TECNICAS DE PRODUCAO in vivo DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS (RHABDITIDA:
HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) EM
Galleria mellonella (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E
HOSPEDEIROS ALTERNATIVOS

CARLA RUTH DE CARVALHO BARBOSA

2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



CARLA RUTH DE CARVALHO BARBOSA

TECNICAS DE PRODUCAO in vivo DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE)
EM Galleria mellonella (L.) (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E
HOSPEDEIROS ALTERNATIVOS

Dissertag@o apresentada a Universidade Federal
de Lavras como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdo “stricto sensu” em
Agronomia/Entomologia, area de concentragdo
em Entomologia Agricola, para a obtengdo do
titulo de "Mestre".

Orientador
Prof. Dr. Alcides Moino Junior

LAVRAS
MINAS GERAIS-BRASIL
2005



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Barbosa, Carla Ruth de Carvalho

Técnicas de producdo in vivo de nematoides entomopatogénicos
(Rhabditida: Heterorhabditidae) em Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae) e hospedeiros alternativos / Carla Ruth de Carvalho Barbosa. --
Lavras : UFLA, 2005.

91 p. :il

Orientador: Alcides Moino Junior.
Dissertag@o (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

1. Heterorhabditis. 2. Controle microbiano. 3. Anticarsia gemmatalis.
4. Agrotis ipsilon. 5. Diatraea saccharalis. 6. Multiplicagdo in vivo. 7.
Patogenicidade. 1. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-595.182




CARLA RUTH DE CARVALHO BARBOSA

TECNICAS DE PRODUCAO in vivo DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE)
EM Galleria mellonella (L.) (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E
HOSPEDEIROS ALTERNATIVOS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de Pods-
graduagdo “stricto sensu” Agronomia/Entomologia,
area de concentragdo em Entomologia Agricola, para a
obtencao do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 11 de fevereiro de 2005

Profa. Dra. Marineide Mendonga Aguillera UFSCar

Dr. Luis Garrigos Leite Instituto Bioldgico Campinas

Prof. Dr. Alcides Moino Junior
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2005



A minha mie, Ione Ruth de Carvalho Barbosa, ndo somente pela
concretizagdo deste trabalho, mas pelo amor, respeito ¢ confianga depositados
em mim em todos os momentos da minha vida; ao meu pai, Carlos Alberto
Barbosa pela sabia li¢ao de vida e aos meus irmaos, Carlos e Carline, pelo

carinho e compreensao.

DEDICO

A Deus pela forca interior capaz de superar momentos dificeis e
oportunidade de desfrutar o sucesso de cada etapa da vida; a prof.(a) Ms. Maria
de Fatima Veras Araujo Carvalho, pelo incentivo e ajuda no meu ingresso no
campo da pesquisa; a0 meu amigo ¢ pesquisador, Dr. Paulo Henrique Soares da

Silva, pela amizade e dedicacdo a pesquisa.

OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras (UFLA), pela grande oportunidade na
pesquisa e conhecimentos adquiridos.

Ao Departamento de Entomologia (DEN), pela oportunidade concedida
para a realizagdo deste curso.

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), pelo
apoio financeiro.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Alcides Moino Junior, pela amizade e
orientacdo segura na realizagdo dos experimentos, disponibilizando-se por
diversas vezes no interesse de resolver problemas apresentados neste trabalho.

A todos os professores do Departamento de Entomologia da UFLA, bem
como aos secretarios Lisiane O. Orlandi e Fabio P. Carrigo, pela amizade e
colaboracio.

Ao Prof. Antonio Jodo dos Reis do Departamento de Administragao da
UFLA, pela valiosa contribui¢ao na analise de custo da produg@o do nematoide
utilizado nos experimentos.

Ao Prof. Dr. José Roberto Postali Parra e a Neide Zerio do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
Universidade de Sdo Paulo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ/USP), pela disposicdo no fornecimento de material, sem o qual seria
impossivel a realizagdo deste trabalho.

Aos colegas de turma Ester Azevedo, Lucia Mendonga, Fabricia
Zimerman, Danila Néri, Jean Patrick Bonani, Leonardo Pierre, Margal Pedro

Neto, Marcelo Reis e Paulo Henrique da Silva.



Aos amigos do Laboratorio de Patologia de Insetos, Vanessa A. de
Carvalho, Ricardo Cavalcanti, Giselle C. Souza e Flaviane A. de Carvalho, pelo
apoio e consideragdo durante os trabalhos.

Em especial ao meu grande amigo Aldomario Santo Negrisoli Junior,
pela paciéncia, sugestdes para melhoria deste trabalho, além dos ensinamentos e
agradavel convivio.

Ao meu esposo, Lai Alves Dantas Filho que, embora a distancia,
impulsionou-me grandemente para a concretizagdo dessa fase da minha vida.

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

realizacao deste trabalho, meu muito obrigado.



SUMARIO

Pagina

RESUMO ...ttt ettt ettt st se et e b e beesaenseessensesseensansesssensans i
ABSTRACT .ottt ettt et e ettt se et e teeneeseeseeneansens il
CAPITULO Lttt 01
1 INtrodUuGAO GEIal ......c.ooiiuviiiiiiiciee et ettt 01
2 Referencial TeOTICO. ...couiiiieiieiieiiee ettt ettt 04
2.1 Produgdo de nematdides entomopatoZENICOS .......ccveereeveerreerrrerirenresreeseesaeens 04
2.1.1 Produg@o in vitro: meio SOldO..........covviiiiviieciiieiieee e 04
2.1.1.1 Fatores que afetam a producao .........cceveereerieriieeiieeieeieeieeiee e 06
2.1.2 Produg@o in vitro: meio HQUIAO .......cocveeiiieeeiiieciieeie et 07
2.1.2.1 Fatores que afetam a producfo .........ccecververieriieeciieieeiieieesieeseesnesnesne e 09
2. 1.3 PLOAUGEAO 71 VIVO ..o ettt e e evaae e 10
2.1.3.1 Metodologia para produgao i72 VIVO ........c.ccceeeerieerieescrieeniiesieeeieeeeveeeenens 13
2.1.3.2 Fatores que afetam a producfo ........cceevververieeieereeieeieeieeiee e senesve v e 13
2.2 Formulagdo € armazenamento ..............ccceeeevveeeereeeeueeeereeeereeeereeeseeeeseeesvesenneeas 17
2.3 Hospedeiros alternativos: patogenicidade e viruléncia............ccoeceeveeriereeennne 22
3 Referéncias BibliOGrafiCas.......c.evieriierieiieiiesie ettt seve e ene 28
CAPITULO 2.ttt ettt ettt sttt bessaesseesaensesseensensesseensans 40
T RESUITIO 1.ttt sttt et e sab e st esabeesabeeenabee s 40
2 ADSITACE ...ttt ettt et ettt et e e st ettt et sh e et bt et et e ne et e naeeneebeereeneen 41
B INETOAUGEO ..ottt e et e et e e e et e e e e e e e eareeeeeanes 42
4 Material € MELOAOS .....cooueirieeiiieiieeie ettt 44
4.1 Nematoides entomoOPatOZENICOS ....c.vieerierreerreerreerresreeseesseesseesseesresssessesssesssees 44
4.2 Criagdo e manutengdo de G. mellonella .................ccoueeeveveeceiecienicieeeceeeereeene, 44
4.3 Producdo do indculo de nematdides .........cc.eeeeeeveiiieiiieeeeeiiee e 45
4.4 Confirmagao da sintomatologia, emergéncia de JIs e contagens de

1115 001103 (<O OO OPURR PSR 45
4.5 Determinagdo da concentragao letal maxima (Clgg)......ccceevveeeerieenieeecreeennreennne. 45
4.6 Armadilhas de WHIte .........ccooiiiiiiiii e 46
4.7 Funil de BaeImanm.........cccceouieuieiiiiieieeeicee ettt 46
4.8 Delineamento experimental e varidveis analisadas...........cccocvevvereenvenveneennnn. 47
4.9 Custo de producdo de JIs nos diferentes sistemas..........c.cceeveevveerieeecneeeneveennne. 48
4.9.1 CUStO fIX0 (CF) ettt 48
4.9.2 Componentes do CUSLO fIXO0.....ccercvirerieriieriierieiie et et e e eee e ere e seee e 49
4.9.3 Custo VArTAVEL (CV) cuuiiiiiicieeeeeeee ettt et 51

4.9.4 Componentes do CUStO VAITAVE] ......c.eeecviieriieiiiieciieciie et 52



4.9.5 Dados para analise econdmica simplificada ..........cccevreveviverienieeneenienieenn, 53

5 Resultados € DISCUSSAO ....eevueiruiiiiieiieie ettt ettt et s 56
5.1 Estimativa da concentragdo letal maxima (CLog).....covververveereevieerieerieenerenenenens 56
5.2 Producdo total de nematoides entomopatogENICOS .....eeveverereereerveereeerirererererennns 57
5.3 Custo de producao de JIs nos diferentes Sistemas...........cceceeveeereereererneeenennn 59
5.3.1 CUSO fIXO (CF) uviieiiieiiieeie ettt ettt ve e et e e eve e be e eebeesanaaens 59
5.3.2 Custo Varidvel (CV) . ouiiiiiiecie ettt ev e eb et eee 61
5.3.3 CUSO tOtAl (CT) eeiiceriieiiieeiie ettt ettt et e et e v e e v e eaneesevaeenes 63
6 CONCIUSOES ...ttt ettt ettt e b et e st e et e beeees 65
7 Referéncias BiblIOGrafiCas.......ccuevveiieiiiiiiieeie et sieesene e ees 66
CAPITULO 3.ttt ettt sttt sae et e bessaenseesaesaesseensensesseensans 69
L RESUITIO ..ttt ettt ettt st st e b e nbeenbee e 69
2 ADSITACE ...ttt ettt ettt b et sh et b e e bt et e b ettt et e b e sbeeneen 70
B INELOAUGEO ..t et e e e e e e et e e e et e e e eare e e e eareeeeeanes 71
4 Material € MEOAOS .....coueiriieiiieiiieie ettt 73
4.1 Nematoides entomOPAtOZENICOS ....c.vieeriereerreerreerresreereesseesseesseesresssesseessesssees 74
4.2 Criacao dos hospedeiros alternativos..........cceeeveeveerieerieenieeneesnenreeeeeseeseeenenns 74
4.3 Produgdo dos NematOides. ......cccuiieiiiuiiiiieiiiee ettt ettt et 75
4.4 Determinagdo da concentragdo letal maxima (Clgg).....ceevveerreerverrenveesreerneennen. 76
4.5 Produgdo de juvenis infectivos em hospedeiros alternativos.............ccccceeveenee. 76
4.6 Delineamento experimental e varidveis analisadas...........cccecceeveeveeneeneenennnen. 77
5 Resultados € DISCUSSAD ..c..eeiueiiuiiiiiiiieie ettt ettt 78
5.1 Estimativa da concentragdo letal maxima (CLgg).......cceceveeeeveieireieiieeereeeenneens 78
5.2 Producao de JIs do nematodide nos insetos hospedeiros...........ecceeveereeeneeennennee. 80
5.3 Custo de produgao de JIs nos hospedeiros alternativos...........ccccveevveeeveeernneens 82
5.3.1 CUSLO fIXO (CF) ettt 83
5.3.2 Custo Varidvel (CV) . .uiiiiiiieieeieciecie ettt sttt enes 83
5.3.3 CUSO tOtAl (CT) eeieieriieiiieeiie ettt et et ve e e veeeaneesevaeenes 84
6 COMCIUSTES ...ttt ettt ettt sttt et ettt e bt e st e te e st et e steeseeteeseeneenseeneenes 86
7 Referéncias BibliOgrafiCas........ccovvievieriiiiiieeiiieiieiesie e ere e sene e 87

ConSideragOes fINAIS .......eecuiieiiieeiieeeieeeiee ettt e ettt e et e eer e e s beeeteeeereeereeesaneas 91



RESUMO

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Técnicas de producdo in vivo de
nematdides entomopatogénicos (Rhabditida: Heterorhabditidae) em
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) e hospedeiros alternativos.
Lavras: UFLA, 2005. 91p. (Dissertagdo - Mestrado em Entomologia)’

Diversas pesquisas tém evidenciado o potencial dos nematdides dos géneros
Heterorhabditis e Steinernema como agentes de controle bioldgico de insetos-
praga. Este trabalho teve como objetivos avaliar diferentes sistemas de produgao
de Heterorhabditis bacteriophora em Galleria mellonella ¢ em hospedeiros
alternativos, bem como analisar o custo de producdo dos sistemas. Foi utilizado
delineamento fatorial inteiramente casualizado para a estimativa da concentra¢ao
letal maxima (CLgy) de H. bacteriophora em lagartas de Galleria mellonella,
Agrotis ipsilon, Diatraea saccharalis e Anticarsia gemmatalis para a
determinagdo do inéculo de produgdo. A multiplicagio do nematdide foi
realizada em armadilha de White com todos os hospedeiros e somente G.
mellonella em funis de Baermann. Os dados de patogenicidade e produgéo de JIs
por peso de lagarta foram submetidos a analise de varidncia e regressao
polinomial. A (CLgy) estimada foi de 2.404; 2.322; 1.793 e 1.685 JIs/placa de
petri de 9 cm de didmetro em lagartas de G. mellonella, A. ipsilon, D.
saccharalis e A. gemmatalis, respectivamente. No sistema de armadilha de
White a produgdo foi de 486.610; 351.868; 227.848 ¢ 24.928 JIs/g de lagarta de
G. mellonella, D. saccharalis, A. gemmatalis ¢ A. ipsilon, respectivamente. Em
funil de Baermann, a produ¢@o do nematdide em G. mellonella foi de 3.984.758
JIs/g de lagarta. O menor custo de producdo do nematdide no sistema de
armadilha de White foi de R$ 49,86 (USS$ 16,62)/g de lagarta de 4. ipsilon e em
funil de Baermann de R$ 7,36 (US$ 2,45)/g de lagarta de G. mellonella. Os
resultados indicaram que o melhor hospedeiro ¢ G. mellonella, apresentando
maior producdo de H. bacteriophora a baixo custo e o melhor sistema de
producdo in vivo desse nematodide € o funil de Baermann.

" Orientador: Alcides Moino Junior - UFLA



ABSTRACT

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Entomopathogenic nematodes
production techniques in vivo (Rhabitida: Heterorhabditidae) in Galleria

mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) and alternative hosts. Lavras:
UFLA, 2005. 91p. (Dissertation - Master in Entomology)”

Several researches have shown the potential of nematodes belonging to genera
Heterorhabditis and Steinernema as biological control agents of insect pests.
This study had as objectives, to evaluate different production systems of
Heterorhabditis bacteriophora in Galleria mellonella and in alternative hosts, as
well to analyze the production system costs. A factorial completely randomized
was used delineation to estimate the maximum lethal concentration (LCgy) of H.
bacteriophora in G. mellonella, Agrotis ipsilon, Diatraea saccharalis and
Anticarsia gemmatalis caterpillars to determine inoculum production. The
multiplication of the nematode was performed in White’s trap with all the hosts
and only G. mellonella in Baermann funnels. The pathogenicity data and JIs
production per caterpillar weight were submitted to variance analysis and
polinomial regression. The estimated LCyy was 2.404; 2.322; 1.793 and 1.685
Js/petri’s dish in G. mellonella, A. ipsilon, D. saccharalis, and A. gemmatalis
caterpillars, respectively. In White’s trap system the production was 486.610;
351.868; 227.848; and 24.928 JlIs/g G. mellonella, D. saccharalis, A. gemmatalis
and A .ipsilon caterpillar, respectively. In Baermann’s funnel, the nematode
production in G. mellonella was 3.984.758 Jls/g of caterpillar. The least cost of
nematode production in White’s trap system was R$ 32,53 (US$ 10,84)/g of A.
ipsilon caterpillar and in Baermann’s funnel, R$ 6,69 (US$ 2,23)/g G.
mellonella caterpillar. The results indicated that the best host is G. mellonella,
showing higher H. bacteriophora production at low cost and the best production
system in vivo of that nematode is the Baermann’s funnel.

" Adviser: Alcides Moino Junior - UFLA

il



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O manejo integrado de pragas (MIP) ¢ definido como sendo um sistema
de decisdo para uso de taticas de controle, isoladamente ou associadas
harmoniosamente, numa estratégia de manejo baseada em analises de
custo/beneficio que levam em conta o interesse e ou impacto nos produtores,
sociedade e ambiente (Gallo et al., 2002).

O controle bioldgico deve ser considerado como um componente inter e
multidisciplinar em programas de MIP, conjuntamente com outras medidas de
controle de insetos-praga. O controle microbiano, como um ramo do controle
bioldgico, visando a utilizagdo de entomopatogenos (bactérias, fungos, virus,
protozoarios e nematoides) no controle de insetos-praga, pode ser empregado em
qualquer Programa de MIP (Guedes et al., 2000).

Nematoides s@o os mais numerosos organismos multicelulares presentes
nos agroecossistemas, podendo ser encontrados em densidades acima de 30
milhdes/m’. Eles sdo encontrados explorando varios nichos, desde vegetagio,
solo e outras riquezas da biota (Nickle, 1991). Nematoides entomopatogénicos
(NEPs) apresentam potencial para o controle bioldgico de pragas e tém sido
usados na América do Norte, Europa, Asia ¢ Australia para o controle de pragas
de solo e de ambientes cripticos (Grewal et al., 2001).

Segundo Neves et al. (1998), muitas espécies de nematdides t€m a
capacidade de interferir na reproducdo ou até mesmo na morte de insetos de
diversas familias e de varias ordens, dentre elas: Coleoptera, Diptera,

Hymenoptera e Lepidoptera. Dentre as espécies de nematoides, as mais



estudadas em relagdo a produgdo sdo as pertencentes a duas familias:
Steinernematidaec ¢ Heterorhabditidae. Nematoides pertencentes a essas duas
familias, associados respectivamente as bactérias Xenorhabdus spp. e
Photorhabdus spp., sdo comercialmente utilizados para o controle de
insetos-praga de solo (Georgis & Manweiler, 1994), tornando viavel sua
producao massal para o uso em larga escala (Neves et al., 1998).

