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1- INTRODUCAO

O Brasil é consolidado pela alta produtividade da atividade agropecuéria, dentro da qual a
avicultura vem se destacando no cen&rio internacional. Qualidade e baixos custos sdo fatores que
colocam o Brasil como o 3° maior produtor e 2° maior exportador de frangos do mundo
(CHERNAKI et al., 2002).

Este crescimento na produtividade tem estimulado préticas de mangjo como o aumento do
nuimero de |otes de aves sobre a mesma cama (devido a escassez da maravalha) e intervalos entre
lotes algumas vezes reduzidos (5 a 10 dias). Estes fatores parecem contribuir para o aumento
populaciona de Alphitobius diaperinus Panzer, 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae), vulgarmente
conhecido no Brasil como cascudinho. Este inseto é uma praga de ampla distribuicdo mundial,
comumente encontrada em esterco de galinhas poedeiras assim como em cama de frangos de
corte. Segundo CHERNAKI & ALMEIDA (2001), o ciclo total de A. diaperinus a temperatura
constante de 28°C é de 42,5 dias, o que indica que a cada lote introduzido na granja (0 que ocorre
a cada 50 dias, aproximadamente) pode ocorrer uma nova geracdo de insetos, podendo cada
fémea produzir acimade 2 mil ovos (STEELMAN, 1996).

Conforme HARRIS (1966), os estadios mais comumente encontrados nos aviarios, larvas e
adultos, alimentam-se de carne e 0rgdos internos de aves mortas. Esse hébito, somado ao contato
direto do inseto com a cama das aves (rica em excrementos e restos de racdo), faz desse
coledptero um possivel veiculador de diversos patdégenos causadores de doencas (Apéndice A).

Adicionalmente, quando atingem populagdes muito altas nas criagdes domeésticas, determinam



sérios problemas aos produtores como a diminui¢gdo no ganho de peso, pelo fato de se tornarem
fonte alternativa de alimento para as aves.

As camas das aves oferecem facilidades para as larvas do besouro viverem em seus detritos,
construindo tuneis ou galerias nos materiais de isolacdo térmica, necessitando posteriormente de
uma custosa substitui¢cao destes materiais (ICHINOSE et al. 1980; SAFRIT & AXTELL, 1984), o
que gera mais prejuizos econdmicos aos produtores. A acdo de tunelamento € iniciada pelas
larvas quando altas densidades populacionais levam a competicdo por locais onde sera realizado
0 processo de pupariagdo no solo abaixo dos detritos.

Assim sendo, o controle do cascudinho é fundamental para a sanidade das aves e inclui
medidas como 0 manejo da cama dos frangos e principalmente a utilizagdo de produtos quimicos.
A limpeza e o tratamento das instalacbes com substancias quimicas por ocasido do descarte das
aves sd80 métodos eficazes que gjudam a prevenir a reinfestacdo dos galpbes. Contudo as
aplicacOes destes inseticidas nos detritos freqientemente falham, por ndo providenciar o controle
satisfatorio desta praga, presumivelmente devido a inacessibilidade do produto as larvas, pupas e
adultos localizados debaixo dos detritos e frestas de galpdes (EDWARDS & ABRAHAM, 1985).

Se por um lado existe esta resisténcia adaptativa do inseto aos produtos quimicos, por outro,
existe a demanda mundial crescente por alimentos sem residuos para 0 consumo humano, bem
como a diminuicdo dos residuos quimicos deixados no ambiente. Diante dessa situagdo, o
controle biolégico deixou de ser, em muitos casos, um método alternativo de controle, se
tornando hoje uma realidade em muitos agroecossistemas.

Muitos estudos surgiram apontando os nematéides entomopatogénicos dos géneros
Steinernema (Steinernematidae) e Heterohabditis (Heterorhabditidae) parasitando uma ampla
gama de insetos, tornando-os objeto de consideraveis pesquisas de controle bioldgico
(GAUGLER, 1981; POINAR, 1975, 1979). Contudo, a alta tecnologia hoje envolvida na
producdo dos nematdides entomopatogénicos (NEPs) apesar de certamente contribuir para
aumentar a sua eficiéncia na busca do controle de pragas, ndo consegue resolver sozinha todas as
limitacBes existentes no processo. Assim sendo, a real chave para 0 uso efetivo dos nematéides
serd a integracdo desta tecnologia com o conhecimento da ecologia dos Steinernematideos e
Heterorhabditideos. Os progressos na aplicacdo da tecnologia, por exemplo, sdo inadequados,
sem informagdes detal hadas sobre 0 momento 6timo dos métodos de aplicacdo e pds-tratamento,
0S quais sdo importantes para determinar a persisténcia e a motilidade dos nematdides
(GAUGLER, 1988).



Para A. diaperinus, ja foram realizados trabalhos em laboratério, objetivando o seu controle,
através da utilizacdo de NEPs (GEDEN et al. 1985). Os resultados obtidos mostraram-se
promissores para futura aplicacdo a campo, ja que a estrutura das instalacfes de criagbes de aves
domeésticas, aliada a biologia comportamental deste coledptero podem favorecer em muito o
efetivo controle alongo prazo, de populactes da espécie avo.

Assim sendo, a redlizacdo do presente trabalho € principalmente justificada pela busca do
controle bioldgico das populagdes de Alphitobius diaperinus nos aviarios de criagéo, de forma
efetiva, consciente e equilibrada, evitando desta forma o surgimento de novos problemas, como,
por exemplo, o desequilibrio ecoldgico no ambiente.

Tendo em vista que as pesquisas envolvendo o cascudinho em infecgdes com nematoides
entomopatogénicos ainda estdo no inicio em nosso pais, mas com resultados promissores; e que
conseguientemente pouco se sabe sobre esta interacdo; o presente trabalho teve ent&o os seguintes
objetivos. determinar em condicdes de laboratério avirulénciados NEPs a larvas, pupas e adultos
de A. diaperinus em trés diferentes tipos de substrato; avaliar ainfec¢do e consequiente morte dos
hospedeiros, relacionando-a com as suas respectivas dosagens e periodos letais;, determinar a
producdo média das espécies de NEPs no interior das larvas de A. diaperinus e de G. mellonella,
e por fim, evidenciar possiveis mudancas de alguns parémetros morfométricos dos juvenis

infectivos emergentes de cada espécie hospedeira.

2- REVISAO DA LITERATURA

2.1. Utilizando os nematdides entomopatogénicos

Dentro da ordem Rhabditida as duas maiores familias de nemat6ides entomopatogénicos sao
Steinernematidae (Chitwood & Chitwood, 1937) e Heterorhabditidae (Poinar, 1976) (POINAR,
1990). Atuamente sdo conhecidos trés géneros de nematdides entomopatogénicos. Steinernema
(25), Heterorhabditis (8) e Neosteinernema (1); sendo parasitos letais obrigatérios de uma vasta
extensdo de insetos. A manutencdo de cepas desses nematdides em laboratério, para serem
usados em experimentos relacionados a controle bioldgico, tem sido obtida através do emprego
de lagartas da mariposa Galleria mellonella (Linnaeus, 1.758), apesar da mesma ndo ser seu

hospedeiro natural.

