicou-se por injecdo em G. mellonella, mas com uma produgcao baixa
(1.076 JIs/larva), sendo um sistema pouco eficiente para producdo desta espécie. Um hospedeiro
alternativo para producédo in vivo é T. molitor, ja que no tratamento S. arenarium tépica composta
obteve-se uma producdo de 103.059JIs/larva.S. glaserindo se multiplicou em nenhum dos sistemas
em T. molitor, S. frugiperda e B. mori. A multiplicacdo desta espécie com o sistematdpicasimplesem
G. mellonella alcangou uma producéo total de 132.065 JIs/larva. Os sistemas topica simples e
composta apresentaram as maiores producdes por larva. T. molitor para a espécie S. arenariume B.
mori para S. carpocapsae apresentam boas possibilidades como hospedeiros alternativos para
producéo in vivo.
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ABSTRACT

PRODUCTION IN VIVO OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES IN DIFFERENT HOST
INSECTS. Entomopathogenic nematodes (EPNs) can be an effective tool in Integrated Pest
Management programs (IPM). However, in vivo production for laboratory bioassays is still
difficult, requiring testswith new hostinsects and differentinfection techniquesaimingtoimprove
the production. Thus, thiswork was aimed at evaluating thein vivomultiplication of 3EPN species:
Steinernema carpocapsae, Steinernema glaseri, and Steinernema arenarium, in last instar larvae of
Galleria mellonella, Tenebrio molitor, Spodoptera frugiperda and Bombyx mori with three infection
systems (injection, topic simple and topic complex). A 3x4 factored (3 infection systems and 4 hosts)
randomized experimental design was used. Each treatmenthad 6 replicates (larvae). The largest
productions took place in the first 3 days of 1J emergence. The treatments S. carpocapsae and S.
arenariumwith simple topic method in G.mellonellayielded the largest productions of lJs/larva,
with 302,124 and 149,213 IJs/larva, respectively. S. arenariumwasthe only species to multiply by
injection in G.mellonella, although with low production (1,076 lJs/larva), being arather inefficient
system for production of these species. An alternative host forin vivoproduction is T. molitor,since
the treatmentS.arenariumby topic complexyielded high production (103,059 lJs/larva).S. glaseri
did not multiply by any infection system inT. molitor and B. mori. The multiplication of this species
with the simple topic systemin G. mellonellaachieved a total production of 132,065 lJs/larva. The
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simple topic and complex systems presented the largest productions per larva. T. molitor for the
species S. arenariumand B. morifor S. carpocapsae presented great possibilitiesasalternative hosts

for in vivo production.

KEY WORDS: Microbial control, multiplication, entomonematodes, insect pest.

INTRODUCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) possuem
alta potencialidade como agentes biolégicos para
controle de insetos praga, sendo considerados, nos
ultimos anos, ferramentas efetivas a serem incorporadas
em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP)
em diferentes culturas.

A producéo in vivo é a base para estudos basicos
com NEPs, ja que é utilizada no isolamento de espé-
cies, noestudodabiologiaenaproducdoem pequena
escala para trabalhos exploratérios de laboratério,
casa-de-vegetacao e campo.

Segundo GaucLEr & Han (2002), para producédo in
vivoconvencionalmentesdo utilizadas larvasde Galleria
mellonella (Fabricius) (Lepidoptera: Pyralidae). Este
hospedeiro oferece elevada produgdo de juvenis
infectantes (JIs) (> 1 x 10%JIs/larva) e podem ser usados
namultiplicacdo damaioriadasespéciesde NEPsdos
géneros Steinernema e Heterorhabditis. A média de
producdo, nesse hospedeiro, esta entre 30.000a50.000
JIs por larva Poinar, 1979), podendo chegar até a
200.000 JIs Dutky et al,, 1964). Outros hospedeiros
alternativos sdo conhecidos para este fim, entre eles
Spodoptera frugiperda (Smith), (Lepidoptera: Noctuidae),
Amyelios transitella (Walker) e Tenebriospp. (Coleoptera:
Tenebrionidae),sendoamboscriadosfacilmenteabaixo
custo (SrusiNGH, 1990; BLinova& Ivanova, 1987 citados
por GAuGlLER & Han, 2002).