Existem dois métodos de produg¢dao de nematdides: in vivo e in vitro. A
producdo in vitro apresenta as vantagens de reduzir os custos, possibilitando um
produto padrdo, estavel e viavel. Ao contrario da produgdo in vivo, devido a
possibilidade de producdo em larga escala, torna os produtos mais competitivos
(Neves et al., 1998).

De acordo com Gaugler et al. (2002), a producdo in vivo, baseada na
adaptacao de Dutky et al. (1964) para armadilha de White, € apropriada para a
produgdo em laboratorio e realizagdo de experimentos, sendo ineficiente na
produgdo em larga escala. Apesar de ndo ter havido idéias de melhorias na
produgdo in vivo durante o intervalo de 40 anos, avangos nesta tecnologia sio
necessarios para que companhias possam produzir in vivo também
comercialmente.

Segundo Poinar (1979), qualquer lagarta de dimensdes grandes prestam-se
a multiplicacdo desses grupos de nematoides, desde que exista para essa espécie
de hospedeiro uma técnica de criagdo facil e eficiente. Assim, faz-se necessaria a
obtenc¢do de técnicas eficientes e de baixo custo de produgdo in vivo de NEPs em
insetos hospedeiros, para serem utilizados comercialmente em pequena escala.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivos:

e avaliar duas técnicas de produgdo in vivo de juvenis infectivos (JIs) de
Heterorhabditis bacteriophora em lagartas de Galleria mellonella e

analisar os custos de produgdo desses sistemas;



e avaliar a producdo in vivo de JIs de H. bacteriophora em lagartas de
Diatraea saccharalis, Anticarsia gemmatalis e Agrotis ipsilon e analisar

os custos de produgdo nesses hospedeiros.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producio de nematoéides entomopatogénicos

Nos ultimos anos, foram conseguidos avangos significativos no que diz
respeito a producdo em escala comercial de nematdides entomopatogénicos
(NEPs) dos géneros Steinernema e Heterorhabditis. Atualmente, produtos a base
de NEPs sdao competitivos com inseticidas quimicos no controle de insetos-praga
em culturas de médio e alto valor comercial. A extensdo de sua utilizacdo em
sistemas agricolas de forma sustentavel é dependente dos avangos tecnoldgicos
capazes de produzir estes entomopatdogenos em escala industrial e a custos de
produgdo que ndo constituam um fator limitante.

O uso de NEPs como agentes no controle de inimeras pragas depende
da producdo destes em grande escala, para serem incluidos em programas de
manejo integrado de pragas (MIP). Para isso, sdo conhecidos dois métodos de

produgdo massal: in vitro (meio solido e liquido) e in vivo.

2.1.1 Producio in vitro: meio sélido

No inicio de 1931, Glaser reconheceu o valor do desenvolvimento de
métodos em meio artificial para os NEPs e desenvolveu o primeiro método para
Steinernema (Neoaplectana) glaseri (Glaser, 1932), contra o besouro japonés de
1939 a 1942 (Fleming, 1968). No entanto, Glaser desconhecia a significancia da
bactéria simbionte na nutricdo e patogenicidade dos nematodides, que foi
reconhecida posteriormente (Poinar & Thomas, 1966).

A producao massal em dieta artificial foi feita 30 anos antes de Dutky et
al. (1964) estabelecerem métodos efetivos in vivo. A producdo massal de
nematodides foi feita em bandejas com meio de cultura a base de polpa-de-vitelo,

acido salicilico e formaldeido para reprimir a contaminagdo por microrganismos



(McCoy & Girth, 1938), incluindo o simbionte natural, Xenorhabdus poinare
(Gaugler et al.,, 1992). Hoje em dia, a necessidade da monoxenicidade ¢
universalmente conhecida para a cultura in vitro de nematoides (Poinar &
Thomas, 1966; Gaugler & Han, 2002).

Os nematoides foram criados inicialmente in vitro em um meio so6lido
axénico. Nematodides desinfestados em um meio monoxénico foram colocados
sobre as bactérias simbiontes. A esterilizagao superficial dos JIs ¢ insuficiente
para estabelecer uma cultura monoxénica porque a bactéria contaminante pode
sobreviver abaixo da cuticula. Assim, foi desenvolvido um método em que ovos
de nematodides sdo obtidos da ruptura de fémeas gravidas em solucdo alcalina,
colocadas em culturas com o simbionte (Shapiro & Gaugler, 2002).

A cultura sélida foi usada inicialmente em arenas bidimensionais, placas
de petri, contendo meio baseado em ragdo para cachorro, visceras de porco,
sangue de boi e outros produtos de origem animal. Wouts (1981) desenvolveu
um meio (mais barato e mais consistente) incluindo levedura, extrato de
levedura, caldo nutritivo, 6leo vegetal e farinha de soja (Shapiro & Gaugler,
2002).

A cultura in vitro avangou consideravelmente com a invencdo de
sistemas tridimensionais envolvendo espuma de poliuretano. O meio liquido ¢
misturado com a espuma ¢ autoclavado. A bactéria é inoculada e, apés trés dias,
os nematoides sdo colocados e coletados apos 2 a 5 semanas, ficando a espuma
dentro de peneiras imersas em agua. Os JIs migram da espuma para a agua e esta
¢ bombeada para um tanque de coleta; o produto ¢ limpo por meio de repetidas
lavagens, sedimentacdo e¢ decantagcdo (Bedding, 1981). Assim como em placas
de petri, o0 meio ¢ baseado em um produto animal (rim de porco e visceras de
frango), mas foi posteriormente melhorado, incluindo ingredientes como
peptona, extrato de levedura, ovos, farinha de trigo e banha (Shapiro & Gaugler,

2002).



O método desenvolvido por Bedding (1981) foi primeiramente realizado
em frascos Erlenmeyer ¢ entdo expandido para sacos autoclavaveis aerados
através de uma abertura. A bactéria ¢ inoculada inicialmente nos frascos
contendo meio e o nematdide inoculado alguns dias depois. O potencial de
producdo em larga escala avangou apds varias medidas, incluindo o uso de sacos
com ventilagdo for¢ada, mistura e autoclavagem automatizada, e coleta por meio
de centrifugagdo com peneiras (Shapiro & Gaugler, 2002).

Assim, o primeiro sucesso comercial em escala de cultura monoxénica
foi desenvolvido por Bedding e ficou conhecido como cultura sélida (Bedding,
1981; 1984). Neste método, os nematdides sao criados em esponjas de poliéster
e poliuretano impregnadas com visceras de porco e gordura bovina contendo a
bactéria simbionte. Esse método produz em torno de 6 a 10 x 10° JIs/g de meio
de cultura (Bedding, 1984) comercialmente utilizado na Australia, China e
Estados Unidos. Friedman (1990) relatou que o método de cultura solida ¢
viavel economicamente com um nivel de produgdo de aproximadamente 10 x
10" nematoides/més. O custo da mio-de-obra aumenta significativamente na
produgdo de nematoides neste nivel, tornando-se necessario um método mais

barato para a producéo em larga escala (Grewal et al., 2001).

2.1.1.1 Fatores que afetam a producao

A quantidade do inoculo do nematdide pode afetar a produgdo de
algumas linhagens de NEPs e outras ndo. Por exemplo, S. carpocapsae (isolado
Agriotos) apresentou producdo otima com inéculo de 2.000 JIs/g de meio,
enquanto S. carpocapsae (isolado CB2B) e H. bacteriophora Poinar, 1976
(Rhabditida: Heterorhabditidae) ndo foram afetados pela quantidade do inéculo.
A quantidade do in6culo da bactéria ndo parece ser importante na determinacao

da producao (Shapiro & Gaugler, 2002).



O tempo da cultura é inversamente proporcional a temperatura ¢ deve ser
otimizado para o maximo de producdo das espécies ou isolados. O aumento da
quantidade do inéculo pode aumentar a taxa de crescimento do nematoide e
diminuir o tempo da cultura. Culturas com tempos longos podem prover altas
produgdes, porém, a mortalidade dos nematéides pode elevar e o tempo da
cultura deve ser determinado em relagdo ao custo do espaco (Shapiro & Gaugler,
2002).

A composi¢do do meio tem efeito substancial na producao do nematoéide.
O aumento da quantidade e da qualidade de lipidios aumenta a producdo ¢ a
qualidade dos nematodides. Componentes lipidicos dos hospedeiros naturais dos
nematoides sdo melhores para a produg@o destes. Outros ingredientes do meio
tém efeito direto na produgdo de nematoides, incluindo proteinas e sais (Shapiro

& Gaugler, 2002).

2.1.2 Producio in vitro: meio liquido

O desenvolvimento de culturas monoxénicas liquidas em biorreatores
apresenta como maiores barreiras o suprimento suficiente de oxigé€nio que
previna o excesso para nao ocorrer a morte dos nematodides e o problema ser
aumentado devido a viscosidade do meio. Friedman et al. (1989) usaram um
fermentador aerado juntamente com um agitador, que posteriormente sofreram
varias inovagdes em relagdo a mistura e aeracdo apods seus trabalhos e de Pace et
al. (1986), incluindo biorreatores. A formagdo de espuma ¢ outro problema
observado durante a agitacao, podendo ser reduzida de acordo com o formato do
biorreator e agentes antiespumantes ou despumantes (Shapiro & Gaugler, 2002).

Na produgdo em meio liquido, a bactéria simbionte € cultivada antes do
nematodide. Varios ingredientes da cultura liquida s3o relatados incluindo farinha
de soja, extrato de levedura, 6leo de milho e canola, gema de ovo, caseina,

peptona, leite em po, extrato de figado e colesterol. O tempo de cultura pode



variar dependendo do meio e da espécie, variando de trés semanas com alcance
maximo de producdo de duas semanas ou menos. Uma vez a cultura completa,
os nematodides podem ser removidos do meio por centrifugacdo (Shapiro &
Gaugler, 2002).

Friedman (1990) também relatou o desenvolvimento de técnicas de
fermentacdo liquida para a produgdo em larga escala. Nesse método, o custo de
producdo diminui com o aumento da capacidade em aproximadamente 50 x 10"
JIs/més. Esse método permite uma producdo de steirnernematideos em
fermentadores de 80 mil litros. Recentes inovagdes na fermentagdo dos
nematoides e nos processos de formula¢des do meio resultam na melhoria da
qualidade e produtividade dos nematoides. A produgdo atual de S. carpocapsae
em cultura liquida apresenta uma média de 2,5 x 10° JIs/g de meio. Além disso,
S. carpocapsae, S. riobravis, S. scapterisci, S. feltiae, S. glaseri, H.
bacteriophora e H. megidis tém sido produzidos em culturas liquidas em larga
escala (Grewal et al., 2001).

O meio de cultura liquida para a producio de 1 x 10" JIs de S.
carpocapsae custa US$ 0,8, representando 6,4% dos US$ 12,38 total do custo de
produgdo. Os componentes do meio no uso comercial hoje em dia sdo
fortemente guardados como segredo industrial. E improvavel que esses
componentes sejam diferentes daqueles usados na industria de fermentacdo
(Shapiro & Gaugler, 2002). Tachibana et al. (1997) patentearam o meio para S.
kushidai contendo amido soluvel, glucose, peptona, extrato de levedura e 6leo de
milho, demonstrando que a adi¢do de colesterol aumentou a viruléncia desse
nematdide. Os lipidios tém recebido muita atengdo em relagdo aos outros
componentes, pelo fato de 60% do total da energia dos JIs serem derivados do
metabolismo dos lipidios. Hatab & Gaugler (2001) concluiram que fontes de
lipidios em altas propor¢des de gordura saturada resultam numa produgao

subotima (abaixo do esperado). Yoo et al. (2000) descreveram um meio para H.



bacteriophora contendo 8% de dleo de oliva e canola (1:1) enfatizando a
importancia dos lipidios ricos em gorduras monosaturadas. fons suplementam a
nutricdo e s@o indispensaveis para um crescimento Otimo; eles podem ser
supridos na forma de NaCl (0,4%), MgCO, (0,05%), CaCl, (0,03%) ¢ KCl
(0,03%).

2.1.2.1 Fatores que afetam a producio

Embora os steinernematideos e heterorhabditideos sejam semelhantes
nas exigéncias de aeragdo adequadas as estratégias de maxima produgao, os dois
géneros diferem devido aos diferentes ciclos de vida e biologia reprodutiva. Os
steinernematideos sdo anfimiticos capazes de acasalarem-se na cultura liquida e
a maximizagdo da populagdo deve ter profundo efeito na produgdo. O maximo
encontro entre macho e fémea de steirnernematideos deve ser alcangado pelo
formato do biorreator ¢ a regulacdo da aeragdo. A otimizacdo do acasalamento
ndo ¢ o principal fator da producgdo de heterohabiditideos em cultura liquida, ja
que a primeira geragdo € exclusivamente hermafrodita, embora as geracdes
subseqiientes possam conter formas anfimiticas (macho e fémea de
heterohabditideos ndo se acasalam em cultura liquida). Assim, a otimizacdo da
produgdo de heterorhabditideos na cultura liquida deve ter enfoque na primeira
geragdo, na qual todos os nematodides sdo capazes de reproduzirem-se (Shapiro
& Gaugler, 2002).

A maxima producdo de heterorabditideos em cultura liquida depende do
grau de conversao, termo usado para descrever o desenvolvimento dos JIs apds a
ecdise para iniciar o crescimento. Obviamente, JIs que ndo se convertem nao
contribuem para a producdo (somente adultos de nematdides podem gera
descendentes). Niveis de heterorhabditideos que se recuperam in vivo tendem a
ser de 100% e os que se recuperam em cultura liquida variam de 0% a 85%.

Além disso, a recuperacao pode ser positivamente afetada pelo aumento dos



niveis de aeragdo, CO, e conteudo lipidico no meio, ¢ negativamente afetada
pelo aumento da temperatura (Shapiro & Gaugler, 2002).

O componente principal da cultura liquida ¢ o contetdo e composi¢do
lipidica. Yoo et al. (2000) relataram que o aumento do lipidio contido no meio
de 2,5% para 8% causou o aumento na producdo significativamente. A producao
¢ a qualidade dos nematoides em cultura liquida podem ser afetadas pela fonte
de lipidios e, de forma similar & cultura sé6lida, os componentes lipidicos sdao
recomendados para imitar os lipidios do hospedeiro. Outros nutrientes foram
relatados afetando a produgdo positivamente, incluindo a concentragdo de
glucose e extrato de levedura.

Outros fatores que afetam a producdo dos NEPs em cultura liquida sdo a
quantidade do inéculo e a espécie do nematdide. Han (1996) relatou otima
producdo de H. bacteriophora com quantidade do inoculo intermedidria, ao
passo que existe uma relagdo positiva entre a quantidade do inoculo e a
produgdo de S. carpocapsae. Ehlers et al. (2000) descobriram que ndo ha efeito
na quantidade do in6culo sobre a producdo de H. indica. NEPs variam muito em
relacdo a seu potencial de produgdo em cultura liquida; geralmente a produgdo ¢é
inversamente proporcional ao tamanho do nematdide. Uma alta produgdo em
cultura liquida ocorre para H. indica, que produz, em média, mais de 450.000
JIs/mL. A média maxima de produgdo obtida para outros nematodides varia de
300.000 a 320.000 JIs/mL para H. bacteriophora e S. carpocapsae
respectivamente, 138.000 JIs/mL para H. megidis e 71.470 JIs/mL para S. feltiae
(Shapiro & Gaugler, 2002).

2.1.3 Producao in vivo
A lagarta-dos-favos Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) ¢
muito utilizada para a criagdo de nematoides por causa da sua disponibilidade

comercial. Muitos pesquisadores (Dutky et al., 1964; Howell, 1979; Lindegren
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et al.,, 1993; Flanders et al., 1996) descrevem métodos para infec¢do de
nematdides e coleta. Esse processo atinge produgdes entre 0,5 x 10° ¢ 4 x 10
JIs/lagarta, dependendo da espécie do nematodide. No entanto, falta economia de
escala e os custos, como mao-de-obra, equipamento ¢ material (insetos),
aumentam como funcdo linear da capacidade de produgdo. Com o aumento da
escala, a producao in vivo de nematoides € muito sensivel a variagdes bioldgicas
¢ incidentes na manipulagao do processo (Friedman, 1990).

A produgdo in vivo de nematdides ¢ uma industria artesanal com baixo
volume de produgdo. Devido ao capital limitado ou a tecnifica¢do da cultura in
vitro, faz-se necessaria estratégia para a criacdo de nematdides em insetos
hospedeiros. A produgdo massal in vivo depende da avaliagdo de uma elevada
segurancga, excepcional suscetibilidade e baixo preco para a criacdo dos
hospedeiros. Embora larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)
sejam substancialmente baratas (Blinova & Ivanova, 1987), com raras excegdes,
G. mellonella é a melhor escolha de hospedeiro, sendo criado, por muitas
companhias, mais do que outros insetos, apresentando-se como o mais suscetivel
a varias espécies de nematdides.

Gaugler & Han (2002) relatam que o custo de produgdo de NEPs in vivo
foi de menos de 1 centavo de dolar por lagarta de G. mellonella produzindo mais
que 1 x 10° JIs, com capacidade de até 3,5 x 10° JIs/lagarta. Assim, mais de 25
mil lagartas de G. mellonella sdo necessarias para tratar 1 hectare no padrao de
2,5 x 10’ nematoide por hectare.

A producdo in vivo é um sistema bidimensional realizado em bandejas ¢
prateleiras (Friedman, 1990). Os métodos de producao de NEPs sobre insetos
hospedeiros sdo descritos por varios autores (Dutky et al., 1964; Flanders et al.,
1996; Kaya & Stock, 1997; Lindegren et al., 1993; Poinar, 1979; Woodring &
Kaya, 1988). Todas essas referéncias descrevem, com alguma variagdo, um

sistema baseado na armadilha de White (White, 1927), a caracteristica da
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migracdo natural dos JIs apds a emergéncia do cadaver do hospedeiro. Os
métodos descritos consistem em inoculacdo, coleta, concentracdo e, se
necessario, descontaminacdo. Insetos sdo inoculados com nematdides numa
placa ou bandeja contendo papel absorvente (papel de filtro) ou outro substrato
que conduza o nematoide a infecgdo, tais como solo ou gesso de Paris. Depois
de 2 a 5 dias, insetos infectados sdo transferidos para armadilha de White; caso o
processo de infeccdo esteja avangado antes da transferéncia, os estagios
evolutivos dos nematéides podem ocorrer ¢ os cadaveres tornam-se mais
facilmente repetiveis (Shapiro et al., 2001). A armadilha de White consiste de
uma placa na qual os cadaveres sdo circundados por agua, contida em uma placa
mais larga ou bandeja. O disco central contendo cadaveres prové um substrato
umido para os nematdides se moverem, por exemplo, uma placa de Petri
invertida com papel de filtro ou gesso de Paris. A progénie de JIs emerge e
migra para a agua onde ¢ feita a coleta posteriormente (Shapiro & Gaugler,
2002).