2.2. O interesse pelo seu uso



Esses nematdides possuem uma impressionante lista de atributos para controlar
biol ogicamente insetos pragas residentes do solo (GAUGLER & KAYA, 1990). Apresentam uma
ampla ordem de hospedeiros, podendo ser produzido em massa tanto em substratos solidos
(BEEDING, 1984) como também em meio liqguido (FRIEDMAN, 1990), sdo de fécil
manipulacdo, baixo custo de producdo, longo tempo de estocagem, compatibilidade com
produtos quimicos, resisténcia as variacbes ambientais, e sdo isentos dos requerimentos de
registro de pesticida nos EUA. Fatores estes que quando somados, tém estimulado interesse no

seu desenvolvimento como inseticidas biol 6gicos.

2.3. A mariposa da cera utilizada in vitro

A mariposa G. mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), conhecida como a
grande traca da cera, apresenta ampla distribuicdo geogréfica e, provavelmente, sua origem é
asiética.

Sua distribuicdo pode estar relacionada com a movimentacdo das colméias de abelhas Apis
spp. (RIBEIRO, 1994), visto que as larvas sdo as responsaveis pelos prejuizos causados em
apiarios enfraguecidos, alimentando-se dos favos, cera, mel e polen.

Como o0s demais lepidépteros, G. mellonella apresenta metamorfose completa
(holometabolia) passando por quatro estagios sucessivos: ovo, larva, pupa e adulto.

De acordo com NGUYEN & SMART (1990), o nimero de nematdides entomopatogénicos
criados sobre apenas uma larva desta mariposa pode alcancar cerca de 350.000 juvenis infectivos.
Utiliza-se para manutencdo de cepas, de 5 a 10 larvas de Ultimo instar nas armadilhas de White
(GLAZER & LEWIS, 2000).

2.4. A Biologia dos nematoides

O juvenil infectivo (L3), Unico instar de vida livre, ocorre no solo em filmes de agua; onde,
dispondo de adaptados e variados atos comportamentais ligados a atividade de forrageio,
consegue encontrar 0 hospedeiro, penetrando pelas suas aberturas corporais naturais (boca,
espiraculo e poros anal e genital), ou pela sua delgada cuticula (principalmente Heterorhabditis
spp.), acancando a hemocele. Os nematoides carregam uma bactéria simbidtica (Xenorhabdus
spp. ou Photorhabdus spp.) em seu intestino, as quais sdo liberadas dentro do hospedeiro. Estas
bactérias multiplicam-se rapidamente, ocasionando a sua morte dentro de 24 a 48h pdés - infecgao.

Antes de produzir uma nova geracdo de juvenis infectivos, os nemat6ides dentro do hospedeiro



alimentam-se, desenvolvem-se em adultos maduros sexualmente, acasalam, e se reproduzem
freqUentemente por duas ou trés gerages (KAYA & GAUGLER, 1993).

Duas ou trés geractes de nemat6i des adultos podem ocorrer no inseto hospedeiro (O'LEARY
et al., 1998). O aumento na densidade populacional de nematdides no cadaver somado com as
condicdes limitantes de nutrientes, resulta no desenvolvimento das formas resistentes; os J Is.
Estes emergem para o interior ou superficie do solo carregando a bactéria em seu intestino, indo a
procura de um novo hospedeiro parainfectar.

O ciclo de vida de Heterorhabditis spp. € similar ao de Steinernema spp., porém as fémeas da
primeira geracdo sdo hermafroditas e a progénie destes hermafroditas é composta de machos e
fémeas (ADAMS & NGUYEN, 2002). Estas similaridades entre os ciclos de vida de ambas as
espécies sdo consideradas ndo um resultado de um fechado relacionamento filogénetico, mas sim
de uma evolugéo convergente (POINAR, 1993).

A duracdo do ciclo depende da temperatura e da espécie de hospedeiro, que em geral, podera
durar de 6 a 18 dias, com temperaturas de 18 a 28 °C em G. mellonella (NGUYEN & SMART,
1990; MARTIN, 1997).

2.5. Seu padréo de emergéncia

A emergéncia dos J Is do hospedeiro morto, freqlentemente inicia-se abruptamente,
apresentando picos durante os primeiros poucos dias, envolvendo dezenas ou centenas de
milhares deles. O padrdo de emergéncia da nova geracdo de J Is que se forma possui um
componente genético, e a variabilidade genética para este padr&o, ocorre nas populagdes naturais
(STUART et al., 1996). Em parte, ele pode refletir a dindmica populacional dos nematoides e de
suas bactérias associadas dentro do hospedeiro, a disponibilidade e utilizacdo dos recursos no
cadéver, e as vérias condi¢les e sinais que desencadeiam a formagdo e liberacdo dos juvenis
infectivos. Além do mais, este também estabelece o periodo para dispersdo, o encontro do
hospedeiro, e sua colonizacdo pelos J I's podendo ter um importante impacto sobre o potencial de
cooperacdo e competicdo que ocorre durante o processo de infeccdo. Dessa forma, a variacdo no

padréo de emergéncia pode representar adaptacdo aos diferentes hospedeiros e seus ambientes.

2.6. Sua distribuicdo no ambiente
As diferencas na distribuicdo dos nematdides entomopatogénicos de um modo geral,

possivelmente refletem as diferencas na distribuicdo dos seus hospedeiros insetos suscetiveis,



embora influéncias ambientais tais como o tipo de solo e a estagdo do ano possam também
determinar a distribuicdo das espécies (AKHURST & BROOKS, 1984).

2.7. Fatores que afetam a sobrevivéncia dos nematoides

A limitada “vida de prateleira’ dos juvenis infectivos, € 0 maior obstaculo na realizacdo do
pleno potencial destes nematdides entomopatogénicos no controle bioldgico. Isto ocorre, pelo
fato de existirem parametros fisiol0gicos que afetam a estabilidade de armazenagem. Em estudo
redlizado para se avaliar a sobrevivéncia in vitro de trés espécies de nematdides
entomopatogénicos (S. glaseri, Steinernema carpocapsae e H. bacteriophora), verificou-se a
sobrevivéncia de 36, 16 e 7 semanas, respectivamente para as espécies citadas (SELVAN et
al.,1993).

A estabilidade de armazenamento dos J Is é dependente da temperatura (KLINGER, 1990),
das espécies (FAN & HOMINICK, 1991), e da densidade de nematdides estocados (GEORGIS,
1992).