Outro problema referente a producgéo in vivo de
nematoides é a falta de padronizagdo nas técnicas de
producdo, impedindo assim, que os NEPs sejam
incorporados em programas de controle biolégico.
Dessa maneira, torna-se necessario buscar alternativas
para a producdo in vivo, padronizando-as e/ou
melhorando os atuais métodos (FLanpers et al., 1996;
MoLiNa & Lorez, 2001). Por essa razdo, este trabalho
teve como objetivos avaliar trés sistemas de infeccdo
in vivo para trés espécies de NEPs, avaliar quatro
possiveis hospedeiros para producédo de NEPsinvivo
e padronizarastécnicasde producao paraasdiferentes
espécies de nematdides e hospedeiros.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Patologiade Insetosdo Departamento de Entomologia
daUniversidadeFederaldeLavras(UFLA),localizado
no Municipio de Lavras, Estado de Minas Gerais.

Foramutilizadas 3 espécies de nematoides do géne-
ro Steinernema: S. carpocapsae Weiser (1955), S. glaseri
Steiner (1929) e S. arenarium Artyukhovsky (1967),
cedidas pela Dra. Marineide Aguilera, da Universida-
de Federal de S&o Carlos, armazenadas em geladeira
no laboratério,aumatemperaturade 8+2° C. Antesda
execucdo dos experimentos, os JIs destes nematoéides
foram multiplicados em larvas de Gltimo instar de G.
mellonella para reativar sua viruléncia, de acordo com
a metodologia descrita por Poinar (1979).

Foram utilizadas 4 espécies de insetos obtidas de
criacdo no Laboratdrio de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia-UFLA: larvas de tltimo
instar de Galleriamellonella, Tenebrio molitor (Linnaeus)
(Coleoptera: Tenebrionidae), Spodoptera frugiperda
(Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e Bombyx mori
(Linnaeus) (Lepidoptera: Bombycidae), com peso
médiode0,24+0,09¢g,0,53+0,13g,0,48+0,07ge 2,07
* 0,28 g, respectivamente.

Desinfecgdo superficial e ajuste das concentra-
cdes de Jls

Oacondicionamentodos/lsfoifeitoatemperatura
de 25 + 2° C, durante 24h. Posteriormente, 1.000 Jis/
mL foram adicionados a 1,5 mL de solucéo desinfe-
tante (Timerosal, Sigmaé ) a 0,1% em agua destilada
esterilizada (ADE) durante 10 min, paraadesinfeccao
superficial dos JIs. Finalmente foi retirado o maximo
possivel do volume do desinfetante, substituindo-o
porsolucédosalinaem ADE (NaCl0,5%), ajustandoas
concentragOes desejadas determinadas com conta-
gens diretas dos JIs, para 0 uso nos sistemas de
infeccdo tdpica e injecéo.

Sistemasdeinfeccdoempregadosnoexperimento

-Topica composta (ToC): Cada espécie de
nematoide foi aplicada na concentracgédo de 100+ 10
JIs diluida em 0,5 mL de ADE; em seguida, transferi-
ram-se 5 larvas de cada hospedeiro para placas de
Petri (didmetro=9cm)contendo papelfiltroWhatman
# 1 umedecido com 1 mL de ADE e o in6culo.

-Tépicasimples(ToS): Cadaespécie de nematoidefoi
aplicadanaconcentracdode20+5JIsdiluidaem0,5mL
de ADE, em placas de Petri (didmetro =5 cm) com papel
filtro Whatman # 1, onde em seguida foram colocadas
as larvas de cada hospedeiro individualizadas.