Por razdes comerciais, nematoides coletados sdo concentrados para
formulagdo. Isso pode ser obtido por decantagdo (Dutky et al., 1964), porém,
periodos muito longos podem ser prejudiciais aos nematdides devido a privagao
de oxigénio (Burman & Pye, 1980). O processo pode ser acelerado por filtragdo
a vacuo (Lindegren at al., 1993). Centrifugagdo também pode ser usada (Kaya &
Stock, 1997), mas, para produgdes comerciais in vivo, o capital usado para a
centrifugacdo pode ser excessivo. Para a formulac¢do, os NEPs (produzidos in
vivo ou in vitro) podem ser estocados em tanques aerados por mais de 3 meses
(Georgis et al., 1995).

No método da armadilha de White, a contaminacdo ¢ minimizada
porque os JIs que migram deixam a maioria dos contaminantes para tras. Assim,
a contaminagdo microbiana ou por algum material do hospedeiro é possivel e

pode ser reduzida por uma repetida lavagem dos nematoides coletados usando
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alguns métodos de concentragdo. Adicionalmente, a descontaminag¢do pode ser
usada utilizando compostos antimicrobianos (Dutky et al., 1964; Woodring &
Kaya, 1988), como sulfato de estreptomicina, amina (cloreto de
metilbenzetonio), mertiolate, NaOCl, ou HgCl, (Lunau et al., 1993), mas os
efeitos desses compostos sobre os nematoides em aplicagdo comercial ndo foram

verificados (Shapiro & Gaugler, 2002).

2.1.3.1 Metodologia para producio in vivo

A técnica modificada por Woodring & Kaya (1988) consiste da adigdo
da suspensdo de NEPs, cerca de 200 JIs/mL e 1 mL de agua destilada, colocada
em placas de petri de 9 cm de diametro, contendo ao fundo duas folhas de papel
filtro. Posteriormente, sdo colocadas dez lagartas de G. mellonella, mantidas em
camara climatizada (B.0O.D.) a temperatura de 25 + 1°C ¢ UR 70 + 10%. Apds 5
a 7 dias, os cadaveres das lagartas sdo transferidos para armadilha de White e os
JIs do nematdide coletados diariamente a partir do inicio da emergéncia, com
reposicdo de agua, com auxilio de uma pisseta. A suspensdo de Jls,
posteriormente, deve ser armazenada em geladeira ou cdmara climatizada,

respectivamente para S. carpocapsae e H. bacteriophora.

2.1.3.2 Fatores que afetam a producao

A produgdo in vivo varia grandemente entre diferentes hospedeiros e
espécies de nematoides. O inseto mais comumente utilizado em laboratério e
comercialmente para producdo de NEPs ¢ o ultimo instar da lagarta-dos-favos,
G. mellonella, porque esta possui alta suscetibilidade a maioria dos nematoides,
¢ de facil criacdo e pode ser produzida em grande escala. Existem somente dois
nematdides que ndo sdo produzidos em G. mellonella (devido a especificidade
do hospedeiro): S. kushidai (Kaya & Stock, 1997; Mamiya, 1989), que ¢ criado

em larvas de besouros da familia Scarabaeidae e S. scapterisci, criado em
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paquinha (Scapteriscus spp.) (Grewal et al., 1999; Pace et al., 1986). Outros
hospedeiros usados na produgio in vivo incluem: Heliothis virescens, Amyelois
transitella, Trichoplusia ni, Pectinophora gossypiella, Spodoptera exigua,
Helicoverpa zea, Limantrya dispar, Acheta domesticus e véarios coleopteros,
incluindo 7. molitor (Blinova & Ivanova, 1987; Cabanillas & Raulston, 1994;
Elawad et al., 2001; Grewal et al., 1999; Lindegren et al., 1979; Shapiro et al.,
1985).

A producdo de nematoides em 7. molitor varia entre ragas de nematoides
e espécie. Geralmente, a producdo de nematoides € proporcional ao tamanho do
hospedeiro (Blinova & Ivanova, 1987; Flanders et al., 1996) e também por peso
do inseto (dentro das mesmas espécies de hospedeiro) e a suscetibilidade para
infeccdo ¢ inversamente proporcional ao tamanho e a idade do inseto hospedeiro
(Blinova & Ivanova, 1987; Dutky et al., 1964; Shapiro et al., 1999). Fatores
como criacdo e infec¢do sdo importantes na escolha do hospedeiro; por exemplo,
cerambicideos produzem nematdides duas vezes mais do que lagartas de G.
mellonella, porém, sua criagdo ¢ dificil, cara e de baixa infec¢do (Blinova &
Ivanova, 1987).

A escolha de insetos hospedeiros e nematodides para a produgio in vivo
depende do custo de produgdo do nematdide por inseto e da suscetibilidade do
inseto ao nematoide. Analises de custo de diferentes insetos hospedeiros tém
sido feitas. Em trabalho realizado por Blinova & Ivanova (1987) foi
demonstrado que 7. molitor apresenta custo superior comparado com G.
mellonella ¢ T. ni para a produgdo de S. carpocapsae. Um ciclo de vida curto
dentro do hospedeiro pode afetar o custo, permitindo ciclos de produgdo mais
rapidos; recentemente, S. abbasi produziu aproximadamente um ntmero
equivalente a metade do tempo quando comparado com outros NEPs (3,5 dias)

(Elawad et al., 2001).
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A qualidade do nematdide parece ser melhor quando criado em
hospedeiro natural (Abu Hatab & Gaugler, 2001; Abu Hatab et al., 1998). Além
disso, nematoides podem adaptar-se ao hospedeiro onde sdo produzidos (Stuart
& Gaugler, 1996), reduzindo sua eficacia em campo no controle da praga-alvo.
Embora G. mellonella possa ser o hospedeiro mais eficiente, pode ndo ser a
“dieta” mais apropriada para maximizar a eficacia contra uma determinada
praga-alvo.

As producgdes in vivo sao dependentes da concentragdo de nematoides
(Boff et al., 2000; Zervos et al., 1991). Concentra¢des muito baixas resultam em
baixa mortalidade do hospedeiro e concentragdes muito altas resultam em falhas
na infecgdo devido a competi¢do com invasdes secundarias (Woodring & Kaya,
1988). Isso resulta na redugao da eficiéncia da producao devido a necessidade de
remocao de insetos vivos ou mal infectados. O numero de nematdides que
invadem hospedeiros ¢ proporcional a concentragdo de exposi¢do (Selvan et al.,
1993; Shapiro & Lewis, 1999). A otimizacao da densidade inicial de nematoide
dentro do hospedeiro (por exemplo, 100 JIs de H. bacteriophora ou S.
carpocapsae por lagarta de G. mellonella) maximiza a sobrevivéncia e a
fecundidade (Selvan et al., 1993). Assim, concentrag¢des intermedidrias otimizam
a producdo (Boff et al., 2000). Similarmente, a densidade de hospedeiro por
unidade de area afeta a evasdo de nematoides (Epsky & Capinera, 1993) e pode
afetar a producdo. Esses autores demonstraram que a porcentagem de
nematoides que invadiram o hospedeiro aumentou com os insetos por unidade
de area por substrato. Flanders et al. (1996) ndo detectaram efeitos significativos
na densidade do hospedeiro e do nematodide, mas isso pode ter sido devido as
faixas de densidades testadas ou a peculiaridade do isolado do nematoide
utilizado (H. bacteriophora isolado Oswego).

Fatores ambientais, tais como temperatura, acragao ¢ umidade, podem

afetar a producdo. A temperatura da criagdo afeta tanto a produgdo quanto a
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duracdo do ciclo de vida (tempo de emergéncia). Geralmente, a temperatura
otima ¢é relacionada com o clima de origem do nematoide (Grewal et al., 1994;
Molyneux, 1986). Foram determinadas as temperaturas Otimas para criagdo e
tempo de emergéncia em G. mellonella para 12 espécies e isolados de
nematodides; temperaturas 6timas variam de 18°C a 28°C (Grewal et al., 1994).
Aeracdo adequada também € necessaria para o desenvolvimento do nematoide
(Burman & Pye, 1980; Friedman, 1990). O nivel de umidade ¢ outro
componente essencial para a produgado in vivo. Niveis altos de umidade podem
ser mantidos por todo o ciclo de produgdo. No método de armadilha de White, o
substrato deve conter umidade para prevenir a dessecagdo do cadaver e também
permitir a emergéncia dos JIs, porém, o excesso de umidade deve ser evitado ja
que interfere na troca de oxigénio (Shapiro & Gaugler, 2002).

O método de inoculacdo pode afetar a eficiéncia de infeccdo e o
potencial de producdo. A inoculagdo da producdo in vivo pode ser feita por
pipetagdo ou borrifagdo do nematdide no substrato, imersdo dos hospedeiros na
suspensdo de nematodides ou (para alguns hospedeiros) aplicagdo do nematoide
na dieta do inseto. A comparagdo entre métodos raramente tem sido feita. A
imersdao de hospedeiros é mais eficiente, mas requer maior quantidade de
nematoide do que os outros métodos. Além disso, algumas combinagdes de
nematoides e hospedeiros podem ndo ter sucesso no método de imersdo. Por
exemplo, H. bacteriophora ndo consegue infectar 7. mollitor em niveis
requeridos para produgdo massal (90% ou mais), podendo ser aplicado somente
por alimentacdo ou pipeta. A alimentagdo, no entanto, requer uma etapa
adicional na remogdo de cadaveres infectados do alimento restante (que pode
causar contaminagdo); o procedimento de inoculagdo deve ser incluido na
analise de custo antes da decisdo pela utilizacdo do método (Shapiro & Gaugler,

2002). Produtores muitas vezes sdo vulneraveis a variagdes no hospedeiro
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devido a infec¢do por virus, uso de antibidticos ou condi¢cdes adversas no
transporte (por exemplo, temperaturas extremas) (Gaugler & Han, 2002).

Uma preocupagdo na producdo ¢ a deteriorizacdo da linhagem. Quando
um agente de controle bioldgico ¢é isolado da natureza e criado em laboratério ou
produzido massalmente com propositos comerciais, pode perder caracteristicas
benéficas devido a processos genéticos incluindo deriva, consangiiinidade ou
selecdo inadvertida (Hopper et al., 1993). Assim, nematoides criados
repetidamente podem resultar na redugdo da qualidade em caracteres, tais como,
viruléncia, tolerancia ambiental ou capacidade reprodutiva (Shapiro et al., 1996;
Stuart & Gaugler, 1996). Assim, precaugdes contra a deteriorizagao da linhagem
devem ser empregadas, por exemplo, criopreservacdo de culturas estoque
(Curran & Bertler, 1992), minimizagao de criagdes em série e introducdo de

material genético selvagem (Gaugler & Han, 2002; Gaugler et al., 2000).

2.2 Formulacio e armazenamento

Nickle (1991) afirma que JIs podem ser estocados durante alguns meses
em camadas rasas de agua em frascos aerados em temperatura ambiente. No
entanto, eles sdo dificeis de ser manuseados devido a presenga de agua livre.
Assim, muitos métodos tém sido desenvolvidos para a estocagem comercial dos
nematoides, em que a agua livre é absorvida pelo material inerte (esponja ou
outros compostos porosos géis higroscopicos). A precaria armazenagem e
sobrevivéncia durante a pos-aplicacdo sdo os maiores obstaculos para a
expansdo no uso de NEPs como bioinseticidas. Nematoides formulados com
dois anos de prateleira requerem normas como pesticidas quimicos e para
aplicacdo s3o usados equipamentos de pesticidas convencionais, fertilizantes e
irrigagao (Grewal, 2002).

Formulagao refere-se a preparagdo de um produto desde um ingrediente

ativo com adi¢@o de certas substancias ativas (funcional) e ndo ativas (inertes) e
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destina-se a melhorar ativamente a absor¢do, distribui¢do, estabilidade no uso do
processo de estocagem sobre a atividade do ingrediente. Alguns exemplos de
formulacdo de nematdides sdo constituidos por ingredientes a base de pesticida
(aditivos) incluindo absorventes, adsorventes, agentes antimicrobianos, agentes
antioxidantes, transporte, dispersantes, umectantes, preservativos, solventes,
surfactantes, absorventes de UV. Elevada quantidade de oxigénio e misturas,
sensibilidade a temperaturas extremas ¢ comportamento de JIs limitam o método
de formulagdo e ingredientes. A principal meta de desenvolvimento de
formulagdes a base de nematdides inclui a manutencdo e a qualidade,
aumentando a estabilidade de estocagem, melhorando a facilidade de transporte
e uso, a reducdo dos custos de transporte e a extensdo na duragdo de
sobrevivéncia do nematdide apos aplicagdo. Espera-se que o tempo de vida de
nematoides steinernematideos e heterorhabditideos seja aumentado com
formula¢des melhores. Contudo, JIs podem ser estocados por varios meses em
agua sobre refrigeradores em tanques com bolhas, mas o custo elevado e
dificuldades na manutengdo da qualidade impedem o desenvolvimento desses
métodos. Elevada demanda de oxigénio, sensibilidade de algumas espécies de
nematoides a baixas temperaturas, suscetibilidade a contaminagdo por
microrganismos ¢ toxicidade de agentes antimicrobianos sdo fatores que
influenciam a qualidade do nematoéide durante a estocagem em agua. Por isso,
nematoides sdo usualmente formulados com inertes sélido ou pastoso, pouco
depois de serem preparados (Grewal, 2002). Dessa forma, existem trés tipos de

formulagdes que sdo descritos a seguir.

A) Formulacgdes a base de nematéides em atividade
Nematoides sdo completamente ativados e movem-se livremente no
interior ou sobre o substrato. O transporte de formulagdes solidas é realizado

facilmente, com menos desperdicio, mas todos os produtos requerem
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refrigeradores durante a estocagem e transporte, tornando, assim, 0 processo
mais caro.

Formulagdes a base de esponjas de poliéter-poliuretano sdo largamente
usadas para estocar e transportar pequenas quantidades de nematoides
produzidos por uma pequena industria (mercados de gramado e jardim). Esta ¢é
feita pela aplicagdo em suspensdo aquosa de nematoides em placa com esponja,
usualmente com 500-1000 JIs/cm® de area superficial. Nematéides no interior de
esponjas podem ser estocados de 1 a 3 meses de 5°C a 10°C. Normalmente de 5
a 25 x 10° JIs sdo aplicados sobre placas com esponjas, colocadas em sacos
plasticos. Essa formulagcdo ndo € conveniente para grandes aplicagoes devido a
pesada mudanga do método e da necessidade de grande quantidade de esponjas.
Formulagdo a base de vermiculita ¢ uma melhora significante em relagdo a
esponja, pelo fato do produto ser mais concentrado, a longa estabilidade de
estocagem e aplicagdo mais conveniente. Normalmente, sobre suspensido aquosa
de nematodides a mistura ¢ homogeneizada com vermiculita e colocada em sacos

de polietileno, acrescentada em tanques de pulverizagdo (Grewal, 2002).

B) Formulac¢des que reduzem a mobilidade dos nematdides

Devido a elevada atividade de nematoides em formulagdes, as reservas
energéticas estocadas de JIs sdo rapidamente reduzidas. Contudo, formulagdes
tém sido desenvolvidas em relacdo a mobilidade dos nematodides, minimizando
armadilhas fisicas ou por meio do uso de inibidores metabolico. Dessa maneira,
formula¢des que incluem alginato e géis em liquido concentrado contém
propriedade metabolica inibidora. Produtos com S. carpocapsae baseados em
alginato foram os primeiros a atingirem tempo de prateleira, aumentando a
aceitabilidade de nematdides com valor elevado, em um bom lugar no mercado

(Grewal, 1998). Contudo, o nivel de extracdo do tempo de consumo e a

19



eliminagdo da problematica de grandes quantidades de tela plastica e recipiente,
sdo considerados improprios para aplicagdo em larga escala.

A formulagdo com nematodides é preparada com um viscoso gel fluido
ou pasta que reduzem a atividade do nematoéide (Georgis, 1990), considerando
que o gel fluido é de facil aplicagdao, apresentando o nematdide tempo de
prateleira mais curto do que em gel de alginato, suspendendo o uso desse
produto (Grewal, 2002). Chang & Gehert (1995) descreveram uma formulagao
em pasta com nematdides misturados sobre 6leo de hidrogenato e acrilamido.
Acima de 80% de sobrevivéncia de S. carpocapsae apo6s 35 dias em sala com
temperatura foi relatada como formulagdo comercial inaceitavel. J& Grewal
(1998) relatou que a adi¢do de inibidores de metabolismo reduze a demanda de
oxigénio e permite a estocagem de concentrados de S. carpocapsae, S. feltiae e
S. riobrave em bolhas de ar em longos periodos a temperatura ambiente. Acima
de 7 x 10° JIs de S. carpocapsae podem ser estocados por 6 dias a temperatura
ambiente em volume de 10 litros, com viabilidade menos significante. Essa
formulagdo em concentrado liquido ¢ usada para transportar S. riobrave para
aplicacdo em citros contra Diaprepes. Yukawa & Pitt (1985) descreveram
formulagdo em pod ativado com carvao servindo como um adsorvente. Carvéo e
mistura de nematdides sdo estocados em recipientes minimizando a
disponibilidade de oxigénio. O elevado custo, a auséncia de estabilidade em
altas temperaturas e as dificuldades de aplicagdo também tornam essa

formulagdo imprdpria para uso comercial.