A situacdo no campo ndo é diferente fazendo-se necessario conhecer alguns fatores que séo
importantes para a sobrevivéncia dos nematéides entomopatogénicos em seu habitat natural, o
solo, afim de se obter sucesso em seu uso como agentes no control e biol dgico.

Segundo KAY A (1990) a temperatura, umidade, aeracéo e tipo de solo séo alguns dos fatores
que afetam a permanéncia dos juvenis infectivos no seu hébitat. Além destes fatores, 0os inimigos
naturais também podem restringir 0 uso destes nematoides no control e biol gico.

A temperatura € um dos fatores mais importantes que podem limitar a sobrevivéncia destes
nematdides. O limiar de temperatura no qual 0os nematéides podem sobreviver, infectar e se
reproduzir pode variar entre isolados (“strains”) e espécies, e pode estar provavelmente
relacionado com suas condi¢des climéticas de origem (MOLYNEUX, 1986).

Quando no solo, os nematdides Steinernematideos podem perder agua gradualmente por
evaporacdo, entrando em anidrobiose (GLAZER, 2002). Esse termo refere-se a capacidade de um
organismo resistir a uma lenta ou répida perda de &gua, ficando o metabolismo completamente
estagnado. Nesse estado, os nematdides enrolam-se sobre s mesmos para reduzir a superficie
cuticular exposta a desidratacéo.

Diferencas na adaptacdo térmica podem resultar em uma especializagdo entre os nematéides.
Por exemplo, espécies que sdo adaptadas a climas mais frios como Steinernema feltiae (Filipjev,
1934) e Heterorhabditis megidis, podem ser mais efetivas contra hospedeiros que séo mais ativos

durante o inverno. Ja espécies que sdo adaptadas a climas mais quentes como, Steinernema
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riobravis (CABANILLA et al., 1994), Steinernema scapterisci (NGUYEN & SMART, 1990) e S.
rarum (DOUCET, 1986), podem parasitar hospedeiros prevalentes durante o verdo (GREWAL et
al., 1993, 1994).

Apesar da influéncia das condi¢des ambientais na sobrevivéncia dos nematdides em campo,
0s juvenis infectivos sdo bastante resistentes por reter a cuticula do segundo estagio como bainha
e, ainda, por ndo se alimentarem e terem a boca e 0 anus cobertos pela cuticula (GLAZER, 1996).

Os inimigos naturais também possuem um importante papel na ecologia populacional de
todos os organismos. Os nematoides no solo sdo expostos a uma variedade de inimigos naturais
como bactérias, fungos nematéfagos, acaros, tardigrados, e outros artropodos que podem causar
um grande impacto na dindmica populacional dos nematdides entomopatogénicos (SMART,
1995).

2.8. A ecologia e comportamento dos juvenis infectivos

LEWIS (2002) dividiu o comportamento dos nematéides entomopatogénicos em quatro
categorias. dispersdo do juvenil infectivo e localizagdo no solo, estratégias de forrageamento,
discriminacg&o do hospedeiro, e dindmica de infeccéo.
As estratégias dos J Is em buscar seus hospedeiros € variavel entre as distintas espécies de NEPs
e essas podem ser classificadas como “ambushers’ ou “cruisers’. Os NEPs com estratégia
“ambusher” esperam seu hospedeiro realizando nictagdo, isto €, ficam eretos apoiados em suas
caudas aguardando para “pular” no hospedeiro quando ele se aproximar. Por outro lado, os NEPs
com estratégia “cruiser”, procuram ativamente seus hospedeiros se movimentando pelo solo,
provavelmente atraidos por dioxido de carbono e emanacfes produzidas pelos hospedeiros. Os

~

NEPs com estratégia “cruiser” sdo mais efetivos contra insetos de pouca mobilidade no solo,

~

enguanto que os com estratégia “ambusher” sdo mais efetivos contra alvos moveis.

Steinernematidae e Heterorhabditidae séo capazes de se dispersar por curtas e longas
distancias. Segundo DOWNES & GRIFFIN (1996) eles se dispersam ativamente a procura de
mi croambi ente adequado e hospedeiro susceptivel, que por suavez atrai 0s nematoides através de
seus materiais fecais e gradientes térmicos. Steinernema carpocapsae € um emboscador gque nicta
(KONDO & ISHIBASHI, 1986), permanece proximo a superficie e ndo se dispersa para longe
(MOYLE & KAYA, 1981), € irresponsivo para hospedeiros sinalizadores (LEWISet al., 1992), e
esta adaptado para infectar hospedeiros que se movimentam sob a superficie do solo
(CAMPBELL & GAUGLER, 1993). Os crusadores como S. glaseri movem-se ativamente no



solo (SCHROEDER & BEAVERS, 1987), respondendo fortemente a hospedeiros sinalizadores
(LEWIS et al., 1992), e sdo especiadizados na infeccdo de hospedeiros sedentarios. Existem
também, varias espécies com comportamento intermedidario aos descritos acima, realizando
nictacdo por algum tempo e também se movimentando no solo (CAMPBELL & GAUGLER,
1993, 1997; GREWAL et al., 1994).

De acordo com a estratégia adotada, aumenta-se a probabilidade de encontro e
reconhecimento do hospedeiro susceptivel (CAMPBELL & KAYA, 2002).

Sendo o hospedeiro susceptivel, a entrada se da pelas aberturas naturais, o que vai depender
do estédio de desenvolvimento do hospedeiro, larva, pupaou adulto.

Quanto a migracdo por longas distancias ou dispersdo passiva, 0s insetos hospedeiros atuam
como dispersores, pois el es podem sobreviver por alguns dias apds a infecgdo e voar por regides
distantes.

Como o solo possui pelo menos trés dimensdes, existem diferentes preferéncias de acordo
com a profundidade (HOMINICK, 2002). A colocacdo do hospedeiro em diferentes
profundidades do solo provoca um claro efeito sob a penetracdo do nematoide, producdo da
prole, e dindmica da populacdo. Segundo as revisdes de LEWIS (2002), nematdides da espécie S.
carpocapse geramente encontram-se na superficie do solo (1 - 2 cm), enquanto S. glaseri habita
camadas mais inferiores. Além disso, a distribuicdo espacia pode ser desigual, com muitos
individuos agregados em certas por¢des do solo. Ainda, de acordo com ISHIBASHI & KONDO
(1986), a populagdo de juvenis liberada no solo declina rapidamente, sendo a redugdo maior em
solos ndo férteis devido ao impacto bidtico.

As diferentes estratégias de forrageamento sdo importantes, pois podem permitir a
coexisténcia entre as espécies de nematdides (KOPPENHOFER & KAYA, 1995), entretanto, se
somente uma especie - tipo de hospedeiro estd presente, uma competicdo interespecifica podera
ocorrer.