- Injecéo (Inj): Utilizando umaseringaparaaplica-
cdodeinsulinade 1 mL foiinjetadaumaconcentragao
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de 20 £5JIsdiluidaem 20 uL de ADE, aplicados por
hospedeiro, nos tltimos segmentos da regido posteri-
or ventral das larvas.

Todas as larvas, uma vez infectadas, foram
mantidas sob temperatura de 25 + 2° C e escuro
constante durante 48h, de acordo com metodologiade
TAvLOR & SHIELDs (1990).

Desenvolvimento de sintomas, emergéncia e
contagens diarias de nematdides

As larvas infectadas dos diferentes hospedeiros
foram colocadas em placas de Petri sobre papel filtro
(cAmaraseca),emincubacdoaumatemperaturade 25
+2°C, UR de 70% e fotofase de 12h por 5 dias, tempo
no qual se observou a sintomatologiatipica de infec-
¢do por NEPs do género Steinernema: cor amarela até
cor café. As larvas que ndo apresentaram essa
sintomatologia foram descartadas.

Aofinalde120h,comousodearmadilhasde White,
para facilitar a emergéncia e recuperacdo dos NEPs,
foram separadas individualmente as larvas de G.
mellonella e B. mori que apresentaram sintomatologia,
e estas foram colocadas a temperaturade 25+ 2°Cem
incubadora. Aslarvasmortasde T.molitore S. frugiperda,
por ndo apresentarem sintomatologia visivel em virtu-
de de terem cuticulas escuras, foram colocadas direta-
mente em armadilhas de White. Uma vez observada a
emergéncia de JIs, estes foram coletados diariamente
até a observacdo do esgotamento da larva. Os
nematoides coletados diariamente foram submetidos
acontagens, paraavalia¢do daproducéo. A coletados
NEPs foi feita através de lavagens sucessivas dos
hospedeiros de cada armadilha de White, utilizando-
se agua destilada e vertendo o conteddo daarmadilha
numa proveta graduada para estabelecer o volume
total empregado na recuperacao dos Jis.

Posteriormente, o volume total foi agitado, doqual
tomou-se umvolume de 100 UL, colocado em cadmaras
decontagemdeacrilicode4x3cmcom49 quadrantes
para contabilizar o nUmero de JIs produzidos. Esse
procedimento foi realizado quatro vezes para cada
repeticdo. Conhecendoovolumetotaleonimerototal
de nematéidesem 100 L, estabeleceu-se o nUmero de
JIspormL, possibilitandorealizar o calculodo ndme-
ro de juvenis emergidos do hospedeiro por dia.

Delineamento experimental e varidveis avaliadas

Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas no tempo
(dias),emesquemafatorial 3x4 naparcela(3sistemas
deinfeccdoe 4 hospedeiros). Cadatratamento contou
com 6 repeticBes (larvas). As avaliagcdes foram feitas
a cada 24h desde a emergéncia dos JIs até o esgota-
mento do hospedeiro.

As varidveis avaliadas foram producdo diaria
(namero total de JIs que emergiram em um dia) e
producdo acumulada (namero total de JIs que emer-
giram até o esgotamento do hospedeiro). Para cada
variavel, foi realizada a andlise de variancia. As
médias das espécies de hospedeiros e 0s sistemas de
infeccdo foram comparados através do teste Scott-
Knott. Para os dias de producao foi testado o ajuste de
equacdes de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producaodiariadenematdidesentomopatogénicos

Verificou-se para a variavel producéo diaria, que
ainteracao triplaentre os fatores hospedeiro, sistema
de infec¢do e dias de producéo foi significativa (P <
0,05) para as 3 espécies de nematoides.