C) Formulagdes com nematéides em anidrobiose

Nematoides requerem um filme de dgua ao redor de seu corpo para
otimizar o metabolismo, atividade ¢ movimento. Entretanto, reservas energéticas
de JIs sdo constantemente reduzidas durante a atividade. Contudo, uma meta na

formulacao tem reduzido a taxa de consumo de reservas energéticas estocadas
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por JIs. NEPs sdo capazes de sofrer parcial anidrobiose (quiescéncia
anidrobiotica) (Womersely, 1990). Embora a dissecagdo de nematdides com
umidades relativamente controladas tenha sido demonstrada (Simons & Poinar,
1973; Popiel et al., 1993), esse método teve pouco sucesso comercialmente.
Formulagdes contendo nematdides em anidrobiose parcial incluem géis, pd e
granulos.

Bedding & Butler (1994) desenvolveram formulagdes com nematdides
indistintamente misturados sobre poliacrilamida anidra, resultando também em
gel, mostrando que os nematdides sofreram pouco dessecamento e apresentaram
sobrevivéncia a temperaturas extremas. Em 1988, uma formulacao foi descrita
com nematoides misturados em argila, removendo-se o excesso da superficie da
mistura e produzindo parcial dessecagdo (Bedding, 1988). Melhorias nas
formulagdes em po6 tém sido desenvolvidas para permitir a estocagem de
heterorhabditideos e steinernematideos a temperatura extrema (Grewal, 1998).
Nematoides sfo parcialmente dessecados por causa da adigdo de produto
absorvente sobre a formulagdo. Essa formulagdo ¢ também de facil aplicacdo
devido a elevada dispersibilidade sobre agua. Heterorhabditis megidis pode ser
estocado acima de 3 meses a 22°C, sem perda de viabilidade nessa formulagao.

Capinera & Hibbard (1987) descreveram uma formulagdo granular na
qual nematoides sdo parcialmente encapsulados sobre farinha de trigo. Connick
et al. (1993) descreveram a formulagdo de nematdides em granulos de trigo,
incluindo enchimento e umectante para aumentar a sobrevivéncia do nematoide.
O processo envolve granulos secos misturados para prevenir a migragao ¢ a
redugdo do risco de contaminagdo. Contudo, granulos secos durante a estocagem
resultam numa baixa sobrevivéncia.

Formulagdes a base de granulos dispersivos em agua (WG) tém sido
desenvolvidas com JIs revestidos com granulos de 10 a 20 mm de didmetro,

consistindo de misturas de varios tipos de silica, argilas, celulose, lignina e
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amido (Georgis et al., 1995; Silver et al., 1995). A mistura de granulos permite o
acesso de oxigénio para os nematdides durante a estocagem e transporte. Em
temperaturas Otimas, nematodides entram em estagio parcial de anidrobiose,
devido a remogdo lenta da agua do corpo para a formulagdo. A indugdo parcial
de anidrobiose é usualmente evidente de 4 a 7 dias, reduzindo de 3 a 4 vezes o
consumo de oxigénio de nematodides (Grewal, 2000a;b). Estas formulagoes
apresentam varias vantagens sobre outras formulagoes. Isso inclui: (1) ampliacao
da estabilidade de estocagem do nematoide a baixas temperaturas, (2) aumento
da tolerancia do nematodide a temperaturas extremas, permitindo facilidade de
transporte a um custo menor, (3) melhora na facilidade do uso de nematdide,
diminuindo tempo e mao-de-obra, (4) diminuicdo do tamanho do recipiente e a
taxa de cobertura, (5) diminuicdo dos materiais e uma aparéncia mais aceitavel.
Essa ¢ a primeira formulagdo comercial que permitiu a estocagem de S.

carpocapsae por mais de 6 meses a 25°C (Grewal, 2000a).

2.3 Hospedeiros alternativos: patogenicidade e viruléncia

A infectividade (definida como a habilidade de JIs do nematdide de
penetrar no hospedeiro) ¢ freqiientemente usada para determinar a viruléncia
(grau de intensidade da doenca) de entomopatogenos (Tanada & Fuxa, 1987,
Tanada & Kaya, 1993) com utilizagdo da maior taxa no controle bioldgico de
insetos-praga. Ela varia entre as diferentes espécies ou isolados de nematoides e
entre varias culturas (Caroli et al., 1996), contribuindo com resultados em campo
e bioensaios em laboratorio (Lewis & Gaugler, 1994). A infectividade de
nematoides em testes laboratoriais tem sido considerada como um potencial
indicador no controle biologico de pragas (Fan & Hominick, 1991; Glazer,
1991; Caroli et al., 1996; Ricci et al., 1996).

Segundo Stock (1998), recomenda-se coleta de nematdides emergidos

dos primeiros dias, pois os de ultima emergéncia sdo menos virulentos, ja que
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sdo produtos de hospedeiros esgotados, com oferta de nutrientes reduzida.
Shapiro & Lewis (1999) afirmam que a infectividade de NEPs ¢ afetada por
fatores biologicos intrinsecos e extrinsecos, além das condi¢cdes ambientais.
Nematoéides infectivos sdo positivamente afetados pela densidade do hospedeiro
e pela duracdo do tempo de exposicao (Epsky & Capinera, 1993). O nematoide
H. bacteriophora ¢ capaz de resistir melhor a elevadas densidades de hospedeiro
do que S. carpocapsae (Selvan et al., 1993).

A estratégia de infeccdo € freqiientemente governada pela combinacao
de fatores que podem incluir condi¢des exdgenas como a densidade do
hospedeiro, densidade do parasita e temperatura ambiente, ou estagios
endogenos, como o estado fisiologico ou idade do parasita. A infectividade de
JIs de H. bacteriophora € maior em areia mais do que em suspensdao aquosa
(Shapiro & Lewis, 1999).

Em certos estudos, tem sido verificado que a concentracdo de NEPs néo
¢ afetada pela proporcdo de nematdides que invadem o hospedeiro (Fan &
Hominick, 1991; Epsky & Capinera, 1993). Contrariamente, Selvan et al. (1993)
e Flanders et al. (1996) reportaram que, quanto maior a concentragdo, menos JIs
do nematdide entram no hospedeiro. Em trabalhos de Shapiro & Lewis (1999),
houve uma relagdo inversa entre a concentragdo do nematodide e a proporgdo de
JIs que invadem o hospedeiro. Selvan et al. (1993) observaram que a propor¢ao
constante de invasdo de JIs relativamente a concentragdes baixas (acima de 300
JIs) tem relagdo inversa entre a dose e a invasdo de JIs sobre concentragdes
elevadas. Flanders et al. (1996) observaram a relagdo inversa a concentragdes
baixas, apresentando similaridade com as taxas usadas por Fan & Hominick
(1991) e Epsky & Capinera (1993), com 500 JIs ou menos.

Epsky & Capinera (1993) afirmaram que a porcentagem de mortalidade
foi afetada pela concentracdo do nematdide, aumentando de 37,7% na

concentracdo de 10 nematdides para 90% na concentracdo de 250 nematoides,
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apos 48 horas em lagartas de ultimo instar de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae), e de 10% para 90% nas mesmas concentracdes em
lagartas de Agrotis ipsilon. Ainda de acordo com os mesmos autores, a
concentracdo de S. carpocapsae ndo foi significativamente afetada pela
eficiéncia da invasdo nas duas lagartas, havendo uma relagcdo direta entre o
numero de nematodides aplicados e o numero de nematdides que invadem o
hospedeiro (Epsky & Capinera, 1993).

A atividade de espécies e isolados de heterorhabditideos e
steinernematideos difere de espécie para espécie, sendo influenciada por fatores
ambientais como temperatura, umidade, tipo de solo, etc. Por isso, na selecdo de
espécies ou isolados de NEPs para aplicacdes de campo contra pragas ¢
importante que se verifique a persisténcia de todas as espécies ou isolados de
nematoides disponiveis em condi¢des de campo (Bedding et al., 1983).

Nematodides atacam insetos (Gaugler et al., 1980) e penetram no seu
interior pelas vias oral, anal ou espiraculos (Marcek et al., 1988). Entretanto, JIs
de Heterorhabditis sao também capazes de entrar no interior de insetos através
da cuticula (Bedding & Molyneux, 1982). Eles penetram na hemocele e liberam
a bactéria simbiontica, que se multiplica e mata o inseto hospedeiro apos 24
horas de exposicdo ao nematdide (Glazer et al., 1991).

Poucos esforgos t€ém sido feitos para quantificar a viruléncia de espécies
de nematdides em inumeros insetos hospedeiros. Contudo, estudos tém
demonstrado que a eficiéncia de varias espécies de nematoides diferem
significativamente entre alguns insetos alvo (Bedding et al., 1983; Akhurst,
1986; Forschler & Nordin, 1988; Kondo & Ishibashi, 1988). Poucas informagoes
sobre os fatores que afetam essas diferengas tem sido atribuidas a variacdo entre
isolados de nematoides sobre a atividade de JIs no solo (Simons & van der
Schaaf, 1986; Dunphy & Webster, 1985), o nimero de bactéria por JIs (Dunphy

et al., 1985) e a propor¢ao de JIs carregando a bactéria simbiontica (Akhurst,
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1983) ou o tamanho do hospedeiro infectado (Kondo, 1987). No entanto,
isolados do complexo nematoéide-bactéria podem diferir, ainda, quanto a
influéncia da infectividade e viruléncia. Essas diferencas incluem a taxa de
invasdo de JIs no interior da hemocele do inseto, o tempo de liberacdo da
bactéria e, finalmente, a viruléncia da bactéria simbidntica influenciada pela taxa
de crescimento da bactéria e da atividade de enzimas proteoliticas (Glazer et al.,
1991). Spodoptera littoralis mostrou ser suscetivel a infeccdo do nematoide S.
carpocapsae (Sikora et al., 1979) e Ochrobactrum spp. nao foi patogénico a
lagartas de G. mellonella e S. littoralis (Babic et al., 2000).

Shamseldean & Atwa (2001) indicaram que diferengas de
suscetibilidade entre lagartas de G. mellonella, S. littoralis, A. ipsilon e
Schistocerca gregaria devem-se, principalmente, ao nivel de resisténcia contra a
taxa de invasdo dos nematoides S. glaseri, S. riobravis, S. carpocapsae, S.
feltiae, H. bacteriophora, Steinernema sp. e Heterorhabditis spp., mais do que
os mecanismos de defesa contra a invasdo do nematoide. Em adigdo, diferencas
de produgdo de JIs foram devido a diferengas entre o tamanho do hospedeiro,
comprimento e reservas alimentares.

Em trabalhos de Negrisoli et al. (2004a), a concentragao de 800 JIs/placa
de Heterorhabditis sp. (isolado PI) foi a que proporciou maior suscetibilidade de
lagartas de A. ipsilon com 94% de mortalidade, mostrando elevada viruléncia,
mesmo em baixas concentragdes do indculo. Ja para 4. gemmatalis, a
concentragdo de 1.000 JIs do mesmo nematdide/placa foi a que proporcionou
maior mortalidade, 76% nas lagartas (Negrisoli et al., 2004b).

Schroeder et al. (1994) afirmam que pelo fato de H. bacteriophora
(isolado Oswego) sobreviver em vasos durante um periodo de 51 dias, o
primeiro estagio larval de Otiorhynchus ligustici (L.) com tamanho reduzido foi

ndo suscetivel a infeccdo provocada pelo nematdide. J& Georgis & Poinar
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(1984), relataram que o primeiro e o segundo instar larval de O. ligustici foi
suscetivel a infec¢do por H. heliothis nas mesmas condigoes.

Gazit et al. (2000) relatam que S. riobravis (isolado TX) e
Heterorhabditis sp. 1S-5 (H IS-5) mostraram elevada atividade, provocando
mortalidade acima de 80% em Ceratitis capitata, considerando o primeiro
nematodide mais efetivo do que o segundo e que a atividade dos dois isolados a
uma taxa de inoculacdo constante foi dependente da densidade da larva do
inseto.

Os nematoéides S. glaseri, S. feltiae ¢ Heterorhabditis sdo ativos contra
larvas de ultimo instar de Otiorrhiynchus sulcatus (Fabr.) em morangueiros
proximos da superficie do solo ou contra a larva no interior do solo (Bedding &
Miller, 1981; Georgis & Poinar, 1984; Scherer, 1987). S. glaseri pode promover
100% de controle quando aplicado sobre a superficie do solo, contra a larva no
interior do mesmo (Evenhuis, 1982; Klingler, 1986; Simons, 1981).

Muitos lepidopteros sdo bastante suscetiveis a Steinernematidae e
Heterorhabditidae, sob condigdes laboratoriais em folhas de papel filtro e em
solo ndo compactado de vasos de flores (Nickle, 1991).

Nem todos os estadios do ciclo de vida do inseto apresentam a mesma
suscetibilidade. A pré-pupa de S. exigua é altamente suscetivel a S. feltiae, com
mais de 94% de mortalidade, mas a pupa ndo é muito suscetivel, pelo fato de
conter seda em seu casulo, apresentando-se como uma barreira mecanica ao
nematoide (Kaya & Hara, 1980; 1981; Samsok & Sikora, 1981). Em contraste,
as pupas de H. virescens, G. mellonella, Bombyx mori, € Operophtora brumata
ndo possuem barreira para nematdides apresentando 100% de mortalidade,
alcancando-as facilmente quando sem casulo (Hara & Kaya, 1983; Jaques et al.,
1968; Kaya & Grieve, 1982; Moyle & Kaya, 1981). Os adultos sdo suscetiveis e
durante a pupagdo podem ser controlados pela aplicacdo de nematdides em agua

no interior do solo (Veremchuk, 1974).
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Teoricamente, nematoides ndo sdo afetados por inimigos naturais de
insetos alvo, no entanto, podem ser afetados no parasitismo direto do hospedeiro
suscetivel ou indiretamente pela morte deste. Larvas de 10 a 11 dias de
Hyposoter exiguae (Viereck) e Glyptapanteles militaris (Walsh) (=Apanteles),
dois himenoépteros parasitas de Pseudaletia unipuncta (Haworth) (lagarta
militar) e larvas de 2 a 3 dias de taquinideos Myxexoristops sp. (parasita de
Cephalcia abietis) e Compsilura concinnata Meigen (um parasita da lagarta
militar) escapam da infec¢ao pelo seu completo desenvolvimento ou matam seus
hospedeiros antes da emergéncia do nematdide (Georgis & Hague, 1982; Kaya,
1978; 1984; Mracek & Spitzer, 1983).

De acordo com Nickle (1991), embora inumeros insetos pertencentes a
varias ordens sejam utilizados como hospedeiros alternativos para a producao de
nematoides das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, alguns parasitas
de insetos, muitos artropodes pequenos e larvas de caracois sdo exemplificados
por apresentarem elevada suscetibilidade, sendo mortos por um periodo de 24 a
36 horas de exposi¢do ao nematodide. Dessa forma, seguem-se como exemplos,
larvas do mosquito Aedes aegypti L. e Culex pipiens (Roth.); larva, pupa e pré-
pupa de Ctenocephalidis felis (Bouche); larva de Xenopsylla cheopsis
(Rothchild); larva de colembola Sminthurus viridis (L.); isOpteros terrestres,
Porcellio spp. e milipede de jardim, Oxydus gracilis Koch. Nematoides, como S.
glaseri, S. feltiae, S. bibionis ¢ H. heliothidis, podem matar Oncomelania
hupensis (caracol) com aplicagdes de 100, 200, e 300 JIs/cm® em jarros na
superficie do solo, apresentando mortalidade de aproximadamente 45%, 90%, e

95%, respectivamente (Li et al., 1986).
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CAPITULO 2

1 RESUMO

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Comparagéo entre sistemas de produgao in
vivo de nematoides entomopatogénicos em Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae). In: . Técnicas de producido in vivo de
nematdéides entomopatogénicos (Rhabditida: Heterorhabditidae) em
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) e hospedeiros alternativos.
2005. p. 40-68 Dissertacao (Mestrado em Entomologia) - Universidade Federal

*
de Lavras, Lavras

O sucesso da utilizagdo de nematdides entomopatogénicos (NEPs) em
programas de MIP ¢ devido a possibilidade da sua producdo em larga escala
para comercializagdo em diferentes formulagdes. No Brasil ainda ndo existem
produtos comerciais, tampouco produgdo massal desses entomopatogenos. A
produgdo in vivo de NEPs pode ser feita em diferentes sistemas mais ou menos
tecnificados. Os objetivos deste trabalho foram para avaliar diferentes sistemas
de producdo de Heterorhabditis bacteriophora em Galleria mellonella, bem
como analisar o custo de produg@o dos sistemas. Foi utilizado um delineamento
fatorial inteiramente casualizado para a estimativa da concentragdo letal maxima
(CLy) para determinar o indculo para a produgdo. A produgdo foi realizada em
armadilha de White e em funis de Baermann. Os dados de mortalidade de
lagartas e producdo de JIs por peso de lagarta foram submetidos a analise de
variancia e regressao polinomial. A CLgy estimada foi de 2.404 JIs/placa de petri
de 9 cm de didmetro em 10 lagartas de G. mellonella, ap6és 72 horas de
exposicdo ao nematoide. Nos sistemas de armadilha de White e funil de
Baermann (na densidade de 200 lagartas) a producdo foi de 486.610 e 3.984.758
JIs/g de lagarta, respectivamente. Os custos de produ¢ao de JIs do nematdide no
sistema de armadilha de White e funil de Baermann foram de R$ 190,01 (US$
63,33) e R$ 1,84 (US$ 0,61)/milhdo de JIs, respectivamente. Dessa forma, o
melhor sistema de produgdo in vivo de JIs de H. bacteriophora foi de funil de
Baermann.