Todavia, caso a co-infeccdo de um hospedeiro por diferentes espécies de nematdides
entomopatogénicos ocorra (KONDO, 1989; KOPPENHOFER et al., 1995), somente uma espécie
de bactéria simbidtica colonizara 0 hospedeiro, permitindo a reproducdo somente de seu
nematdide associado (AKHURST, 1983; ALATORRE-ROSAS & KAYA, 1990,1991).
Entretanto, alguns Steinernematideos, ex. S.carpocapsae e S.glaseri, podem se reproduzir dentro
de um mesmo hospedeiro (KONDO, 1989; KOPPENHOFER et al., 1995), porque podem se



alimentar a partir da bactéria simbidtica de outras espécies de Steinernematideos (DUMPHY et
al., 1985).

Segundo NICHOLAS (1984), diferentes espécies de nematdides variam na sua habilidade
para sobreviver em a&agua através da adocdo de diferentes estratégias fisiologicas,
comportamentais e bioquimicas que podem por suavez, também explicar as diferencas na taxa de
embebicdo. Durante a estocagem in vitro, por exemplo, os J Is de H. bacteriophora movem-se
ativamente na &gua (GAUGLER & CAMPBELL, 1991), enquanto que quase todos os J Is de S.
carpocapsae assumem um aspecto estacion&rioem “J’ (HARA & KAYA, 1983).

A manutencdo de um certo nivel de pressdo hidréstatica € essencial para 0 movimento do
nematGide ou de outras atividades comportamentais (HARRIS & CROFTON; 1957). O aumento
no conteido &gua dos J Is aumenta a pressao de turgor, afetando desse modo o movimento e a
nictacdo do nematdide. Isto pode afetar adversamente a sua infectividade, reduzindo seu

potencia de controle biol6gico.

2.9. As bactérias simbidticas e seu mecanismo de viruléncia

As bactérias simbiontes Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp., pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo anaerdbicas facultativas, gram-negativas e estéo presentes no intestino
dos nematdides entomopatogénicos das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae. Estas
bactérias podem ocorrer em duas formas; na primaria e na secundaria. A primeira é a usualmente
encontrada no estdgio infectivo do nematdéide e mostra-se instavel in vitro, produzindo
ocasionalmente in vivo, a forma secundaria (AKHURST, 1980). A forma primaria produz
substancias antimicrobianas que reduzem a competi¢cdo por outros microrganismos (AKHURST,
1982) e promove maior reproducdo dos nematdides in vivo e in vitro do que a forma secundéria
(AKHURST, 1980).

A relacdo entre a bactéria e 0 nemat6ide é simbiética porque a bactéria faz a bioconverséo do
tecido do inseto como fonte de alimento ao nematdide, além da propria biomassa bacteriana lhe
servir de alimento; e por outro lado, 0 nematdide fornece abrigo a bactéria, umavez que elanéo é
encontrada sozinha na natureza (WOODRING & KAY A, 1988).

Apesar de 0 processo patogénico ser o resultado dainteracdo inseto-nematéide-bactéria, HAN
& EHLERS (2000) demonstraram que Steinernema sp. pode matar G. mellonella quando aplicado
axenicamente, sem o simbionte. Porém, o tempo necess&rio para a morte foi mais lento,

sugerindo que o nematdide passou a sintetizar entomotoxinas. Igualmente, quando somente a



bactéria €, inoculada no inseto, também ocorre & morte do mesmo, contudo sendo constatada a
necessidade de grande nimero desses microrgani smos.

GREWAL et al., (1997) revelaram que a interacdo entre as bactérias simbidticas e o0s
nematGides ndo € tao especifica como se pensava. Em seus estudos, eles observaram gue juvenis
de S. scapterisci contendo a espécie bacteriana de outro nematéide, X. nematophilus, foram mais

patogénicos a G. mellonella do que carregando seu simbionte natural Xenorhabdus sp.

2.10. Producéo, estocagem, aplicacdo e aceitacdo dos juvenis infectivos

Como ja mencionado anteriormente, os nematdides entomopatogénicos podem ser
multiplicados in vivo utilizando lagartas do ultimo instar de G. mellonella. Nesse caso, por ser um
método financeiramente custoso, ele é utilizado apenas para producdo em pequena escala. Ja para
producdo massiva, os métodos de cultura solida ou liquida, axenicamente, monoxenicamente ou
polixenicamente sd0 mais vidveis por serem rgpidos e econdmicos (BATISTA - FILHO, 1996).
Os métodos de multiplicacdo in vitro necessitam de fatores de crescimento e da presenca da
bactériasimbidtica. De acordo com GAUGLER & HAN (2002), 95% dos nematéides hoje
comercializados sdo produzidos em sistemas de cultura liquida por companhias estrangeiras
como MicroBio, E-Nema e SDS Biotech. O produto pode ser formulado utilizando como matriz
o gel - adginato, gel - poliacrilamida, argila, carvao aditivado ou esponjas de poliuretano.

Os juvenis infectivos podem ser liberados juntamente com pesticidas quimicos através de
equipamentos usuais de pulverizagdo, podendo resistir a pressdo de até 300 IB/in. Outros
métodos incluem irrigagéo por liberacdo inundativa, jatos que liberam uma névoa de nemat6ides
e, até mesmo, helicopteros. Steinernematideos podem ser armazenados em agua destilada a 4 —
10°C por 6 — 12 meses (GEORGI S, 1990).

Nematoides produzidos artificia mente podem ter sua qualidade aceita somente se estas forem
de encontro com as dos produtos padrdes utilizados in vivo. Testes de rotina para confirmar a
gualidade dos nemat6ides produzidos comercialmente podem ser feitos, se forem faceis, rapidos,
e se produzirem resultados confiaveis. Embora as andlises de lipidios dos nematdides produzidos
em massa possam predizer suas qualidades como controladores biol 6gicos, isto € muito laborioso
(HATAB et al., 1998).

2.11. Problemas a considerar para sua possivel aplicagdo no campo
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Os nematdides entomopatogénicos podem utilizar uma gama de hospedeiros para completar
seu ciclo de vida, desenvolvendo-se em pragas das ordens Anoplura, Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera e Lepidoptera (POINAR, 1989; GEORGIS & GAUGLER, 1991,
RAHAMAN et al., 2000). Assim sendo, muitos pesquisadores entendem que o uso de nematoides
como bioinseticidas seja ecologicamente correto, ja& que sdo inofensivos & maioria dos
vertebrados. No entanto, POINAR (1989) demonstrou que eles podem ser patogénicos a anfibios,
moluscos, crustaceos e diplopodas. Isto demonstra a grande necessidade no crescimento das
pesguisas, tanto no campo quanto no laboratorio, nas busca de informagdes seguras para a correta
utilizagdo destes organismos a fim de se evitar a ocorréncia, no futuro, de possiveis desequilibrios
ecol 6gicos nas éreas de sua aplicacéo.