Para a espécie S. carpocapsae, 0 modo de infeccéo
injecédo (Inj) ndo apresentou producdo em nenhum
dos hospedeiros avaliados. Quanto a producéo
observada nos sistemas de infec¢édo tdpica composta
(ToC) e tépicasimples (ToS), esta foi diferente para os
3 primeiros dias e 0 6° dia. Assim, paraG. mellonella,
B. morieT. molitor osistemadeinfeccao topicasimples
apresentoudiferencga (Scott-Knott P <0,05) emrelagéo
ao sistema topica composta, obtendo as maiores
producdes diérias (Figs. 1A e B). Para o hospedeiroS.
frugiperda ndo houve diferencgas por sistema de infec-
¢do durante os 3 dias de producdo. Quanto a G.
mellonella com os dois sistemas de infec¢do nos 4
primeiros dias de producao, houve diferenca (Scott-
Knott P < 0,05) comparados aos outros hospedeiros,
apresentando as maiores producdes diérias, desta-
cando-se o tratamento tdpica simples para 0 2° e 3°
diascomumaproducdode 72.304e89.342Jls, respec-
tivamente. O hospedeiro B. mori produziu por mais
tempo (9dias) nos2sistemasde infec¢do e sd apresen-
tou diferencas para o sistema tépica composta do 4
dia até 0 9° dia com relacdo aos demais hospedeiros.
A produgcdo de T molitor foi semelhante a partir do 4°
dia com relacédo a G. mellonella (Fig. 1A).

ParaaespécieS. glaseri,emgeralomododeinfecéo
injecdo ndo apresentou diferencas (Figs. 2A e B). A
maior produgdo observadafoi nosistematépicacom-
posta (ToC)emG. mellonella, apresentando diferencas
(Scott-Knott P < 0,05) com relacéo ao sistema tépica
simples para os 3 primeiros dias; do 5° ao 9° dia ndo
ocorreram diferencas. As maiores producdes diarias
foram observadas para o 1° dia no sistema tdpica
simples e composta com 49.856 e 43.356 JIs, respecti-
vamente, sendo importantes pela alta produgao obti-
da. Quantoao hospedeiro G. mellonella, foi o iinico que
permitiuamultiplicacdo donematdide nos 2 sistemas
empregados ate o 7° e 10° dia.
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Fig. 1A - Produc¢do acumulada estimada para Steinernema
carpocapsae com o sistemade infecgdo topicacomposta por
hospedeiro (Temp. =25+ 2°C, escuro constantee UR =70

+ 10%).
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Fig. 2A. Producdo acumulada estimada para Steinernema
glaseri com o sistema de infecgdo tépica composta por
hospedeiro (Temp. =25+ 2°C, escuro constantee UR =70
+ 10%).
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Fig. 3A. Producdo acumulada estimada para Steinernema
arenarium com o sistema de infec¢do topica composta por
hospedeiro (Temp.= 25+2°C, escuro constante e
UR=70+10%).

Finalmente, para a espécieS. arenariumnaohouve
producdo no modo de infeg¢éo por inje¢do, com exce-
¢do a uma baixa produgdo em G. mellonella nos 3
primeiros dias (Figs. 3A e B). Quanto & producéo
observada nos sistemas de infec¢éo topica composta
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Fig. 1B - Producdo acumulada estimada para Steinernema
carpocapsae com o sistema de infecgéo topica simples por
hospedeiro (Temp. =25+ 2°C, escuro constantee UR=70
* 10%).
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Fig 2B - Produgdo acumulada estimada para Steinernema
glaseri com o sistema de infecgdo tépica simples por hos-
pedeiro (Temp. = 25 £ 2°C, escuro constantee UR =70 +
10%).

Y = 19054 481X + 32X -8 X RR=967%

707 — — Bnoi

-~ — Grdiogla Y =577 + 276X 87X Re= 9682

= -+ - Tolitor v =50 1788X + 197X 72 R2=962
8w
=
< 3
8
=)
B
& 10

0

0¥ 2 4 6 8 10 ©

Tempo (Dias

Fig. 3B - Producdo acumulada estimada para Steinernema
arenarium com o sistema de infec¢do topica simples por
hospedeiro (Temp.= 25+2°C, escuro constante e
UR=70+10%).