* Orientador: Alcides Moino Junior
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2 ABSTRACT

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Comparison among production systems in
vivo of entomopathogenic nematode in Galleria mellonella (L.) Lepidoptera:
Pyralidae). In: . Entomopathogenic nematodes production techniques
in vivo (Rhabitida: Heterorhabditidae) in Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae) and alternative hosts. 2005. p.40-68 Dissertation
(Master in Entomology)- Federal University of Lavras, Lavras”

The success of utilization of entomopathogenic nematodes (EPNs) in IPM
programs is due to the possibility of its production in large scale for trading in
different formulations. In Brazil, neither mass production nor EPNs-based
commercial products exist yet. The EPNs in vivo production can be done in
different systems more or less technically. The objectives of this work were to
evaluate different systems of production of Heterorhabditis bacteriophora in
Galleria mellonella, as well to analyze the systems production cost. It was used
a factorial delineation totally randomized to estimate the maximum lethal
concentration (LCqy) to determine the inoculum of the production. The
production was performed with White’s trap and Baermann’s funnels. The
mortality data of caterpillars and JIs production per caterpillar weight were
submitted to variance analysis and polinomial regression. The estimated LCogy
was 2.404 IJs/petri’s dish in G. mellonella caterpillar after 72 hours of
exposition to nematode. In white’s trap systems and Baermann’s funnel (in
density of 200 caterpillars) the production was 486.610 and 3.984.758 1Js/g of
caterpillar, respectively. The production cost of JIs nematode in White’s trap
systems and Baermann’s funnel was of R$ 190,01 (US$ 63,33) and R$ 1,84
(US$ 0,61)/million of 1Js, respectively. So, the best production system for in
vivo production of H. bacteriophora of 1Js was Baermann’s funnel.

* Adviser: Alcides Moino Junior
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3 INTRODUCAO

Diversas pesquisas tém evidenciado a utilizagdo comercial de espécies
dos géneros de nematodides entomopatogénicos (NEPs) Heterorhabditis e
Steinernema, como potenciais agentes de controle bioldgico de insetos-praga em
testes laboratoriais e a campo.

NEPs podem ser produzidos massalmente por métodos in vivo ¢ in vitro
(Shapiro et al., 2002), consistindo o primeiro de um sistema bidimensional
realizado em bandejas e prateleiras, baseado em armadilhas de White (Shapiro &
Gaugler, 2002). Da mesma forma, Carne & Reed (1964) descreveram um
aparelho de coleta de JIs, no qual cadaveres de insetos hospedeiros sao
colocados em um disco localizado na boca de um funil largo.

Varios métodos in vivo sdo necessarios para o isolamento inicial ¢ a
produgdo de novos nematoides, espécies ou isolados, necessitando de uma
padronizacdo que minimize a variabilidade entre os métodos (Lindegren et al.,
1993). Dessa maneira, fazem-se necessarios estudos para otimizar a producao in
vivo desses entomopatdgenos, reduzindo a limita¢do da producdo a baixo custo e
promovendo eficiéncia no mercado. Segundo Friedman (1990), o custo de
produgdo de NEPs por inseto infectado ¢ elevado, excedendo a um doélar
americano por milhéo de Jls.

Os equipamentos utilizados para a producdo in vivo sdo simples e
dependentes da capacidade de superficie de area, por isso o dobro da capacidade
de producdo dobra a area e o capital de custo. Sem automacdo, a mao-de-obra
também aumenta numa funcdo linear, ja que o processo ¢ altamente
manufaturado. Além disso, um dos insumos, as lagartas hospedeiras, apresentam

alto custo de produgao, sdo altamente sensiveis a variagdes bioldgicas, tais como
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doengas e sujeitas a insucessos quando a produgdo é aumentada (Friedman,
1990).

Assim, este trabalho teve como objetivos:
e avaliar diferentes sistemas de producdo in vivo de JIs de
Heterorhabditis bacteriophora em lagartas de ultimo instar de

Galleria mellonella,

e analisar o custo de producdo desses sistemas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Patologia de
Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras

(UFLA).

4.1 Nematéides entomopatogénicos
Foram utilizados JIs da espécie Heterorhabditidis bacteriophora,

armazenados em suspensdo aquosa em (B.0.D.) a25+ 1°C e 70 + 10% de U.R.

4.2 Criacao e manutencio de Galleria mellonella

A criacdo de manutencdo de G. mellonella foi conduzida no Laboratorio
de Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade
Federal de Lavras em sala climatizada a 30°C, UR de 60% e fotofase de 12
horas, em metodologia adaptada por Parra (1998), modificada de Guerra (1973).
Os insetos adultos emergidos foram transferidos para recipientes de aluminio
contendo, no centro da tampa, uma tela de aco e no seu interior um pedago de
papel sanfonado para a oviposi¢cdo dos mesmos. A coleta dos ovos foi feita a
cada dois dias e estes transferidos para recipientes plasticos cobertos com filo
preso por elastico, contendo no seu interior cera alveolada (favo seco) e dieta
artificial. Apos a emergéncia das lagartas, ao atingirem tamanho suficiente para
evitar o escape através da tela de aco, as mesmas foram transferidas para os
recipientes de aluminio contendo no seu interior cera alveolada e dieta artificial
A dieta artificial foi preparada com os ingredientes descritos na Tabela 6, nas
quantidades citadas, misturando-as em bacia plastica e mantidas em refrigerador

para conservag:ﬁo.
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4.3 Producao do inéculo de nematdides

Os nematodides foram produzidos segundo a técnica mencionada por
Woodring & Kaya (1988) e armazenados em recipientes plasticos mantidos em
camara climatizada (B.0.D.), a temperatura de 25 + 1°C, UR 70 £ 10% ¢
fotofase de 12 horas, para, posteriormente, serem utilizados em bioensaios para a

determinacdo da concentragdo letal maxima (CLgy).

4.4 Confirmacao da sintomatologia, emergéncia de JIs e contagens de
nematoides
Lagartas de G. mellonella infectadas por JIs do NEP por 72 horas de

exposicdo foram colocadas em placas de petri de 9 e 15 cm de diametro,
respectivamente, para a produ¢do em armadilhas de White e funil de Baermann,
ambas contendo ao fundo uma folha de papel filtro (cAmara seca) mantidas nas
mesmas condi¢des anteriores por um periodo de cinco dias para a verificagdo da
sintomatologia. Aquelas que ndo apresentaram sintomas caracteristicos da
infec¢do pelo nematoide sdo descartadas.

Apds esse periodo, as mesmas foram pesadas e individualizadas para o
seu respectivo sistema de produgdo para que ocorresse a emergéncia dos JIs para
a agua. As coletas de JIs foram realizadas diariamente, por um periodo de 12
dias a partir do inicio da produgdo, armazenados em recipientes plastico de 25
mL e Becker plasticos de 1000 mL, provenientes de armadilhas de White e funis
de Baermann, respectivamente. O volume total de JIs foi quantificado em placas
plasticas de poliestireno para testes serologicos, retirando-se cinco aliquotas de

0,1 mL e calculando-se a producao por peso (g) de lagarta.

4.5 Determinagiao da concentracgio letal maxima (CLyo)
A determinagdo da CLgy foi realizada em lagartas de G. mellonella.
Placas de petri de 9,0 cm de didmetro, contendo duas folhas de papel filtro ao

fundo e 10 lagartas cada, foram expostas as concentracdes de 0 (testemunha);
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500; 1.000; 1.500; 2.000; 2.500 JIs/placa, acondicionadas em (B.0.D.) a 25 +
1°C, 70 = 10% UR e fotofase de 12 horas. Ap6s 72 horas de exposigdo aos
nematoides, lagartas mortas foram transferidas para placas de petri de 9 cm com
uma folha de papel filtro, mantidas por cincos dias para a confirmacdo da
sintomatologia do nematoide. Cada placa foi considerada como uma repeticao,

totalizando cinco repeti¢cdes por tratamento.

4.6 Armadilhas de White

Foi utilizada a metodologia de White (1927), modificada por Dutky et al.
(1964), na qual 10 lagartas de ultimo instar de G. mellonella foram infectadas
com o indculo estimado pela CLqg, capaz de matar o maior nimero de lagartas

por um periodo de 72 horas de exposi¢do ao nematoide (Figura 1A).

4.7 Funil de Baermann

Esse método foi modificado de Carne & Reed (1964), que consiste de
funis de vidro com capacidade de 250 ¢ 500 mL. A inoculacdo de JIs de H.
bacteriophora em lagartas de ultimo instar de G. mellonella, foi realizada em
recipientes plasticos (21 x 15 x 2 cm) contendo duas folhas de papel filtro ao
fundo, com 5 mL da suspensdo de nematdides ¢ 2 mL de agua destilada.

A concentragdo de JIs do nematoide para a inocula¢do foi a mesma
estimada pela CLgg. Apos 72 horas mantidos a uma temperatura de 25 + 1°C, UR
70 + 10% e fotofase de 12 horas, os cadaveres foram transferidos para funis de
vidro nas densidades de 50, 100, 150, 200 e 250 lagartas/funil. Cada funil
continha uma mangueira de latex em sua extremidade inferior e uma presilha de
Mohr para escoamento da agua, bem como, na sua extremidade superior, uma
tela de nailon, onde foram colocadas as lagartas mortas. A quantidade de agua
destilada colocada no interior dos funis foi a necessaria para preencher o espaco

entre a mangueira e a abertura superior do funil. Os funis foram acondicionados
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em suporte de madeira cobertos com tampas plasticas e mantidos em
temperatura ambiente. A coleta de JIs foi realizada diariamente, esgotando-se a
reserva de agua das mangueiras dos funis em provetas de 1.000 mL. A agua foi
reposta ¢ as provetas completadas com agua destilada para promover a

decantagdo dos JIs do nematdide, armazenadas e quantificadas como descrito

anteriormente (Figura 1B).

FIGURA 1. Sistemas de produ¢do in vivo de juvenis infectivos de
Heterorhabditis bacteriophora em Armadilha de White (A) e
Funil de Baermann (B).

4.8 Delineamento experimental e varidveis analisadas

Os experimentos foram inteiramente casualizados, com 6 tratamentos ¢
5 repeticOes, para a estimativa da CLgy; producdo no sistema de armadilha de
White com 1 tratamento e 10 repeticdes; 5 tratamentos e 5 repeti¢gdes para o
sistema de produg@o em funis de Baermann.

Os dados de mortalidade e de produgio de JIs do nematoide por peso de

lagarta foram submetidos a analise de variancia (P < 0,05) e regressao

polinomial.
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4.9 Custo de producao de JIs nos diferentes sistemas
De acordo com Reis (2004), o custo de producdo ¢é a soma dos valores de
todos os recursos (insumos) e operagdes (servigo) utilizados no processo

produtivo de certa atividade (produto ou servigo).

4.9.1 Custo fixo (CF)

Refere-se aos recursos que possuem duracdo superior ao curto prazo de
producdo, considerando o ciclo de producgdo de JIs de H. bacteriophora. E o
custo de cada recurso fixo que foi calculado, somando-se a depreciacdo e o custo

alternativo do fator produtivo (Mendes, 2004).

A) Depreciacao: corresponde ao custo necessario para substituir os bens de
capital quando tornados inuteis, por meio do desgaste fisico ou econdmico. E
computada pela depreciagdo de tais recursos, baseada na vida util de cada um, de

acordo com a equacao citada por Reis (2004):

Depreciag¢do = Valor atual do recurso novo - Valor residual do recurso

Vida util do recurso

Para a estimativa do custo, foi adotada, convencionalmente, a vida 1til
de benfeitorias de vinte anos e para maquinas e, equipamentos, dez anos (Reis,
2004). Ja para o valor residual dos equipamentos, foi considerado o valor final
do bem apo6s a sua utilizagdo durante sua vida util, para fins de comercializa¢ao

“valor de sucata”, além de serem considerados novos todos os equipamentos.
B) Custo alternativo ou de oportunidade (CA): ¢ o retorno do capital

empregado na atividade, que seria proporcionado se fosse aplicado em outra

alternativa econdmica. Foi considerado o retorno da caderneta de poupanga
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(9,6% a.a.), calculado para custo fixo, de acordo com a seguinte expressao,
conforme Reis (2004):
Custo Fixo Alternativo (CFAlt)

CFAlt = Valor Atual x Taxa de Juros.

4.9.2 Componentes do custo fixo

A) Instalacoes

Considerou-se como instalacdo para a producao de JIs do nematoide,
uma benfeitoria composta de uma sala de preparagio (10 m?®), onde sdo
manuseados e estocados os materiais referentes a produg@o de JIs do nematoide,
como os procedimentos de produgdo do indculo do nematdide e de lagartas de
G. mellonella, bem como a limpeza dos recipientes utilizados para a produgao.
A sala contém uma mesa para suporte para facilitar o manuseio dos materiais,

refrigerador, camara climatizada (B.O.D.) e uma balanca de precisao.

B) Equipamentos e instrumentos
Os equipamentos e instrumentos utilizados, bem como sua respectiva

finalidade no processo produtivo, estdo descritos na Tabela 1.

C) Materiais componentes do custo fixo
Os materiais correspondentes ao custo fixo de produgdo de JIs do

nematoide encontram-se descritos nas Tabelas 2 e 3.

D) Remuneracao das instalacoes
Foi considerado para o custo alternativo da sala de criagdo, o valor de
aluguel da mesma, considerado o retorno mais comum para esse recurso.

Dessa forma, temos:
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Custo Fixo = Depreciagdo + Custo Alternativo

TABELA 1. Equipamentos e instrumentos componentes do custo fixo de
produgdo de JIs de Heterorhabditis bacteriophora, em armadilha
de White e funil de Baermann.

Equipamentos e
Instrumentos Unidade Quantidade Finalidade

Balanga analitica
eletronica digital

- unidade Pesagem de lagartas mortas de ultimo instar de

precisdo de 4 casas 1 .
Lo Galleria mellonella.
decimais
(B.O.D.) unidade | Manuteng;aoNda temperatura e ur~nldade constantes
das suspensdes de JIs e realizag@o dos bioensaios.

Destilador unidade 1 Fornecimento de 4gua destilada aos bioensaios.
Estufa unidade 1 Esterilizagdo do material e vidraria.
MlcroscoPlc_) unidade 1 _antagem total de JIs para a quantifica¢@o do
estereoscopico indculo.

TABELA 2. Materiais utilizados como componentes do custo fixo de producao
de JIs de Heterorhabditis bacteriophora em armadilha de White.

Equipamentos e
materiais Unidade Quantidade Finalidade

Arm. de White unidade 2 Multiplicagdo de NEPs e bioensaio.

Contador manual unidade 1 Contagem do n° total de JIs do nematoide.
Erlenmeyer (500mL) unidade 1 Armazenamento das suspensoes de JIs do nematoide.
Mesa com formica unidade 1 Manipulag@o do experimento.

Micropipetas unidade 1 Inoculagdo e quantifica¢do de JIs do nematoide.
Placa de petri (9 cm . Inoculagédo de JIs do nematoide em lagartas de

de didmetro) unidade 2 Gltimo instar de Galleria mellonella.

Pipeta, picetas,

pinga, caneta, - - Procedimentos diversos.

caderneta, estiletes
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TABELA 3. Materiais utilizados como componentes do custo fixo de producao

de JIs de Heterorhabditis bacteriophora em funil de Baermann.

Equipamentos e
Materiais Unidade Quantidade Finalidade
Bandeja plastica (21 x 15 x Depende do melhor tratamento escolhido

2 cm) unidade 2 (densidade de lagarta).
Becker (1000 mL) unidade 1 Armaz,e'namento das suspensdes de JIs do
nematoide.
Contador manual unidade 1 Contar n° total de JIs do nematoide.
Funil de 250 mL unidade 1 Coleta de JIs do nematoide.
Mesa com formica unidade 1 Manipulagdo do experimento.
Micropipeta unidade 1 Inoculggéo e quantificagdo de JIs do
nematoide.
Pipetas, piceta, pinga,
caneta, caderneta, estiletes, . .
- Procedimentos diversos.
barbante
Presilha de Mhor unidade 1 Manter o nivel de dgua no funil.
Tampa plastica unidade 5 Fechamento do funil.
Tela de nailon m’ 0,02 Acomodagdo das lagartas.
Tubo latex m 0,5 Coleta de JIs do nematoide.
Tubo de silicone unidade 1 Adesdo da tela ao funil.

4.9.3 Custo variavel (CV)

Refere-se aos custos cujos recursos tém duragdo inferior ou igual ao
curto prazo, sendo, portanto, sua recomposicdo feita a cada ciclo do processo
produtivo; incorporam-se totalmente ao produto no curto prazo, ndo sendo
reaproveitados para outro ciclo. Sdo alteraveis em curto prazo e estas alteragdes
provocam varia¢des na quantidade e qualidade do produto ou servico dentro do
ciclo. So recursos que exigem gastos monetarios diretos € em curto prazo (Reis,

2004).

Para o Custo Alternativo Varidvel, temos:

A) Custo Varidvel Alternativo

CVAIt = (valor do subtotal do custo variavel +2) x taxa de juros.
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4.9.4 Componentes do custo variavel
A) Insumos
Os insumos gastos no processo de produgdo de JIs do nematdide

estdo descritos nas Tabelas 4 e 5.

TABELA 4. Insumos e tarifas componentes do custo variavel de producédo de JIs
de Heterorhabditis bacteriophora em armadilha de White.

Insumos Unidade Quantidade Finalidade
Lagartas de Galleria unidade 20 Multiplicagdo de NEPs e bioensaio.
mellonella

Alcool, detergente, papel absorvente, esponja e
afins.
Papel filtro unidade 7 Multiplicagdo de NEPs e bioensaio.

Material de limpeza - -

TABELA 5. Insumos, tarifas componentes do custo variavel de produgdo de JIs
de Heterorhabditis bacteriophora em funil de Baermann.

Insumos Unidade Quantidade Finalidade

Lagartas de Galleria

unidade 200 Densidade de 200 lagartas/funil.
mellonella

Alcool, detergente, papel absorvente, esponja e
afins.

Inoculagdo de JIs do nematoide em bandejas
plasticas.

Material de limpeza - -

Papel filtro (60 x 60 cm) unidade 4

B) Maio-de-obra

Consideram-se a mao-de-obra de wum técnico de laboratério
(laboratorista) fazendo-se o céalculo proporcional do tempo gasto para produgdo
de JIs (h.homem) e o saldrio médio de um profissional dessa categoria. Nao
foram considerados os encargos sociais.

Dessa maneira, temos:

Custo variavel = insumos + mdo-de-obra + custo de oportunidade.
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C) Lagartas de Galleria mellonella

TABELA 6. Calculo do custo de criagdo de lagartas de Galleria mellonella, em
sala climatizada, baseado no custo da dieta artificial.