A respeito do manejo dos nematdides, SMITS (1996) recordou trés momentos associados a
mortalidade dos nematdides. o periodo de pré-aplicacdo que se refere a producdo, estogue e
condicdes de transporte, fase de aplicacdo devido a pressdo do equipamento e os periodos mais
criticos, que sdo as primeiras horas apos a aplicacdo. A morte de 40 a 80% dos juvenis ocorre
nessa Ultimafase, devido aradiacdo solar e desidratagdo, em associacdo com a predacéo, infecgcdo
por antagonistas e deplecdo de energia

2.12. O uso dos cascudinhos como hospedeiros

GEDEN et al., (1985) foram os pioneiros nas pesquisas envolvendo exposicfes de
cascudinhos a nematdéides entomopatogénicos. Segundo estes autores, a susceptibilidade dos
cascudinhos aos nematoides rabditideos difere entre as espécies e linhagens de nematoides, tipos

de substratos e entre os estadios de desenvolvimento deste coledptero.

2.2 - Alphitobius diaperinus (Cascudinho)

2.2.1 - Origem & Taxonomia

A. diaperinus é originario do leste africano onde ocorre naturalmente em ninhos de passaros e
nas cavernas em guano de morcegos (VAUGHAN et al., 1984), onde se aimenta de fragmentos
de detritos (MCFARLANE, 1971).

A espécie foi descrita por Panzer em 1797 e pertence a familia Tenebrionidae, subfamilia
Tenebrioninag, tribo Alphitobiini (Reitter, 1917), género Alphitobius Stephens, segundo definicéo
de Doyen, 1989.
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2.2.2 - Caracterizacdo dos estadios de desenvolvimento

Ovos:

Medem de 1,3mm de comprimento por 0,7mm de largura. O vitelo tem aparéncia branca
leitosa. Quando no periodo de incubagéo, ha uma diferenciagdo entre o embrido e uma outra area
mais clara, enquanto a primeira € bem mais opaca. O pigmento dos olhos é bem evidente no
altimo dia de incubacdo (WILSON & MINER, 1969).

Larvas:

As larvas recém eclodidas apresentam uma coloragdo leitosa quando nos primeiros estadios,
apos o terceiro estadio apresentam uma cor de tom marrom que vai escurecendo a medida que a
larva se desenvolve. O tom de cor (pdida) volta ao mesmo tom da primeira larva a cada ecdise
realizada, porém no mesmo dia desta, volta a cor anterior. A largura da cdpsula cefdica,
parédmetro utilizado para a determinagéo dos diferentes instares larvais, pode chegar a medir de
0,20mm (1° instar) a 1,41mm (8° instar) (FRANCISCO & PRADO, 2001).

Aslarvas em temperatura de 15,5°C podem atinger 11 instares, sendo que em temperaturas de
32,2°C e 37,7°C chegam a atingir apenas oito (WILSON & MINER, 1969).

Este estadio evolutivo também pode ser caracterizado pela presenca de “sensorium” no segundo
segmento, proximo a base do terceiro segmento, mandibulas com processo molar apresentando
proeminéncias diferentes, protorax sem pré-esterno distinto, nono térgito abdominal terminando

em um segmento simples e urogonfo curto (DOY EN, 1989).

Pupas:

No inicio da pupariacdo, sdo geramente palidas, completamente brancas tornando-se
posteriormente algumas partes do corpo marrom avermelhado. Pupas fémeas sdo geralmente
maiores no comprimento (6,24mm a 7,5mm) que as pupas machos (5,0mm a 6,25mm), porém
somente o tamanho ndo constitui um critério seguro na sexagem. A porcao posterior apresenta
um marcado dimorfismo sexual, mostrando um apéndice genital nas fémeas, ausente nos machos
(BARKE & DAVIS, 1967).

Adultos:
Possuem cor marrom avermelhado com um tom bem escuro, dando aparéncia de negro
(WILSON & MINER, 1969).
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Possuem cuticula brilhante, pronoto com margem sub-basal notavelmente interrompido
medialmente com extremidade prolongada. Possuem comprimento variando de 5,5mm a 7mm,
largura de 2,5mm a 3,2mm, olhos ventral mente separados por mais que duas larguras de um olho
ao outro (2,2mm a 2,7mm: 1mm). Antenas menores gue o pronoto com os segmentos de 5 a 10
expandidos lateralmente.

A distingdo entre os sexos nos adultos pode ser feita pela observacdo dos dois esporbes
apicais da mesotibia, sendo ambos retos nas fémeas, enquanto nos machos um dos espordes
apresenta-se curvo (GREEN, 1980).

2.2.3 — Habitos alimentares

Quando associado com galinhas poedeiras, A. diaperinus € descrito como onivoro, podendo
se aimentar em locais pouco Umidos, em gréos de racdo mofados e em carcacas de galinhas
mortas ou incapacitadas, em ovos quebrados, sendo também notificado o habito de canibalismo
(LEWIS, 1958, HARDING & BISSEL, 1958; BACK & COTON, 1962; HARRIS, 1966;
LANCASTER & SIMCO, 1967; BARKE & DAVIS, 1969; SAXENA & SARIN, 1974).

A. diaperinus é considerado por LEGNER & OLTON (1968) uma valiosa espécie predadora
de outros artropodes e responsavel pela aeracdo do esterco através do hébito de tunelagem.
LEGNER et al (1975) relataram a presenca de A. diaperinus e outros coledpteros saprofagos em
esterco de aves em granjas da Cadifornia (USA), considerando-os responsaveis pela
decomposicdo do esterco. Este inseto € também considerado um micéfago cosmopolita
(ELOWNI & ELBIHARI; 1979) e o saprofago melhor adaptado de granjas de galinhas
(PFEIFFER & AXTELL; 1980).

HULLEY & PFLEIDERER (1988), através de testes de preferéncia alimentar realizados na
Africa do Sul, consideraram A. diaperinus como sapréfago, apesar de também considera - lo
como predador facultativo, podendo se alimentar de ovos e larvas pequenas de Musca domesica
L (Diptera: Muscidag).

As mandibulas de larvas de A. diaperinus sGo macicas (robustas) e adaptadas para cortar e
compactar. Em condi¢des de criadouros de aves, 0s incisivos apicais assumem a funcdo de
remocdo de particulas de ragdo, material feca e também material isolante dos viveiros de
criagdes. A mandibula € inespecifica e altamente indicativa de um habito alimentar generalizado
(LESCHEN & STEELMAN, 1988).