(ToC) e tépica simples (ToS) houve diferenca para os
3 primeiros dias. Assim, para T. molitor, G. mellonella
e B. mori com o sistema de infec¢do topica simples
houve diferenga (Scott-Knott P < 0,05) em relagéo ao
sistema tépica composta, obtendo as maiores produ-
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¢cOes diarias. Para o hospedeiro S. frugiperda, nédo
houve producédo em nenhum dos sistemas de infec-
¢do. Quanto ao hospedeiro T. molitor, o sistema de
infeccdo composta foi diferente dos outros hospedei-
ros, apresentando as maiores producdes diarias, des-
tacando-se a producado obtida para o 1° e 2° dias com
37.394 e 27.158 JIs, respectivamente. O hospedeiroB.
mori foi 0 hospedeiro que produziu por maior tempo
(até 0 10° dia) nos 2 sistemas de infeccdo (Tabela 3).

Tabelal-Producdo médiadiariadeSteinernemacarpocapsae
em diferentes hospedeiros e sistemas de infec¢do (Temp.
=25+ 2°C, escuro constante e UR =70 + 10%) - Desdobra-
mento da interacdo Hospedeiro x Infeccéo.

Hospedeiro Sistema de infec¢do

Inj ToC ToS
B. mori 0aA 86.012cB 128.923CC
G. mellonella 0aA 79.607 cB 302.124D C
S. frugiperda 0aA 3.418a A 4231 AA
T. molitor 0aA 48.134b B 33471BB

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e
maiuscula na linha néo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (p < 0,05)

Tabela2 - Producdo média diaria de Steinernema glaseriem
diferentes hospedeiros e sistemas de infeccdo (Temp. =25
+2°C,escuroconstantee UR=70+10%) - Desdobramento
da interacdo Hospedeiro x Infecgéo.

Hospedeiro Sistemade infeccédo

Inj ToC ToS
B. mori 0aA 0aA 0AA
G. mellonella 0aA 126.672b B 132.025b B
S. frugiperda 0aA 0aA 0aA
T. molitor 0aA 0aA 0aA

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e
maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (p < 0,05)

Tabela 3 - Producdo média diaria de Steinernemaarenarium
emdiferentes hospedeirosesistemasdeinfeccédo (Temp =
25 + 2°C, escuro constante e UR = 70 + 10%) - Desdobra-
mento da intera¢do Hospedeiro x Infecgéo.

Hospedeiro Sistema de Infeccéo

Inj ToC ToS
B. mori 0aA 35.281b B 53.265b C
G. mellonella 1.076 a A 51.624cB 149.212d C
S. frugiperda 0aA 0aA 0aA
T. molitor 0OaA 103.059dB 81.460cC

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e
maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (p < 0,05)

Como foram encontradas diferencas na interacéo
triplacomrela¢doaosdiasde producdode nematodides,
foi realizada uma segunda analise de variancia para
o desdobramento dos dias de producdo dentro de
cadanivel dos fatores hospedeiro e sistemas de infec-
¢do, a qual foi significativa (P < 0,05) para alguns
tratamentos nas 3 espécies avaliadas.

Para a espécie S. carpocapsae com o sistema topica
composta obteve-se uma alta producao diéria nos 3
hospedeiros, sendo a maior produgao nos primeiros
dias, com esgotamento no 7°dia.G. mellonellae B.mori
obtiveram as maiores produgdes diarias estimadas
em 29.779 e 23.754 Jls, respectivamente. Para B. mori
e T. molitor, o decréscimo da producéo foi uniforme,
prolongando-se até o esgotamentofinalno8°e11°dia,
respectivamente. A producéo emG. mellonelladecres-
ceumaisrapidamente do 3°até o 7°dia, concentrando-
se nos primeiros dias (Fig. 1A).