Produto Quantidade Preco (R$)
Farelo de soja 80¢g 0,64

Favo de mel 150 g 9,00

Fuba 172 g 0,22
Levedo de cerveja %g 1,12
Glicerina 208 mL 2,56

Leite em p6 desnatado 48 g 0,67

Mel 236 mL 4,51

Total 18,72

Para o calculo do custo da produgdo de JIs do nematdide em lagartas de
G. mellonella, considerou-se o calculo da criagdo da mesma em sala climatizada,
baseado no custo da dieta artificial modificada por Parra (1998). Em média, uma
marmita possui 600 lagartas de G. mellonella, recebendo, em todo o seu ciclo,

duas dietas nas proporg¢des acima citadas. Assim:

C = D + n’de lagartas por marmita

C = custo da criagdo/lagarta de G. mellonella

D = valor total da dieta artificial

4.9.5 Dados para a analise econémica simplificada

A) Custo operacional (Cop.)

Refere-se ao custo de todos os recursos de produgdo que exigem
desembolso por parte da empresa (unidade de produgdo) para sua recomposigao,
incluindo, praticamente todos os custos variaveis e todos os fixos que exigem

reposi¢do por meio de aquisicdes, sem considerar os custos alternativos. Sua
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finalidade ¢ mostrar, caso a firma ndo tenha remuneracdo igual ou maior que o

custo alternativo, se ¢ quanto ela tem de residuo que remunera em parte o

capital, tempo, administracdo e recursos auto-renovaveis (Reis, 2004).

B) Custo total médio (CTMe)

2

E a soma dos custos, fixo total (CFT) e variavel total (CVT),

dividindo-se pela quantidade produzida de JIs do nematdide por peso de lagarta.

Ha diversas condi¢cdes para a andlise econdmica simplificada dessa

atividade, dependendo do preco (ou receita média) em relagdo aos custos. Dessa

forma, foi sugerida uma interpretacdo (Reis, 2004) (Figura 2). Esta analise

podera subsidiar o produtor a atribuir preco ao entomopatégeno produzido e

auxiliar na tomada de decisdo quanto a atividade de criagdo desse nematoide.

A A A A
1) (2) (3a) (3b) (3¢) (3d) (3e)
CopTMe
% CTMe CopTMe CopTMe CopVMe
E CTMe CopTMe CopVMe
& CTMe CopTMe CopTMe CopVMe CopVMe
= A
CopTMe CopVMe ; ;
Preco ou reg¢eita média
Producéo

*CTMe = custo total médio; CopTMe = custo operacional total médio; CopVMe = custo operacional
varidvel médio.

FIGURA 2. Situagdo de analises econdmica e operacional de uma
atividade produtiva (Reis, 1997).
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De acordo com a Figura 2, a situagdo (1) corresponde a lucros
supernormais ou econdmicos, o que sugere que a atividade esta atraindo recursos
e em condi¢des de se expandir. Ja a situagdo (2) refere-se aos custos normais,
que proporcionam rentabilidade igual a outra alternativa, o que sugere
estabilidade. Na situacdo (3), a rentabilidade da atividade ¢ pior do que as
remuneracdes do mercado; esta situacao se subdivide em cinco tipos: (3a) paga
todos os recursos aplicados na atividade (RMe > CopTMe), com remuneragao
menor que a alternativa de mercado; (3b) (RMe = CopTMe), que paga todos os
recursos, porém, nao paga o recurso alternativo; (3c¢) paga todos os recursos
variaveis e parte dos fixos; (3d) (RMe = CopTMe), paga somente 0s recursos

variaveis e (3e) (RMe < CopTMe), que ndo cobre o custo variavel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estimativa da concentracio letal maxima (CLyo)

Foi feita andlise de variancia e regressdo polinomial para os dados de
mortalidade das lagartas de G. mellonella, mostrando significancia (' = 14,20: P
=0,015) para o nematoide utilizado (Figura 3).

A concentragdo letal maxima (CLgg) estimada foi de 2.404 JIs/placa de
petri de 9 cm de diametro em 10 lagartas de G. mellonella no sistema de
armadilha de White e funil de Baermann, por 72 horas de exposi¢do a H.
bacteriophora.

Convém salientar que o modelo quadratico ajustado foi feito
desconsiderando o intercepto, em virtude do alto valor do coeficiente de
determinacio (R?) adquirido, pois a inclusdo do intercepto, especificamente a
esses dados, proporcionou uma redugio acentuada no valor de (R?), o que torna
o modelo inadequado em relag@o os dados observacionais.

De acordo com a CLgy estimada, H. bacteriophora foi pouco virulento
contra lagartas de G. mellonella quando comparado com Heterorhabditis sp.
(isolado PI), apresentando valores menores de 142 e 118 Jls/lagarta de G.
mellonella, respectivamente, em placas de petri de 9 cm ¢ 5 ¢cm de didmetro
(Barbosa et al., 2004).

Shapiro et al. (1985) obtiveram valor um pouco superior para a CLgy a0
encontrado neste bioensaio, com 3.000 JIs de S. feltiae por placa contra todos os

estadios de Lymantria dispar (L.) (Lepidoptera: Lymantriidae).
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FIGURA 3. Mortalidade estimada de 10 lagartas de Galleria mellonella por
placa de petri de 9 cm de diametro, apos 72 horas de exposi¢ao a
nematoides entomopatogénicos, em diferentes concentragdes do
inoculo.

5.2 Producio total de nematéides entomopatogénicos

No sistema de armadilha de White, obteve-se produgdo de 486.610 JIs de
H.bacteriophora/g de lagarta de G. mellonella. Ja no sistema de funil de
Baermann (Figura 4), houve diferenca nos resultados de produgdo, com uma
elevada eficiéncia na produgao in vivo de 3.984.758 JIs de H. bacteriophoral/g de
lagarta na densidade de 200 lagartas ou 32,6 g de lagartas (F = 4,165; P =
0,0554).

Schroeder et al. (1994) relataram pouca diferenca entre os métodos de
infeccdo nos bioensaios da patogenicidade de H. bacteriophora (isolado
Oswego), apresentando menos de 50% e 90% de mortalidade nas larvas de
Otiorhynchus ligustici (L.), em estudos laboratoriais € em casa de vegetacao,

respectivamente.
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FIGURA 4. Producdo de Heterorhabditis bacteriophora, em diferentes
densidades de lagartas de Galleria mellonella, em funis de
Baermann.

Deseo et al. (1990) obtiveram producdo de 550 milhdes de JIs de
Heterorhabditis spp. coletados de 0,001 grama de lagarta de G. mellonella,
mostrando valor de produgdo superior ao encontrado no presente trabalho nos
dois sistemas de produgdo. Choo et al. (2002) verificaram a produgao de 18,8 x
10* de JIs de S. carpocapsae (isolado Pocheon) a 24°C e Ozer & Unlu (2003)
obtiveram producdo de 141.562 até 271.593 JIs de H. bacteriophora, chegando a
atingir 350.000 JIs por lagartas de G. mellonella, mostrando producao inferior ao
encontrado neste trabalho, em temperatura proxima.

De acordo com Lindegren et al. (1993), a producdo in vivo de S.
carpocapsae avaliada em lagartas de G. mellonella, durante um periodo médio
de 16 dias, girou em torno de 1,9 x 10° JIs/lagarta (8,2 x 10° JIs/g de hospedeiro
ou 9,9 x 10° Jis/placa de producio). Para isso, os mesmos autores determinaram
que a concentracdo de 50 nematdides por lagarta de G. mellonella ou 2.500

JIs/placa foi considerada a mais apropriada para a producdo de JIs, apos 48 horas
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de exposicdo. Os mesmos autores verificaram que a produgdo de JIs de S.
carpocapsae em lagartas de G. mellonella apresentou produgdes variaveis
afetadas pelo tamanho do hospedeiro, espécie do nematdide e método de
criagao.

Em trabalho de Flanders et al. (1996), a produgdo in vivo de H.
bacteriophora em lagartas de G. mellonella alcangou 567.000 JIs/lagarta. O
tempo médio de emergéncia foi de 17 dias na dose de 20 JIs/lagarta, tendo a
emergéncia sido de um a dois dias mais rapida na dose de 200 JIs/lagarta.

Segundo Shapiro et al. (1985), o numero de JIs de §. feltiae foi
aumentando progressivamente, de acordo com o desenvolvimento de Lymantria
dispar, com 35 JIs/larva neonatas; 1.475 Jls/larva de segundo instar ; 3.910

JIs/larva de terceiro instar e 11.106 JIs/larva de quarto instar.
5.3 Custo de producao de JIs nos diferentes sistemas
5.3.1 Custo fixo (CF)
Os resultados que se referem aos custos de produgdo de H.

bacteriophora, nos dois sistemas de produgdo, estio demonstrados nas planilhas

de estimativa de custo fixo total (Tabelas 7 ¢ 8).
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TABELA 7. Custo fixo discriminado para a producgdo de JIs de Heterorhabditis
bacteriophora, em lagartas de Galleria mellonella, em armadilha de

White.
Recursos Valor Vida util *Valor Depreciacio **Custo Custo fixo
(RS) (ciclos) residual P ¢ alternativo parcial
Armadilhas de
White 5 33 0 1,551041667 27,824 29,37504167
(B.0.D.) 3.478 160 500 0,481770833 9 9,481770833
Balanga analitica 2.923 160 200 0,330729167 6,68 7,010729167
Construgao 5.000 320 - 1,302083333 58,66 59,96208333
Contador manual 131 160 0 0,926041667 15,824 16,75004167
Destilador 835 160 200 1,418229167 23,384 24,80222917
Erlenmeyer
(500mL) 17,8 33 0 0,018686869 0,0592 0,077886869
Estufa 1.978 160 200 0,012626263 0,04 0,052626263
Mesa com férmica 100 160 20 0,000151515 0,00048 0,000631515
Micropipetas  (200-
1000y L) 288 83 0 0,289156627 2,304 2,593156627
Microscopio
estereoscOpico 1.125 160 200 0,012626263 0,04 0,052626263
Pinga 2 33 0 0,01010101 0,032 0,04210101
Pipeta (1 mL) 4 33 0 0,005050505 0,016 0,021050505
Pipeta (10 mL) 5 33 0 0,008838384 0,028 0,036838384
Pisseta 35 33 0 0,044949495 0,1424 0,187349495
Placa de petri (9 cm) 7,4 33 0 0,068229167 1,048 1,116229167
Ponteira (azul) 0,06 33 0 0,041666667 0,8 0,841666667
Tubo de ensaio (10
mL) 2 33 0 0,005050505 0,016 0,021050505
Total 6,527029101 145,89808  152,4251091

* Valor residual: valor de mercado de tais equipamentos

** Custo alternativo: forma de estimagdo

1) Instalagdes: considerou-se o valor do aluguel da sala (R$ 80,00/més)

2) Equipamentos: valor do novo x taxa mensal (0,8% )
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TABELA 8. Custo fixo discriminado para a producdo de JIs de Heterorhabditis
bacteriophora, em lagartas de Galleria mellonella, em funis de

Baermann.
Recursos Valor Vidautil *Valor Depreciacio **Custo Custo fixo

(RS) (ciclos)  residual P ¢ alternativo parcial
(B.0.D.) 3478 160 500 1,551041667 27,824 29,37504167
Balanga analitica 2923 160 200 0,481770833 9 9,481770833
Bandeja plastica ( 21 x
15x2cm) 4 33 0 0,330729167 6,68 7,010729167
Becker (1000 mL) 13,9 33 0 1,418229167 23,384 24,80222917
Construgdo 5.000 320 - 1,302083333 58,66 59,96208333
Contador manual 10 33 0 0,926041667 15,824 16,75004167
Destilador 835 160 200 0,01010101 0,032 0,04210101
Estufa 1.978 160 200 0,289156627 2,304 2,593156627
Funil (250 mL) 16,6 33 0 0,012626263 0,04 0,052626263
Mesa com formica 100 160 20 0,03510101 0,1112 0,14630101
Micropipetas (200-
1000y L) 288 83 0 0,025252525 0,08 0,105252525
Microscépio
estereoscopico 1.125 160 200 0,041666667 0,8 0,841666667
Ping¢a de Mhor 6,5 160 0 0,026041667 0,4 0,426041667
Pipetas (10 mL) 5 33 0 0,041919192 0,1328 0,174719192
Suporte para funil (250
mL) 50 160 0 0,013020833 0,02 0,033020833
Tela de nailon 0,048 16 0 0,003385417 0,052 0,055385417
Tubo de ensaio (10
mL) 2 33 0 0,00025 0,000384 0,000634
Tubo de silicone 1,6 16 0 0,008333333 0,0128 0,021133333
Tubo latex 2,5 16 0 0,005050505 0,016 0,021050505
Total 6,521800882 145,37318  151,8949849

* Valor residual: valor de mercado de tais equipamentos

** Custo alternativo: forma de estimagio
1) Instalagdes: considerou-se o valor do aluguel da sala (R$ 80,00/més)
2) Equipamentos: valor do novo x taxa mensal (0,8% )

5.3.2 Custo variavel (CV)

Refere-se aos insumos, mao-de-obra e lagartas de G. mellonella.

A) Custo de Galleria mellonella nos diferentes sistemas

C =18,72 + 600 = 0,0312/lagarta
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De acordo com o calculo acima, o custo da lagarta de G. mellonella em

dieta artificial é de R$ 0,0312/lagarta.

TABELA 9. Custo variavel de producdo de JIs em lagartas de Galleria
mellonella em armadilha de White.

Valor
Recurso Quantidade (30/11/2004)
Maio-de-obra 13,5 h.homem 39,28
Lagartas de Galleria mellonella 10 0,3
Material de limpeza 5
Papel filtro 7 0,11
Total 44,69

TABELA 10. Custo variavel de producdo de JIs em lagartas de Galleria
mellonella em funis de Baermann.

Valor
Recurso Quantidade (30/11/2004)
Maio-de-obra 14 h.homem 40,74
Lagartas de Galleria mellonella 200 6,00
Material de limpeza 5,00
Papel filtro 4 2,24
Tampa plastica 1 0,05
Ponteira (azul) 2 0,06
Total 54,09
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5.3.3 Custo total (CT)

TABELA 11. Dados para a analise economica simplificada dos dois sistemas de
producdo de JIs em lagartas de Galleria mellonella.

Sistema de Armadilha de Sistema de Funil de

Parametros* White Baermann
CopFT (custo operacional fixo total) 355,0795492 353,7045706
CaltFT (custo alternativo fixo total) 276,7552 275,44296
CFT (custo fixo total) 152,4251091 151,8949849
CFTMe (custo fixo total médio) 0,000313239 0,000308696
CopVT (custo operacional variavel total) 44,69 54,09
CaltVT (custo alternativo variavel total) 0,4469 0,5409
CVT (custo variavel total) 45,1369 54,6309
CopT (custo operacional total) 399,7695492 407,7945706
CopMe (custo operacional médio) 0,00082154 0,000838032
CVTMe (custo variavel total médio) 9,2758E-05 0,000112268
CT (custo total) 197,5620091 187,8658849
Peso total de lagartas 2,1367 28,0536
Produgdo de JI/grama de lagarta 486610 3.984758,80
CT/grama 92,46127631 6,696676536
CTMe (custo total médio) 0,000190011 0,0000018475
CTMe /milhéo de JIs 190,0110485 1,8474974723

** referente a 10 lagartas

*** referente a 200 lagartas

* CopFT (custo operacional fixo total) = X depreciagdes
CaltFT (custo alternativo fixo total) = 3. custos alternativos
CFT (custo fixo total) = CopFT + CaltFT
CFTMe (custo fixo total) = CFT + (Produgdo/grama)
CopVT (custo operacional variavel total) = ¥ recursos
CaltVT(custo alternativo variavel total) = > custo variavel x taxa de juros
CVT (custo variavel total) = CopVT + CaltVT
CopMe (custo operacional médio) = CopT + (Produgdo/grama)
CVTMe (custo variavel total médio) = CVT + (Produgdo/grama)
CopT (custo operacional total) = CopFT + CopVT
CT(custo total) = CFT + CVT
Peso total de lagartas = peso observado
Produg@o de JIs/grama = (produgdo total) + (grama total de lagartas)
CT/grama = CT/peso total de lagartas (referente a 10 ou 200 lagartas)
CTMe = (CT/grama) + (Produgao/grama)
CT/milhdo de JIs = (CTMe) x (10°)
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O custo de produgdo de JIs de H. bacteriophora, em sistema de
armadilha de White e funil de Baermann, foi de R$ 92,46 (US$' 30,82) e R$
7,36 (US$ 2.,45)/g de lagarta de G. mellonella, respectivamente. Esses valores
sdo correspondentes ao custo de produgdo de um milhdo de JIs, apresentando R$
190,01 (US$63,33) para sistema de armadilha de White e R$ 1,84 (US$ 0,61)
para funil de Baermann.

Segundo Gaugler et al. (2000), a BioLogic’s apresenta o custo de US$
1,27 para produzir in vitro em meio solido (Bedding, 1984) 1 x 10° JIs de S.
carpocapsae. Varias companhias apresentam diferengas nos custos utilizando
tecnologia de producao in vivo, com US$ 10,8, US$ 8,0, US$ 0,73/milhao de JIs
de S. carpocapsae e US$ 1,22 para produzir 1 x 10° JIs de H. bacteriophora pela
Green Spot, Hydro-Gardens e IBCS. M&R Durango e Nematec apresentam
custo de US$ 1,60 e US$ 2,96, para a producdo de 1 x 10° de JIs de S.
carpocapsae € H. bacteriophora, respectivamente.

Atualmente, ndo existe a comercializagdo de NEPs no Brasil (Grewal et
al., 2001) e, dessa forma, elimina-se a possivel concorréncia de mercado,
podendo o prego ser estabelecido diretamente pelo “produtor”, comercializando
a um prego fixado acima do custo de producdo (preco > CTMe). Dessa maneira,
a producdo do entomopatdégeno estaria na faixa de lucros supernormais,
supostamente em expansao, atraindo a concorréncia do produto final (Figura 2,
situagdo 1).