Ao estudar a mortalidade de ovos e larvas de primeiro instar de M. domestica em esterco de
aves, PROP & MORGAN (1985) observaram que A. diaperinus foi muito abundante, embora
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estes insetos provavel mente ndo sendo potentes predadores, em condic¢des naturais, e concluiram
gue suas atividades no esterco tém um efeito supressor muito significativo nas populagdes de
moscas. Foi observado no decorrer do experimento que onde havia proliferacdes de A.
diaperinus, ndo existia, ou ocorria poucas moscas domésticas.

A ndo ocorréncia de moscas na presenca de A. diaperinus também foi observada por
ARMITAGE (1986) e NEVES et al. (1987). Foi ainda observado pelos ultimos autores, que as
larvas deste besouro sdo potentes predadoras de ovos de M. domestica.

Por outro lado, DASS et al. (1984) observaram A. diaperinus predando gregariamente larvas

de Corcyra cephalonica (Lepidoptera: Pyralidae) de culturas de laboratorio.

2.2.4 — Alphitobius diaperinus como vetor de patégenos:

2.2.4.1 - Virus

Doenca de Marek: durante a alimentacdo em carcacas 0 besouro pode ser contaminado com o
virus da leucose (doenca de Marek). O virus é transmitido aos frangos saudaveis quando estes
comem os besouros infectados. Pintos “White Rock” (de um dia de idade) e comprovadamente
susceptiveis, foram mantidos em isolamento e alimentados com besouros adultos ndo infectados
(controle). Outro grupo foi inoculado com suspensdes de A. diaperinus infectados, e apresentou o
desenvolvimento de tumores (leucose) dentro de um periodo de quatro semanas (EIDSON et al.,
1965), enquanto gue o grupo controle ndo desenvolveu oncogénese.

O tratamento de superficies externas do besouro com bicloreto de mercurio ndo inativou as
propriedades oncogénicas, indicando que o agente ativo (virus) esta dentro do besouro (EIDSON
et al., 1966). Ainda no mesmo trabalho, estes autores observaram um aumento na abundancia de
A. diaperinus. Tal fato foi concomitante com o aumento da leucose.

Em outro experimento, uma suspensao preparada a partir de larvas e adultos de A. diaperinus
coletados no esterco foi administrada em frangos de um dia, via oral ou intra-abdominal, e
resultou em desenvolvimento de leucose em 25 a 83% dos frangos com quatro semanas de vida.
O controle ndo inoculado foi negativo. Frangos col ocados em esterco com A. diaperinus também
desenvolveram tumores (EIDSON et al.,1966).

A infeccdo bursal é uma doenca viral aguda, atamente contagiosa que acomete frangos
jovens e que vem ocorrendo mundialmente em regides produtoras de frango de corte.
MCALLISTER et al., (1995) isolaram o virus IBVD (Infectious Bursal Disease Virus) de adultos
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de A. diaperinus 24 horas ap0s terem ingerido alimento inoculado. O virus foi encontrado tanto

nas pecas bucais, intestinos anterior, médio e posterior, como também na hemolinfa do inseto.

2.2.4.2 - Bactérias

Segundo DE CASASet al., (1968) o esterco ndo muito quente e a sua cComposi¢do em granjas
de criacdo € um oOtimo ambiente para a cultura de vérias bactérias entéricas, especiamente
Salmonella sp. e Escherichia coli aém de outros microrganismos, e parece ser evidente a
capacidade de A diaperinus vivo ou morto veicular Salmonella typhimurium e Escherichia coli.
Os autores concluem seu trabalho afirmando que o inseto deve ser considerado como uma fonte

destes e outros microorganismos em alimentos para animal e humanos.

2.2.4.3 - Protozoarios

A coccidiose das aves, uma das mais importantes doencas que acometem galinhas, causada
pelos protozoarios do género Eimeria, 0s quais sobrevivem pouco tempo em esterco de galinha,
porém sobrevivem como oocistos quando ingeridos por besouros, os quais podem ser
eventualmente ingeridos pelas aves, transmitindo desta forma os agentes da parasitose (REYNS
et al., 1983).

2.2.4.4 - Cestoides e nematoides

Cisticercoides de Choanotaenia infundibulum (Bloch, 1779) Railliet, 1896 foram encontrados
naturalmente em 78 de um total de 542 adultos de A. diaperinus (14, 4%) coletados de duas
fazendas de criag8o de aves no Suddo. Ja as larvas do coledptero apresentaram uma taxa pouco
significante (0,75%) de infeccéo (ELOWNI & ELBIHARI, 1979).

A. diaperinus ocorre muito comumente em granjas de galinhas poedeiras na regido de
Namakkal (india) e tem sido observado como vetor natural de Suburula brumpti. Larvas deste
nematGide foram encontradas em 40,63% dos besouros dissecados. O segundo estédio larval foi
observado no oitavo dia apos a infeccdo experimental enquanto que o terceiro estadio infectante
encistado da larva foi observado entre doze e dezesseis dias apo6s a infeccdo
(KARUNAMOORTHY et al., 1994).

2.2.5 - A. diaperinus como praga estrutural
A espécie infesta principalmente racdo de aves de corte e poedeiras, e tem sido considerada

como uma das maiores pragas estruturais em paises de clima temperado devido aos danos
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causados pelo hébito de pupariagdo, perfurando placas de poliuretano e polietileno utilizados nas
paredes dos galpdes para isolamento térmico (SPILMAN, 1968; ICHINOSE et al. 1980; LE
TORC'H et al., 1983; VAUGHAN et al. 1984; TURNER, 1986; DESPINS et al., 1987 e 1989;
ARENDS, 1987).

Perdas estimadas na producdo de ovos foram atribuidas aos danos causados por A.
diaperinus, que podem ser maiores que 1,35 duzias ovos ao ano (GROOVER & CRAUN apud
VAUGHAN et al., 1984). Segundo VAUGHAN et al (1984), além da perda do material, outros
prejuizos podem decorrer devido a presenca de A. diaperinus, dentre os quais estdo incluidos:
perda de eficiéncia alimentar (principalmente em meses frios) devida a perda gradua do
isolamento térmico; perda acentuada enquanto o galp&o esta fora de producdo devido aos reparos;

gastos de manutencéo do isolamento; perda de energia e depreciagdo da construcao.

2.2.6 - Medidas de controle:

Através de inimigos naturais

GEDEN et al., (1985) testaram a infectividade de trés nematGides entomopatogenicos:
Steinernema feltiae e Steinernema glaseri (Steinernematidae) e Heterorhabditis heliothidis
(Heterorhabditidae). Quando confinados em placas de Petri com papel de filtro tratado com estes
nematoides, todos os esté&dios do besouro foram altamente susceptiveis ao parasitismo de S.
feltiae, com DLy de 9 a 56 nematdides por hospedeiro. Para H. heliothidis, larvas jovens
(DLsp=26) e pupas (DLsx=36) foram mais susceptiveis que larvas de Ultimos estadios
(DL5p=1791) e adultos (DLs;=724). Somente besouros adultos foram susceptiveis a S.glaseri
(DLsp=714). As pupas tiveram maior mortalidade em solo arenoso (S. feltiae DLgy=46;
H.heliothidis DLsp=444), que em solo argiloso (S. feltiae DL5p=95, H. heliothidis DL5=5796).