Com relacdo ao sistema topica simples, foi 0 mais
efetivo para a producédo de S. carpocapsae nos hospe-
deiros G. mellonella e B. mori, obtendo-se as maiores
produgdesestimadasno1°diacom81.075e37.1391Is,
respectivamente, sendo superiores para 0s mesmos
hospedeiros com relagdo ao sistematopicacomposta
(Fig. 1B). A producdo em T. molitor foi baixa com
relacdo ao sistema tépica composta, mas foi distribu-
ida mais uniformemente durante os 10 dias em que
apresentou producdo. Para G. mellonella e B. mori,
obteve-se uma boa producao nos primeiros 6 dias,
apresentando-se um decréscimo uniforme da produ-
¢do até 0 8°dia, com o esgotamento final parao 10°e
11°dias, respectivamente. Assim, paraproducdo des-
ta espécie, no sistema de infeccéo tépica simples, G.
mellonellaapresentaas melhores condi¢des e pode-se
complementar com o uso de um hospedeiro alterna-
tivo como B. mori, coletando-se 0s JIs nos 3 primeiros
dias ap6s a emergéncia inicial.

Para a espécie S. glaseri com o sistema tépica
composta obteve-se producdo diaria sé no hospedei-
ro G. mellonella, sendoamaior producédo nos 2 primei-
ros dias, com producdes dirias estimadas de 45.188
e30.754J1Is/larvarespectivamente, tornando-se esgo-
tada no 8° dia (Fig. 2A).

Comrelagdo ao sistematopicasimples, damesma
forma G. mellonella foi o Gnico hospedeiro que permi-
tiuamultiplicacdo deS. carpocapsae, sendoas maiores
producdes diarias obtidas nos 3 primeiros dias, com
43.298, 32.915 e 23.824 Jls/larva respectivamente,
tornando-se esgotada no 6° dia (Fig. 2B). Assim, para
produgdo desta espécie, os sistemas de infecc¢éo topi-
ca simples e composta em G. mellonella foram seme-
Ihantes e apresentam as melhores condicbes para
implementacao, sendo feitas coletas de JisdeS. glaseri
nos trés primeiros dias principalmente.

Para a espécie S. arenarium com o sistema tépica
composta obteve-se uma boa producéo diaria em 2
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hospedeiros, sendoamaior produgdonos 3 primeiros
dias, tornando-se esgotada no 6° dia. T. molitor e G.
mellonella obtiveram as maiores produgdes diarias,
com 37.455 e 18.995 Jls, respectivamente. Para estes
hospedeiros, o decréscimo da producao foi uniforme,
prolongando-a até o esgotamento final no 9° dia. A
producdo em G. mellonella decresceu mais rapida-
mente do 3° até o 5° dia, com relacdo a T. molitor, cujo
decréscimo de producédo foi mais prolongado (Fig.
3A). B. mori ndo apresentou uma baixa produgéo
diaria paraS.arenarium,comum leveincrementosono
1° dia (7.313 JlIs), sendo esta producdo semelhante
durante os primeiros 4 dias, e com um decréscimo
uniforme até o 11° dia.

O sistema topica simples foi mais efetivo para a
producdo de S. carpocapsae nos hospedeiros G.
mellonella e T. molitor, obtendo-se as maiores produ-
¢des estimadas no primeiro dia, com 60.924 e 34.900
JIs, respectivamente, sendo superiores para 0s mes-
mos hospedeiros com relagéo ao sistema tépica com-
posta (Fig. 3B). Alias, com este sistema, G. mellonella
superou a produc¢do de T. molitor, o que reafirma a
interagdo significativa entre hospedeiro e sistema de
infeccdo. ParaG. mellonellae T. molitor, obteve-se uma
boa producéo nos primeiros 4 dias, apresentando-se
um rapido esgotamento final no sétimo dia para as
duas espécies em comparagdo com o sistema topica
composta, o qual se prolongou até o 9° dia.