A producdo in vivo de H. bacteriophora em funil de Baermann foi cerca
de 8 vezes maior em relacao ao sistema de armadilha de White. Além disso, o
custo por JI em funil de Baermann foi aproximadamente 100 vezes menor do
que o sistema de armadilha de White. Dessa forma, o melhor sistema de
produgdo in vivo de JIs de H. bacteriophora foi funil de Baermann na densidade

de 200 lagartas de G. mellonella.

! Referente ao valor comercial do délar igual a R$ 3,00
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6 CONCLUSOES

A producdo in vivo de H. bacteriophora em funil de Baermann foi maior

em relagdo ao sistema de armadilha de White.

A densidade de 200 lagartas de G. mellonella em funil de Baermann

proporciona maior producao de JIs de H. bacteriophora/g de lagarta.

O sistema que proporciona o menor custo de producdo de JIs de H.

bacteriophora ¢ funil de Baermann.
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CAPITULO 3

1 RESUMO

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Comparacdo da produgdo in vivo de
nematoides entomopatogénicos em diferentes hospedeiros. In: . Técnicas
de producdo in vivo de nematdides entomopatogénicos (Rhabditida:
Heterorhabditidae) em Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) e
hospedeiros alternativos. 2005. p. 69-91 Dissertacio (Mestrado em

Entomologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras *

Nematodides entomopatogénicos (NEPs) sdo produzidos in vitro e in vivo para o
controle de insetos-praga de importincia econdmica na agricultura. Um dos
fatores que influenciam a produg@o in vivo € o inseto hospedeiro, que deve
proporcionar elevadas producdes a baixo custo. Assim, este trabalho teve por
objetivo comparar e analisar economicamente a multiplicagdo in vivo de
Heterorhabditis bacteriophora em lagartas de Anticarsia gemmatalis, Agrotis
ipsilon e Diatraca saccharalis. Foi utilizado um delineamento fatorial
inteiramente casualizado para a estimativa da concentracao letal maxima (CLgg)
para determinar o inoculo para a produgdo. A producdo foi realizada em
armadilha de White. As maiores produgdes foram 351.868, 227.848 ¢ 24.928
JIs/g de lagarta em D. saccharalis, A. gemmatalis e A. ipsilon, respectivamente.
O hospedeiro que apresentou menor custo foi A. ipsilon, com R$ 49,86/g de
lagarta (US$ 16,62).e R$ 200,04/milhdo de JIs (US$ 66,68), seguido de A.
gemmatalis e D. saccharalis. O melhor hospedeiro alternativo é A. gemmatalis,
apresentando maior produgdo de H. bacteriophora em sistema de armadilha de
White, com baixo custo.

* Orientador: Alcides Moino Junior
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2 ABSTRACT

BARBOSA, Carla Ruth de Carvalho. Production comparison in vivo of
entomopathogenic nematodes in different hosts. In: . Entomopathogenic
nematodes production techniques in vivo (Rhabitida: Heterorhabditidae) in
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) and alternative hosts.
2005. p.69-91 Dissertation (Master in Entomology)- Federal University of
Lavras, Lavras”

Entomopathogenic nematodes (EPNs) are produced in vitro and in vivo to
control insect pests of economical importance in agriculture. One of the factors
that influences the production in vivo is the host insect which must suppl high
production at a low cost. Thus, this study aimed to compare and analyze
economically the multiplication in vivo of Heterorhabditis bacteriophora in
Anticarsia gemmatalis, Agrotis ipsilon and Diatraea saccharalis caterpillars. It
was used a factorial complete randomized design to estimate the maximum
lethal concentration (LCgy) in order to determine the inoculum production. The
production was performed with the White’s trap. The higher productions were
351.868, 227.848 and 24.928 1Js/g of D. saccharalis, A. gemmatalis and A.
ipsilon caterpillar, respectively. The host which showed the cost was A. ipsilon,
with R$ 49,86/g of caterpillar (US$ 16,62) and R$ 200,04/million of 1Js (US$
66,68) followed by A. gemmatalis and D. saccharalis. The best alternative host
is A. gemmatalis, showing the highest production of H. bacteriophora in the
White’s trap system, at a low cost.

* Adviser: Alcides Moino Junior
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3 INTRODUCAO

De acordo com Poinar & Thomas (1978), ha mais de 3.100 associagdes
naturais entre insetos e nematoides, envolvendo 11 ordens de nematoides € 19
ordens de insetos. Nickle (1991) relata que a atividade bioldgica de nematdides
heterorhabditideos e steinernematideos contra insetos-praga tem sido avaliada
extensivamente em testes laboratoriais e em campo, com resultados promissores
em insetos das ordens Coleoptera (19 espécies), Lepidoptera (17 espécies) e
Diptera (13 espécies), além do género Musca. Segundo Qizhi-Liu et al. (2002),
mais de 40 pragas foram testadas com NEPs na China.

Assim, essas espécies parasitas de insetos transmitem a bactéria que ¢
letal para seus hospedeiros, caracteristica que faz com que eles sejam mais
eficientes para o controle de insetos do que alguns outros grupos de nematoides.
Durante as ultimas décadas, steinernematideos e heterorhabditideos tém-se
tornado cada vez mais populares no controle de insetos. Dentre as vantagens,
podem-se citar: (a) atacam uma variedade de hospedeiros, (b) juvenis infectivos
(JIs) podem ser facilmente produzidos a valores baixos, seja no interior de
hospedeiros ou em meios artificiais, (c) podem ser estocados por periodos
extensos ¢ (d) podem ser facilmente aplicados em campo. Esses nematdides sdao
resistentes a condi¢des ambientais variadas, podendo ser ativos no solo, penetrar
em hospedeiros suscetiveis e causar 100% de mortalidade em poucos dias,
sendo, além disso, inofensivos a organismos nao-alvo. O niimero de espécies de
insetos suscetiveis a esses nematodides parece ilimitado, podendo ser efetivos
agentes de controle contra hospedeiros em cultivos protegidos, especialmente
em vasos e ambientes cripticos.

Ha mais de 70 anos vém sendo desenvolvidas tecnologias para a

produgdo de nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Shapiro & Gaugler, 2002)
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e muitas dessas espécies, principalmente as das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae, sdo comercialmente produzidas, apresentando sucesso
quando introduzidos em diversos mercados (Ehlers, 1996). A produgdo in vivo
varia grandemente entre diferentes hospedeiros e espécies de nematoides
(Shapiro & Gaugler, 2002). Dessa forma, ha muitas razdes para se acreditar que
o uso de NEPs para o controle de insetos-praga aumentara substancialmente em
futuro préximo.

Assim, sdo necessarios testes com insetos hospedeiros e espécies de
nematdides com caracteristicas desejaveis (patogénicos, virulentos, especificos e
de facil criagdo a baixo custo), a fim de reduzir os custos durante a produgao.
Este trabalho teve como objetivo comparar e analisar economicamente a
producdo in vivo do nematdide entomopatogénico Heterorhabditis

bacteriophora, em diferentes insetos hospedeiros.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia de Insetos do

Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Nematéides entomopatogénicos
Foram utilizados JIs da espécie Heterorhabditidis bacteriophora,

armazenados em suspensdo aquosa em (B.0.D.) a 25+ 1°C e 70 = 10% de U.R.

4.2 Criacao dos hospedeiros alternativos

Os insetos hospedeiros utilizados para a produgdo de JIs de H.
bacteriophora foram lagartas de Anticarsia gemmatalis Hueb., 1818
(Lepidoptera: Noctuidae), Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
oriundas do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola
da Universidade de Sdo Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”(ESALQ/USP). Os insetos foram mantidos a 20°C para a criagdo dos
adultos e 30°C para o desenvolvimento dos ovos, UR 70 £ 10% e fotofase de 14
horas, em dieta artificial (adaptada por Parra, 1989) (Tabela 1), preparada da
seguinte maneira: todos os ingredientes, exceto o agar, foram misturados em
agua ¢ batidos em liquidificador, dissolvendo o agar em agua em ebuligdo e
misturando-os aos demais componentes. A dieta foi homogeneizada por meio de
um agitador elétrico e transferida ainda quente para tubos de ensaio de vidro.
Anticontaminantes e vitaminas foram adicionadas a dieta, em temperaturas de
60°C a 65°C.

Para a obtengdo dos ovos, foram separados adultos na proporc¢ao de 20

machos e 30 fémeas das lagartas mencionadas anteriormente em gaiolas de PVC
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de 10 cm de didmetro e 22 cm de altura, revestidas internamente com papel

sulfite umedecido para receber os ovos. Estes foram tratados com formaldeido, a

5% por cinco minutos, lavados em agua destilada e transferidos para tubos de

ensaio de vidro com a dieta na quantidade de 10 a 15 ovos por tubo, no interior

de camaras assépticas.

TABELA 1. Componentes da dicta artificial (adaptada por Parra, 1989) para os

diferentes insetos.

Quantidades
Componentes Diatraea saccharalis Anticarsia gemmatalis e Agrotis ipsilon

Agucar 525¢g -
Acido ascorbico 1,90 g 360¢g
Acido sorbico - 1,80 g
Agar 113¢g 230¢g
Agua destilada 900 mL 1.200 mL
Caseina 540¢g 300 g
Cloreto de colina 0,40 g -
Farelo de soja 540¢g -
Formol (37%) 0,75 mL 3,60 mL
Feijao - 75,0 g
Germe de trigo 540¢g 60,0 g
Levedura - 37,50 g
Nipagin 3,00g 3,00 g
Proteina de soja - 30,0 g
Sais de Wesson 7,50 g -
Solugdo 11,3 mL 9,00 mL
vitaminica
Tetrex 0,13¢g 0,11 g
Vita Gold 0,40 mL -

4.3 Producao dos nematdides

Os nematodides foram produzidos segundo a técnica mencionada por

Woodring & Kaya (1988) e armazenados em recipientes plasticos de 25 mL e

mantidos em camara climatizada (B.0.D.), a temperatura de 25 + 1°C, UR 70 +

10% e fotofase de 12 horas, para posteriormente serem utilizados em bioensaios

para a determinagdo da concentragdo letal maxima (CLyy).

74



4.4 Determinacio da concentracio letal maxima (CLyo)

A concentragdo letal (CL) vem ser a expressdo as respostas bioldgicas
dos artropodos as implicagdes dos patogenos. As respostas dos hospedeiros nos
seus diferentes niveis podem ser calculadas matematicamente a partir dos dados
de mortalidade (ou de outro parametro bioldgico considerado) (Alves et al.,
1998), por meio da analise de regressao polinomial, resultando nas estimativas
de CLgo (concentragdo necessaria para matar 99% das lagartas tratadas).

A determinacdo da CLy foi realizada para todos os insetos hospedeiros
utilizados, em que placas de petri de 9,0 cm de didmetro contendo duas folhas de
papel filtro ao fundo e 10 lagartas cada foram expostas as concentracdes de 0
(testemunha); 500; 1.000; 1.500; 2.000; 2.500 JIs/placa, acondicionadas em
(B.O.D.) a 25 £ 1°C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas. Apos 72 horas de
exposicao aos nematoides, lagartas mortas foram transferidas para placas de
petri de 9 cm com uma folha de papel filtro, mantidas por cincos dias para a
confirmacdo da sintomatologia do nematdide. Cada placa foi considerada como

uma repeticao, totalizando cinco repeti¢des por tratamento.

4.5 Producio de juvenis infectivos em hospedeiros alternativos

Foi empregada a metodologia de White (1927), modificada por Dutky et
al. (1964), pela qual lagartas de todos os insetos utilizados foram infectadas com
suas respectivas concentragdes letais maximas (CLgg), por um periodo de 72
horas expostas aos JIs do nematéide e mantidas nas mesmas condi¢des
anteriormente descritas. Em seguida, 10 cadaveres de lagartas foram transferidas
para placas de petri de 9 cm de didmetro contendo uma folha de papel filtro por
um periodo de 5 dias, para completar o desenvolvimento de JIs. Para a produgdo
de JIs do nematoide utilizado, cadaveres de lagartas de cada inseto foram
transferidas para armadilhas de White contendo uma folha de papel filtro

umedecido, por um periodo de 12 dias a partir da emergéncia de JIs do papel
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para a agua até o final da producdo. As suspensdes de JIs produzidas nas
armadilhas de White foram coletadas diariamente e armazenadas em frascos de
plasticos de 25 mL, sendo a producdo total quantificada em placas plasticas de

poliestireno para testes serologicos.

4.6 Delineamento experimental e variaveis analisadas

Os experimentos foram inteiramente casualizados, com 6 tratamentos e
5 repeticdes, para a estimativa da CLg. Os dados de mortalidade foram
corrigidos pela formula de Abbott (1925) para A. gemmatalis ¢ os de produgao
de JIs do nematoide por peso de lagarta (g) foram submetidos a andlise de

variancia (P < 0,05) e regressdo polinomial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estimativa da concentracio letal maxima (CLyo)

Os resultados obtidos nesse ensaio indicam que a concentragdo letal
maxima (CLg) foi de 2.322 JIs/placa (F = 8,48; P = 0,0549) para A. ipsilon,
1.793 Jls/placa (F' = 77,632; P = 0,0) para D. saccharalis ¢ 1.685 Jls/placa (F =
21,42; P = 0,0) para A. gemmatalis, apoés 72 horas de exposi¢do ao nematoide
(Figuras 1, 2 e 3). Esses dados indicam que H. bacteriophora foi mais virulento
para lagartas de A. gemmatalis, sendo necessaria baixa quantidade de in6culo
para provocar 99% de mortalidade, quando comparada com valores de CLog
citados anteriormente para os outros insetos utilizados. Também verificado por
Glaser et al. (1991) que Heterorhabditis sp. (isolado México) foi mais virulento
para lagartas de S. /ittoralis, enquanto S. glaseri mostrou-se menos virulento ao
mesmo inseto e a concentragdo de 65 Jls/inseto resultou em 100% de
mortalidade apds 48 horas de exposicdo ao nematdide (Kondo & Ishibashi,
1984).

Taylor et al. (1998) obtiveram valores inferiores ao encontrado na
presente pesquisa com Clgy e CLog para Steinernema feltiae de 82 e 58
nematoides por larvas de Musca domestica L. em papel filtro ou 104 ¢ 74
nematéides por cm”® de area superficial de estrume, respectivamente.

Barbosa et al. (2004) verificaram valor superior da CLyy estimada para
Heterorhabditis sp. (isolado PI) em lagartas de D. saccharalis com 1.970
JIs/placa, atingindo producio de 1,01 x 10° JIs/g de lagarta nesta concentrago
em relagdo ao presente trabalho.

Ozer & Unlu (2003) afirmaram que diferencas entre a viruléncia e

producdo entre as espécies de nematdides podem ser maior ou menor para um
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hospedeiro suscetivel, como G. mellonella, que permite a multiplicagdo de todas

as espécies de nematoides.

2
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FIGURA 1. Mortalidade estimada de 10 lagartas de Agrotis ipsilon por placa de
petri de 9 cm de didmetro, apds 72 horas de exposicdo a
nematoides entomopatogénicos, em diferentes concentracdes do
indculo.
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FIGURA 2. Mortalidade estimada de 10 lagartas de Diatraea saccharalis por
placa de petri de 9 cm de diametro, apds 72 horas de exposicao a
nematdides entomopatogénicos, em diferentes concentragcdes do
inoculo.
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FIGURA 3. Mortalidade estimada de 10 lagartas de Anticarsia gemmatalis por
placa de petri de 9 cm de diametro, apds 72 horas de exposicao a
nematdides entomopatogénicos, em diferentes concentragdes do
inoculo.

5.2 Producio de JIs do nematéide nos insetos hospedeiros

Diatraea saccharalis foi o hospedeiro que promoveu a melhor produgéo
de H. bacteriophora, embora ndo diferindo de 4. gemmatalis, enquanto que
A.ipsilon apresentou menor producdo de JIs devido a baixa suscetibilidade desse

inseto hospedeiro ao nematodide utilizado (Tabela 2).
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TABELA 2. Produgdo média de juvenis infectivos de Heterorhabditis
bacteriophora em insetos hospedeiros.

Hospedeiro Media de producio*
Diatraea saccharalis 351.868 = 65.499 a**
Anticarsia gemmatalis 227.848 £ 55.988 a
Agrotis ipsilon 24.928 +£7.902 b

* Nameros de juvenis infectivos/g de lagarta.
o I})/l:(é)c;i)a.ts seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P <

Por outro lado, trabalhos demonstram a producao de 200.000 JIs de S.
feltiae (Dutky et al., 1964) e 350.000 JIs de H. bacteriophora, (Milstead &
Poinar, 1978) em lagartas de G. mellonella. Molina & Lopes (1999) obtiveram
produgdo de 395.880 JIs de S. carpocapsae por larva de quarto instar de
Bombyx mori.

Adams & Nguyen (2002) e Ozer & Unlu (2003) afirmaram que a
produgdo é dependente do tamanho do corpo do hospedeiro. Ao contrario desses
autores anteriores, o presente trabalho encontrou a menor produgdo de JIs de H.
bacteriophora no maior hospedeiro (4. ipsilon). Da mesma forma, Molina
(2004) encontrou maiores producdes no menor hospedeiro (G. mellonella), com
relacdo a B. mori.

Entretanto, Prabhuraj et al. (2003) revelaram que B. mori, G. mellonella
e Holotrichia serrata apresentaram produgdes de 8.807.110, 5.080.930 e
8.960.398 de JIs de S. glaseri, respectivamente e 1.191.032, 983.611 ¢ 128.399
de JIs de Heterorhabditis sp./inseto, respectivamente. Considerou-se B. mori o
melhor hospedeiro, seguido de G. mellonella e H. serrata para a produgdo de JIs
de S. glaseri e Heterorhabditis sp.

De acordo com Zaki et al. (2000), lagartas de terceiro instar de B. mori
produziram 2.750 Jls/lagarta de H. bacteriophora e 48.703 Jls/lagarta de S.
carpocapsae, enquanto no ultimo instar ndo se obteve nenhuma produgio para

os nematoides utilizados. Contudo, apds 15 e 20 dias de emergéncia, a producéo
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diminuiu para 2.530 JIs/lagarta de H. bacteriophora e 30.750 JIs/lagarta para S.
carpocapsae.