Larvas de A. diaperinus mostraram-se susceptivels ao tratamento com conidios de Beauveria
bassiana Balsamo (Moniliales. Moniliaceae) em suspensdo aguosa ou em pd (STEINKRAUS et
al., 1991). Os testes mostraram taxas de mortalidade larval de 98% e 60% respectivamente, em
ensaios de duas semanas de exposicdo a suspensdoes de 50 milhdes de conidios por ml de
suspensdo aquosa ou 250 milhdes de conidios por grama de pd, respectivamente. Entretanto a
mortalidade dos besouros adultos foi baixa (<27%) em todos 0s ensaios.

Através de Inseticidas
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Medidas de controle contra infestagcbes de A. diaperinus em criagdo de animais
freglientemente envolvem tratamentos com inseticidas organofosforados, através de pulverizacdo
das edificagbes (ANON, 1980).

MILLER & REDFERN (1988) em testes de laboratério, alimentaram larvas com rag&o
contendo compostos de “ benzoilfeniluréia, Bacillus thuringiensis, cyromazine e ivermectina. Dos
seis compostos de benzoilfeniluréa (Penfluron: 0,25ppm; Al3-63764 0,5 ppm; Al3-29785 1
ppm; Diflubenzuron 5 ppm; AI3 — 29832 2 ppm e triflumuron 2 ppm) todos, com excegdo de
diflubenzuron, causaram mortalidade maior que 90% em larvas em concentracfes < ou = a2 ppm
na alimentacdo. Entre Bacillus thuringiensis (> 5 ppm), cyromazine (> Sppm) e ivermectina
(2ppm), somente a ivermectina teve atividade comparavel aos compostos de benzoilfeniluréia.

Testes com analogos de hormdnios juvenis (methoprene e fenoxycarb) contra A. diaperinus
realizados por EDWARDS & ABRAHAM (1985) mostraram eficiéncia no controle do
desenvolvimento larval, com ma formagdo de pupas, inviabilizando assim o estdgio adulto.
Entretanto, “fenoxycarb” foi aproximadamente 100 vezes mais eficiente que “methoprene” na
prevencdo da emergéncia de besouros. A completa supressdo da emergéncia de adultos foi
determinadade 5 a 10 ppm de “methoprene”, porém o mesmo efeito foi obtido com somente 0,05
ppm de “fenoxycarb”.

O uso de inseticidas deve ser feito cuidadosamente. Aplicagdes sucessivas de um mesmo
inseticida podem provocar resisténcia nos insetos devido a presséo de selecéo.

2.3 - Mecanismos de defesas apresentados pelos insetos

As reacOes de defesa celular dos insetos contra infecgdes microbianas consistem de fagocitos
e formagdo de ndédulo ao redor da bactéria, conidios e hifa de fungo, enquanto os ovos dos
parasitos e os parasitos sdo encapsulados (SALT, 1970; POINAR, 1974; RATCLIFFE, 1982). A
defesa celular por meio de hemécitos toma o local imediatamente apds 0 contato com a bactéria,
mas a inducdo da defesa humoral segue depois de um curto atraso, porque este tempo é
necessario para a sintese das proteinas antibacterianas. Se microrganismos invasores ndo podem
ser rapi damente fagocitados ou nodulados pelas células sanguineas circulantes, elas induzem uma
resposta humoral imune (célula — livre). A imunidade da célula livre do inseto depende da
producdo de um numero de peptidios antibacterianos e de proteinas, e € atribuivel a compostos
inatos tais como, as lisozimas (JAROSZ & SPIEWAK, 1979), lecitinas (OLAFSEN,1996), e a
proteinas imunes induzivei s ausentes nos insetos ndo imunizados (JAROSZ, 1998).

NELSON et al. (1975), afirmaram que a defesa comportamental é complementar aos modos

de resisténcias imunoldgicas e fisiolégicas, e deve reduzir a demanda sob 0s recursos
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imunol 6gicos. Esta concepcdo deu ascengdo para a caracterizagdo da defesa comportamental anti
— parasitos como “aprimeiralinhade defesa’.

Os espiraculos sdo a principa via de ingresso dos J Is nos insetos (GEORGIS & HAGUE,
1981). Contudo, alguns insetos possuem “‘sieve plates” recobrindo seus espiréculos, 0 que
impede a penetracdo dos nematdides (FORSCHLER & GARDNER, 1991). As vias naturais
aternativas sdo a boca e o anus, mas também pode haver resisténcias a infeccdo, pois o0s
nematoides podem ser mastigados no processo de limpeza corporal comum a alguns insetos (e.x.
Curculionidae) ou pelo habito de defecacdo constante que pode impedir a entrada pelo anus (e.x.
lagartas de |epiddpteros) (DOWDS & PETERS, 2002).

GAUGLER (1988) sugere que a tendéncia de muitos insetos “quiescentes’ no solo,
especialmente pupas, em liberar diéxido de carbono em explosbes ao invés de continuamente,
com um periodo superior a 7 horas entre cada uma delas (CHAPMAN, 1982), possa ser em parte
uma resposta co-evolucionaria para escapar da deteccdo e, portanto, evitar o parasitismo pelo
nematoide. Os espiraculos sdo quase fechados durante o periodo entre as liberagdes, negando o
acesso através da principal porta de entrada dos nematdides. Outros insetos se movimentam
guase que constantemente através do solo, aumentando a dificuldade de orientagcdo dos potenciais
hospedeiros. Insetos estaciondrios devem ser avos féceis, mas muitas espécies, incluindo
Scarabeideos comedores de raiz, constroem células pupais densamente empacotadas de particulas

do solo, que apresentam uma formidavel barreirafisicaainfeccdo (GAUGLER 1988).
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CAPITULO 1

DETERMINACAO DAS DOSAGENS LETAIS DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae
(RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) PARA OS
ESTADIOS DE VIDA DE Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA:
TENEBRIONIDAE) EM DIFERENTES TIPOS DE SUBSTRATOS

RESUMO

Aphitobius diaperinus (Panzer), conhecido como o cascudinho ou "lesser meaworm'
coloniza o substrato encontrado em granjas, criando-se em altas populacfes, causando problemas
sanitérios e econdmicos. Eles afetam a salde e a desempenho das aves, sendo também
transmissores de agentes de doengas. Seu controle baseia-se em aplicacdes de inseticidas, que
aumentam os custos de producdo e sdo prejudiciais aos animais. Assim sendo, as infectividades

de Heterohabditis riobravus e de Steinernema carpocapsae diante dos estadios de larva, pupa e