Quanto a produg¢do emB. mori,foi damesmaforma
baixa com relagdo ao sistema tépica composta, mas
apresentou um leve incremento nos 2 primeiros dias,
com15.116 e 11.603JIs, diminuindo nos dias seguin-
tes até o esgotamento no 12° dia.

Paraamaioria das espécies de NEPs, a producéo
diariaconcentrou-se nos 3 primeirosdias,acumulan-
do-se aproximadamente entre 51 e 74% do total emer-
gido para esse tempo. O decréscimo da emergéncia
variou entre o 7°e 0 11°dia. Foi observado que hospe-
deiros menores como G. mellonella, T. molitor e S.
frugiperda, produzem um maior namero de JIs nos
primeiros 3 dias, com decréscimo até esgotamento
totalentre 0 7°e 8°diaaproximadamente, ao contrario
de Bombyx mori,queteveaproduc¢dodistribuidamais
uniformemente no tempo e prolongou o esgotamento
até um maximo de ias.

Segundo Durky et al. (1964) e Apavs & NGUYEN
(2002), aprincipal causadaredugdonaproducgaodos
JIsdeve-se, principalmente, ao tamanho do hospedei-
ro, j& que insetos de tamanhos maiores favorecem
ciclos mais longos e um maior numero de geragdes,
por existir uma reserva maior de nutrientes.

Gouce & Hacue (1994) encontraram, em seus re-
sultados, que o tempo de emergéncia dos JIs é depen-
dente também do tamanho do hospedeiro; em hospe-
deiros menores como larvas de Bradysia paupera
(Diptera: Sciaridae),aemergénciade nematdidesocor-

reu até o 6° dia, ao contrario de um hospedeiro como
G. mellonella, paraoqualaemergénciapodese prolon-
gar em até duas semanas.

As coletas, para a maioria das espécies de
nematodides, devem ser feitas nos dias de maior emer-
géncia, ja que possivelmente os JIs coletados nos
ultimos dias sdo produto de hospedeiros esgotados
nos quais, possivelmente, a qualidade e viruléncia
dos JIs podem ser baixas. Também segundo Stock
(1998), nematoides coletados de Gltimasemergéncias
sdo menos virulentos, ja que sdo produtos de hospe-
deiros esgotados, nos quais o consumo de nutrientes
éreduzido, recomendando-se a coleta de nematdides
emergidos nos 1°dias. Assim, acoleta, de modo geral,
independentemente do hospedeiro deve ser feita nos
quatro primeiros dias, quando ocorrem as maiores
emergéncias.

Quanto a reproduc¢ado em diferentes hospedeiros,
foi observado queS. glaserindo conseguiuse multipli-
car em hospedeiros como B. mori, S. frugiperdae T.
molitor; da mesma forma, S. arenarium ndo conseguiu
se multiplicar em S. frugiperda, sendo que estas duas
espécies de nematdides multiplicaram-se satisfatori-
amente em G. mellonella. Talvez estes hospedeiros
alternativos ndo tenham oferecido as condic@es ide-
ais para a producdo in vivo para tais espécies de
nematdides, possivelmente pela agdo do sistema de
defesadoinseto, que impediu o desenvolvimento dos
nematoides e/ou de suas bactérias simbioticas.

Segundo De Doucer et al. (1999), a especificidade
acontece somente em algumas espécies de NEPs, nas
guais a interacdo nematdide/hospedeiro, que é uma
associacdo co-evolutiva, reduz a faixa de hospedei-
ros. MaxweLL et al. (1994) afirmam que a falta de
especificidade deriva da variagdo de fases das bacté-
riassimbidticas, asquaisem hospedeiros ndo-especi-
ficos, ndo produzem as quantidades suficientes de
antibidticos (xenocoumacina e xenorhabdinas), fa-
zendo com que o nematdide seja patogénico, mas nao
virulento, com baixa capacidade de multiplicacéo.