Jansson (1996) obteve produgdes maximas de trés espécies de
Heterorhabditis sp. (isolado Bacardis), Heterorhabditis sp. (isolado FL2122) e
H. bacteriophora HP88, com 238.692, 22.903 ¢ 137.228 Jls/lagarta de G.
mellonella, respectivamente. Ja em larvas de Cylas formicarius, a produgdo de
Heterorhabditis sp. (isolado Bacardis), Heterorhabditis sp. (isolado FL2122) e
H. bacteriophora HP88, foi de 8.625, 6.896 e 3.387 Jls/larva, respectivamente.

Shapiro & Gaugler (2002) obtiveram produ¢des médias in vivo de varios
isolados de H. bacteriophora (isolado TF) (115.538 Jls/larva de 7. molitor),
(isolado HB) (61.786 Jls/larva de T. molitor), (isolado Lewiston) (79.292
JIs/larva de T. molitor), (isolado Oswego) (95.667 Jls/larva de T. molitor), H.
indica (isolado Hom 1) (58.250 JIs/larva de T. molitor) e H. marelatus (isolado
Point Reyes) (51.875 Jls/larva de T. molitor).

De acordo com Dutky et al. (1964) ¢ Adams & Nguyen (2002), insetos
de tamanhos maiores apresentam ciclos mais longos, conseqiientemente um
maior numero de geragdes de nematodides por existir com maior quantidade de

nutrientes.

5.3 Custo de producao de JIs nos hospedeiros alternativos
Os resultados referentes aos custos da producdo de JIs de H.
bacteriophora estdo apresentados nas tabelas de estimagdo de custo fixo total

(Tabela 3) e de custo variavel total (Tabela 4).
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5.3.1 Custo fixo (CF)

TABELA 3. Custo fixo discriminado para a produgdo de juvenis
infectivos de Heterorhabditis  bacteriophora, em
hospedeiros alternativos.

Recursos Valor Vidautil *Valor Depreciacio **Custo Custo fixo
(R$)  (ciclos) residual P § alternativo parcial

(B.0.D.) 3478 160 500 1,55104167 27,824 29,37504167
Construgao 5.000 320 - 1,30208333 58,66 59,96208333
Destilador 835 160 200 0,48177083 9 9,481770833
Estufa 1978 160 200 0,33072917 6,68 7,010729167
Microscopio
estereoscopico 1125 160 200 0,92604167 15,824 16,75004167

Equipamentos e materiais

Armadilhas de

White 5 33 0 0,01868687 0,0592 0,077886869
Contador

manual 10 83 0 0,01262626 0,04 0,052626263
Erlenmeyer

(500mL) 17,8 33 0 0,00015152 0,00048 0,000631515
Mesa com

formica 100 160 20 0,28915663 2,304 2,593156627
Micropipetas

(200-1000y L) 288 83 0 0,01262626 0,04 0,052626263
Pipeta (10 mL) 5 33 0 0,01010101 0,032 0,04210101
Pipeta (1 mL) 4 33 0 0,00505051 0,016 0,021050505
Pinga 2 33 0 0,00883838 0,028 0,036838384
Pisseta 3,5 33 0 0,04494949 0,1424 0,187349495
Ponteira (azul) 0,06 33 0 0,01004016 0,08 0,090040161
Placa de Petri (9

cm) 7.4 33 0 0,04166667 0,8 0,841666667
Tubo de ensaio

(10 mL) 2 33 0 0,00505051 0,016 0,021050505
Total 5,05061093 62,88608 126,5966909

* Valor residual: valor de mercado de tais equipamentos

** Custo alternativo: forma de estimagao
1) Instalagdes: considerou-se o valor do aluguel da sala (R$ 80,00/més)
2) Equipamentos: valor do novo x taxa mensal (0,8% )

5.3.2 Custo variavel (CV)
O custo variavel foi calculado considerando-se que o custo de produgéo

de D. saccharalis, A. ipsilon e A. gemmatalis é de R$ 0,008/lagarta,
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RS 0,08/lagarta e R$ 0,0266/lagarta, respectivamente (Parra, 2004, comunicagdo

pessoal).

TABELA 4. Custo variavel discriminado para a produgéo de juvenis infectivos de
Heterorhabditis bacteriophora em hospedeiros alternativos.

Recurso Quantidade Valor RS
Diatraea Anticarsia Agrotis ipsilon®
saccharalis' gemmatalis®
Maio-de-obra h.homem 39,28 39,28 39,28
Lagartas '** 10 0,08 0,266 0,8
Lagartas de G mellonella 10 0,3 0,3 0,3
Material de limpeza 5 5 5
Papel filtro 4 0,06 0,06 0,06
Total 44,77 44,956 45,49

5.3.3 Custo total (CT)

TABELA 5. Dados para a analise econdmica simplificada para a producdo de
juvenis infectivos em lagartas de diferentes hospedeiros.

Diatraea Anticarsia Agrotis ipsilon

Parametros* saccharalis gemmatalis
CopFT (custo operacional fixo total) 5,05061093 5,05061093 5,05061093
CaltFT (custo alternativo fixo total) 121,54608 121,54608 121,54608
CFT (custo fixo total) 126,5966909 126,5966909 126,5966909
CFTMe (custo fixo total médio) 0,26016048 0,26016048 0,26016048
CopVT (custo operacional variavel total) 44,72 44,906 45,44
CaltVT (custo alternativo variavel total) 0,4472 0,44906 0,4544
CVT (custo variavel total) 45,1672 45,35506 45,8944
CopMe (custo operacional médio) 0,000137746 0,000197088 0,001822923
CVTMe (custo variavel total médio) 0,000128364 0,000199058 0,001841152
CopT (custo operacional total) 48,4685276 44,906 45,44
CT (custo total) 171,7638909 171,9517509 172,4910909
Peso de lagartas 0,718 1,6113 3,459
Produgao de JIs/grama de lagarta 351.868 227.848 24.927
CT/grama 239,2254748 106,7161614 49,86732898
CTMe (custo total médio) 0,000679873 0,000468366 0,000200046
CTMe/milhdo de JIs 679,8727785 468,3655834 200,0462493

* CopFT (custo operacional fixo total) = . depreciagdes
CaltFT (custo alternativo fixo total) = 3 custos alternativos
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CFT (custo fixo total) = CopFT + CaltFT

CFTMe (custo fixo total) = CFT + (Produgao/grama)

CopVT (custo operacional varivel total) = 3. recursos

CaltVT(custo alternativo variavel total) = >, custo variavel x taxa de juros
CVT (custo variavel total) = CopVT + CaltVT

CopMe (custo operacional médio) = CopT + (Produgdo/grama)
CVTMe (custo variavel total médio) = CVT + (Produgdo/grama)
CopT (custo operacional total) = CopFT + CopVT

CT(custo total) = CFT + CVT

Peso total de lagartas = peso observado

Produgio de JIs/grama = (produgdo total) + (grama total de lagartas)
CT/grama = CT/peso total de lagartas (referente a 10 ou 200 lagartas)
CTMe = (CT/grama) + (Produgao/grama)

CT/milhio de JIs = (CTMe) x (10°)

O hospedeiro que apresentou menor custo de producdo de H.
bacteriophora em armadilha de White foi 4. ipsilon, com R$ 49,86/g de lagarta
(US$16,62) e por milhdo de JT R$ 200,04 (US$ 66,68) seguido de A. gemmatalis
e D. saccharalis (Tabela 5).

Ha grandes diferencas de precos de agentes de controle bioldgico entre
companhias nos Estados Unidos e Europa S. feltiae (Filipjev) e H. megidis,
produzidos massalmente por duas companhias, custam US$ 0,910 e
0,518/milhdo de JIs, respectivamente (van Lenteren et al., 1997).

Georgis (2002) relatou que o custo para produzir 2,5 x 10° JIs de S.
carpocapsae na formulacdo de granulos dispersivos em agua foi de US$ 30,97.
Em fermentadores de 80.000 litros, a produgdo de S. riobravis e S. carpocapsae
excedeu 150 x 10° nematodides/mL, enquanto para H. bacteriophora, S. feltiae e
S. glaseri, a produgio atingiu 142 x 10°, 93 x 10’ e 62 x 10’ nematoides/mL,
respectivamente.

A produgdo in vitro apresenta um custo de aproximadamente US$
1,00/milhdo de JIs (Poinar, 1979), US$ 12/bilhdo de JIs e US$ 17/bilhdo de JIs
de H. bacteriophora (Gaugler & Han, 2002) e, em meio com lipidio e agar, a
producdo atingiu 31 milhdes de Steinernema sp. a um custo de R$ 0,26 e US$

0,9/placa de petri (20g de meio), apresentando menos gastos do que o produzido
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in vivo em lagartas de G. mellonella com custo de oito vezes ou mais
(Tangchitsomkid et al., 1999).

O clevado custo apresentado pelos nematoides ¢é reflexo da baixa
economia de escala, intrinseca a industria artesanal, sobretudo apontando
volume de producdo baixo (Gaugler et al., 2000). De acordo com Georgis
(2002), o custo de producao tem sido uma das razdes para a limitagao do uso de
nematodides para o controle de certos insetos € mercados. De acordo com Tauber
et al. (2000), a comercializagdo de inimigos naturais ainda ¢ considerada um
desafio quanto a redugdo do custo de producao dos mesmos. Considerando que a
produgdo in vitro de NEPs ocorre em larga escala e tem como caracteristica a
utilizagcdo de alta tecnologia quando comparado com o método in vivo, este
ultimo satisfaz as necessidades de pequenos produtores, principalmente em
cultivo protegidos e instituicdes governamentais, devido a baixa tecnificacao e

possibilidade de producdo em pequena escala.
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6 CONCLUSOES

Heterorhabditis bacteriophora é patogénico a D. saccharalis, A. ipsilon e A.

gemmatalis e, com maior viruléncia, a A. gemmatalis.

Diatraea saccharalis ¢ A. gemmatalis sdo os hospedeiros com maior

producdo de H. bacteriophora, em armadilha de White.
Agrotis ipsilon é o hospedeiro que proporciona menor custo de produgdo de
JIs de H. bacteriophora, seguido de A. gemmatalis e D. saccharalis,

respectivamente.

Anticarsia gemmatalis ¢ considerado o melhor hospedeiro alternativo de H.

bacteriophora, com baixo custo e alta produgao.

86



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, W.S. A method for computing the effectiveness of an insecticide.
Journal of Economic Entomology, v.18, p.265-267, 1925.

ADAMS, B.J.; NGUYEN, K.B. Taxonomy and systematics. In. GAUGLER, R.
(Ed.). Entomopathogenic nematology. New Jersey: Rutgers University, 2002.
p.1-28.

ALVES, S.B. et al. Técnicas de laboratério, In: . Controle microbiano
de insetos. Sdo Paulo: FEALQ, 1998. p.637-710.

BARBOSA, C.R.C.; NEGRISOLI Jr, A.S.; MOINO Jr, A. Suscetibilidade e
produgdo in vivo de Heterorhabditis sp. (isolado PI) (Nematoda: Rhabditida) em
lagartas de Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Crambidae). In:
CONGRESSO DOS POS-GRADUANDOS DA UFLA, 13., 2004, Lavras.
Resumos... Lavras, UFLA, 2004. CD ROM.

DUTKY, S.R.; THOMPSON, J.V.; CANTWELL, G.E.A technique for the mass
propagation of the DD-136 nematode. Journal of Insect Pathology, San Diego,
v.6, n.4, p 417-422, 1964.

EHLERS, R.U. Current and future use of nematodes in biocontrol: practice and
commercial aspects with regard to regulatory policy issues. Biocontrol Science
and Technology, v.6, p.303-316, 1996.

GAUGLER, R. et al.. Quality assessment of commercially produced
entomopathogenic nematodes. Biological Control, v.17, p.100-109, July 2000.

GAUGLER, R.; HAN, R. Production technology. In: GAUGLER, R. (Ed.).
Entomopathogenic nematology. CAB International, 2002. p.289-310.

GEORGIS, R. The biosys experiment: an insider’s perspective. In: GAUGLER,

R. (Ed.). Entomopathogenic nematology. New Jersey: Rutgers University,
2002. p.357-371.

87



GLASER, I1.; GALPER, S.; SHARON, E. Virulence of the nematode
(Steinernematidis and Heterorhabditis) - bacteria (Xenorhabdus spp.) complex
to the Egyptian cotton leafworm Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae).
Journal of Invertebrate Pathology, v.57, p.94-100, 1991.

JANSSON, R.K. Infectivity and reproduction of three heterorhabditid
nematodes (Rhabditida: Heterorhabditidae) in two insect hosts. Florida
Entomologist, v.79, n.3, p.363-373, 1996.

KONDO, E.; ISHIBASHI, N. Infectivity and multiplication of Steinernema
feltiae (strain Mexican) on the common cutworm Spodoptera litura. Japan
Journal Applied Entomology Zoology, v.28, p.229-236, 1984.

MILSTEAD, J.E.; POINAR, G.O. Jr. A new entomogenous for pest
management systems. California Agriculture, v.32, p.324-327, 1978.

MOLINA A.J.P. Isolamento, identificacio, biologia e producao in vivo de
nematoides entomopatogénicos (Rhabditida) provenientes de Lavras, MG.
2004. 96p. Dissertagao (Mestrado em Entomologia)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

MOLINA, A.J.P.; LOPEZ, N.J.C. Produccion de tres espécies de
entomonematodos com dos sistemas de infeccion em dos hospederos. In:
CONGRESO DE LA SOCIEDAD COLOMBIANA DE ENTOMOLOGIA, 26.,
1999, Santa Fé de Bogota. Restimenes... Santa F¢ de Bogota: Sociedad
Colombiana de Entomologia, 1999. p.138.

NICKLE, W.R. Manual of agricultural nematology. New York: Marcel
Dekker, 1991. p.1035.

OZER, N.; UNLU, L.O. Evaluation of the reproductive potential and competition
between two entomopathogenic nematodes, Steinernema feltiae Filipjev, 1934
(Rhabditida: Steinernematidae) and Heterorhabditis bacteriophora, Poinar 1976
(Rhabditida: Heterorhabditidae). Turkey Journal Biology, Ankara, v.27, p.149-
155, 2003.

PARRA, J.R.P.; MISHFELDT, L.H. Comparison of artificial diets for rearing
the sugarcane borer. In. ANDERSON, T.E.; LEPPLA, N.C. (Ed.). Advances in
insect rearing for research and pest management. Colorado: Westview, 1992.
p.403-409, 1989.

88



POINAR, G. O. Jr. Nematodes for biological control of insects. Boca Raton,
Florida: CRC, 1979. 277p.

POINAR, JR.G.O.; THOMAS, G.M. Laboratory guide to insect pathogens
and parasites. New York: Plenum,1978. p.392.

PRABHURAJ; VIRAKTAMATH-ACA.; KAMAR-ARV. Evaluation of
silkworm larva and root grub for the in vivo mass production of
entomopathogenic nematodes. Indian-Journal-of-Entomology,v.65, n.1, p.34-
37, 2003.

QIZHI-LIU. et al. Progress of applied research on entomopathogenic nematodes
in biological control in China. Journal of China Agricultural University, v.7,
n.5, p.65-69, 2002.

SHAPIRO, I.; GAUGLER, R. Production technolgy for entomopathogenic
nematodes and their bacterial symbionts. Journal of Industrial Microbiology
& Biotechnology, v.28, p.137-146, 2002.

TANGCHITSOMKID, N. et al. Mass rearing of thai strain entomopathogenic
nematodes (Steinernema sp.) on lipid agar medium. In: KASETSART
UNIVERSITY ANNUAL CONFERENCE, 37., 1999, Kasetsart. Proceedings...
Kasetsart: Kasetsart University, 1999. p.320-325.

TAUBER, M.J.; TAUBER, C.; DAANE, K. M.; HAGGEN, K. S.
Comercialization of predators: Recent lessons from green lacewing
(Neuroptera: Chrysopidae). American Entomologist, Lanham, v. 26, n. 1, p.
26-38, 2000.

TAYLOR, D.B. Susceptibility of house fly (Diptera: Muscidae) larvae to
entomopathogenic nematodes (Rhabditida: Heterorhabditidae,
Steinernematidae). Environmental Entomology, v.27, n.6, p.1514-1519, 1998.

VAN LENTEREN, J.C.; ROSKAM, M.M.; TIMMER, R. Commercial mass
production and pricing of organisms for biological control of pests in Europe.

Biological Control, v.10, p.143-149, 1997.

WHITE, G.F. A method for obtaining infective nematode larvae from cultures.
Science, v.66, p.302-303, 1927.

89



WOODRING, J.L.; KAYA, H.K. Steinernematidae and Heterorhabditidae
nematodes: a handbook of techniques soulhern cooperative. Arkansas:
Arkansas Agricultural Experiment Station Falleteville, 1988. (Series Bulletin,
331).

ZAKI, F.A. et al. In vivo culturing of entomopathogenic nematodes
Heterorhabditis bacteriophora and Steinernema carpocapsae on silkworm
(Bombyx mori) and their effect on some lepidopterous insects. Indian Journal
of Nematology, v.30, n.1, p.1-4, 2000.

ZAKI, F. A.; MANTOO, M. A.; SHAHEENA, G.; GUL, S. In vivo culturing of
entomopathogenic nematodes Heterorhabditis bacteriophora and Steinernema
carpocapsae on silkworm (Bombyx mori) and their effect on some lepidopterous
insects. Indian Journal of Nematology, v. 30, n. 1, p. 1-4. 2000.

90



CONSIDERACOES FINAIS

Embora Diatraca saccharalis tenha sido considerado o melhor
hospedeiro alternativo, por apresentar a maior producao de H. bacteriophora em
sistema de armadilha de White, Galleria mellonella continua sendo a melhor
opgdo, em funcdo da criagdo mais barata, menor custo e maior producdo do
nematoide nesse sistema. Todavia, sugere-se que sejam avaliados outros insetos
hospedeiros com potencial para a produgdo in vivo de nematdides
entomopatogénicos.

Dessa forma, o sistema de funil de Baermann, como uma nova
alternativa para a produgdo desses entomopatdgenos, apresentou menor custo e
maior produtividade de JIs em relagdo ao sistema de armadilha de White,
havendo a possibilidade de avaliagdo de outros hospedeiros, além de G.

mellonella, nesse sistema.
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