Ozer & UnLu (2003) afirmam que as diferengas de
viruléncia e multiplicacdo entre as espécies de
nematoéides podem ser maiores ou menores para um
hospedeiro suscetivel, como no casoG. mellonella,que
permitiu a multiplicacdo de todas as espécies de
nematoides.
de

Producdo acumulada nematdides

entomopatogénicos

Paraavariavel producdoacumulada,aanéalise de
variancia foi significativa para a interacdo dupla
entre os fatores hospedeiro e sistemas de infecgao.

Para a espécie S. carpocapsae, o sistema de infecao
topicasimplesapresentou diferengas (Scott-KnottP <
0,05) comrelacdo aos outros sistemasempregados, na
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maioria dos hospedeiros, com excecdo deS.frugiperda.
Quanto ao hospedeiro, principalmente no sistema
topica simples, G. mellonella apresentou a maior pro-
ducéo obtida nos experimentos, com 302.124 Jls. B.
mori, para o mesmo sistema de infecdo, apresentou
alta producado com 128.923 JIs (Tabela 1). Para a
espécie S. glaseri s6 houve produg¢do com os sistemas
deinfecgdo topica simples e compostaemG.mellonella,
com 132.025 e 125.672 JIs, sem apresentar diferenca
(Tabela 2).

Finalmente, para$S. arenarium,o sistemade infec-
cdo toépica simples apresentou diferenca (Scott-
Knott P < 0,05) em relagdo aos outros sistemas
empregados, com excec¢do de T. molitor, o qual se
destacou no sistema tépica composta. Quanto ao
hospedeiro G. mellonella, houve diferenca com o
sistema topica simples (149.212 JIs) e T. molitor foi
diferente com o sistema topica composta (103.059
JIs) (Tabela3).Poroutrolado, as maiores produc¢des
acumuladas das espécies de nematdides testadas
foram determinadas pela interagdo sistema de in-
fecgdo e hospedeiro, o que aconteceu principalmen-
te com o sistema de infeccdo topica simples em G.
mellonella, destacando-se as producdes obtidas para
S. carpocapsae com 302.124 JIs (novo registro), para
S. glaseri, (132.025 JIs), e paraS. arenarium(149.212
JIs). Como hospedeiros alternativos, podem ser
empregados B. moricomosistemade infecdo tépica
simples para multiplicar S. carpocapsae com uma
producdo de 128.923 JIs, e T. molitor com o sistema
tépica composta, com 103.059 Jis.

Estesresultados registram produg¢fes aproxima-
das as encontradas por Dutky et al. (1964), com
160.000 JIs para Steinernema carpocapsae “Mexican
strain” em G. mellonella, e com as registradas por
MoLiNA & Loprez (2001) para S. carpocapsae, com
149.258 Jls/larva. Quanto as altas produgfes acu-
muladas, somente estavam registradas para
heterorhabditideos em G.mellonella, como é apresen-
tado em diversos trabalhos, tais como Jansson (1996)
gue obteve paraHeterorhabditis bacteriophoraBacardis
e FL2122, uma producdo de 137.229 e 238.692 JIs/
larva em G. mellonella respectivamente, e Ozer &
UnLu (2003), que obtiveram, para H. bacteriophora,
141.562a271.593JlIs, inclusive chegandoaatingira
producdo de 350.000 JIs para esta espécie em G.
mellonella (WoobprinG & Kava, 1988).

Também é importante ressaltar que o tamanho do
hospedeiro ndo foi determinante naproducéo obtida.
G. mellonella, sendo um hospedeiro menor (1/9) com
relacdo aB. mori,promoveu as maiores producdes dos
experimentos. Como ja dito anteriormente, em
contraposicdo, alguns autores, como Apawvs & NGUYEN
(2002) e Ozer & UNLU(2003), afirmam que a producéo
édependentede formadiretadotamanhodocorpodo
hospedeiro.
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