19



adulto deste inseto para a primeira espécie de nematdide citada, e de larva e adulto para a
segunda espécie, foram avaliadas em laboratorio, utilizando os seguintes tipos de substratos:
cepilho + ragdo, papel defiltro eterra. O objetivo foi determinar o grau de viruléncia dos juvenis
infectivos (J 1s) destes nematdides em cada tratamento. Os resultados indicaram que tanto H.
riobravus, quanto S. carpocapsae apresentam potencial para infectar todos os estédios de
desenvolvimento da espécie A. diaperinus analisados; e que os JIsde S. carpocapsae mostraram-
se mais eficientes contra larvas e adultos de A. diaperinus, do que os J Is de H. riobravus, em
todos os tipos de substratos testados. Como ja observado em outro estudo, 0s est&gios imaturos se
mostraram mais susceptiveis aos nematdides do que os adultos. Quando comparou - se 0s
tratamentos com as duas espécies de nematdides sobre individuos adultos no substrato cepilho +
racdo, ambiente natural da espécie a ser controlada, verificou - se que as DLsp € DLgo de JIsde S.
carpocapsae, corresponderam respectivamente a apenas 54,18% da DLsp € a 40,34% da DL,

encontradas para o tratamento envolvendo o nematéide da espécie H. riobravus.

Palavras chave: Alphitobius diaperinus, controle biolégico, nematoides entomopatogénicos,

substratos, dosagens letais.

DETERMINATION OF THE LETHAL DOSAGES OF ENTOMOPATHOGENIC
NEMATODES Heterorhabditis riobravus AND Steinernema carpocapsae (RHABDITIDA:
HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) TO THE LIFE STAGES OF
Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE) IN DIFFERENT
TYPES OF SUBSTRATE.

ABSTRACT

Aphitobius diaperinus (Panzer), known as cascudinho or "lesser mealworm" colonizes the
substrate found at farms, developing itselves in high populations, causing sanitary and
economical problems. They affect the health and performance of the birds, being a so transmitters
of diseases. Their control is based on the application of insecticides, which increase the
production costs and are harmful to the animals. Therefore, the infectivity of Heterohabditis

riobravus and of Steinernema carpocapsae in front the life stages of larvae, pupae and adult of
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this insect - for the first mentioned species of nematode - and of larva and adult for the second
species, were evaluated in laboratory, using the following types of substrate: small plane + ration,
filter paper and earth. The objective was to determine the degree of virulence of the J Is of these
nematodes in each treatment. The results indicated that so much H. riobravus, as well as S.
carpocapsae presented potential to infect al of the life stages of development of the species A.
diaperinus analyzed; and that the infective juvenile of S. carpocapsae were shown more efficient
against larvae and adults of A. diaperinus, that the infective juvenile of H. riobravus, in al of the
types of tested substrate. As aready observed in another study, the immature life stages were
shown to be more susceptible to the nematodes than the adult life stage. When we compared the
treatments with the two species of adult individuals congtituted by the nematodes in the substrate
of small plane + ration, natural environment for the species to be controlled, we verified that DL s,
and DLy of J Is of S. carpocapsae, corresponded respectively only 54.18% of DLs, and to

40.34% of DL, found for the treatment involving the nematode of the species H. riobravus.

Words key: Alphitobius diaperinus, biological control, entomopathogenic nematodes, substrate,
lethal dosages.

INTRODUCAO

O cascudinho (Alphitobius diaperinus) € um inseto da familia Tenebrionidae originério do
leste africano comumente encontrado em gréos armazenados em gal pdes de criagdo de frangos de
corte, matrizes e perus. E uma das maiores pragas da industria avidria em diversos paises do
mundo (PFEIFFER & AXTELL, 1980).

A expansdo da avicultura industrial nas Ultimas décadas propiciou a este inseto um habitat
ideal para seu desenvolvimento se alimentando de fezes, carcacas e restos de ragéo. Devido aeste
habito de vida é também conhecido como um importante vetor de patdgenos causadores de
doencas aviérias.

O controle quimico € o principa método utilizado contra estes insetos, contudo ele nem
sempre € empregado com cautela para retardar a0 maximo o desenvolvimento da resisténcia da
praga aos inseticidas empregados, e para reduzir a deposicdo de residuos na carne e nos ovos das
aves, dos produtos quimicos utilizados.
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A necessidade do surgimento de novas aternativas para o controle deste inseto no Brasil se
faz entdo necesséria, principalmente pelo fato daindlstria avicola estar em continua expansdo no
Pais, conquistando espacos cada vez maiores no mercado externo.

GEDEN et al., (1985), utilizando trés diferentes espécies de nematdides entomopatogénicos
(NEPs) e obtendo bons resultados de infeccdo e morte de larvas, pupas e adultos de A.
diaperinus, em diferentes tipos de substratos concluiram que a espécie S. feltiae apresentada nos
testes como a mais virulenta, pode ser uma otima ferramenta para o controle destes insetos em
seu ambiente natural. Contudo s&o raros os trabalhos envolvendo os nematdides da Ordem
Rhabditida com esta espécie de coledptero.

A maior parte das pesquisas realizadas com Steinernematideos e Heterorhabditideos tem
focado sua atencéo na tentativa de controlar biologicamente, principal mente insetos considerados
como pragas agricolas, onde se admite um grande nimero de coledpteros. Porém, muitos
resultados obtidos em laboratdrio ndo sdo satisfatorios quando aplicados no campo. Isto € devido
principal mente a caréncia de informagdes sobre a influéncia dos fatores abiodticos e bidticos, que
juntos interagem atuando sobre o comportamento que envolve a ecologia de infecgéo.

A eficiéncia dos NEPs pode estar restrita pelas reagcOes comportamentais ou humorais de suas
espécies de hospedeiros. Algumas larvas de insetos (ex. lagartas brancas de lepiddpteros),
rejeitam os NEPs sob sua cuticula através dos atos de cocar e morder (GAUGLER et al., 1994).
Outros insetos desenvolvem potentes mecanismos de defesa celular e ou humoral, os quais
podem capacita-los a se defender contra um atague por J Is. Por exemplo, as jaguetas de couro,
Tipula spp. conseguem sobreviver a uma infeccdo de nematdides encapsulando os juvenis
invasores (PETERS & EHLERS, 1994).

A dta tecnologia hoje envolvida na producéo dos NEPs certamente tem contribuido para
aumentar a sua eficiéncia na busca do controle de pragas. Porém, esta ndo consegue resolver
sozinha todas as limitagdes existentes no processo. Assim sendo, a real chave para o uso efetivo
dos nematdides serd a integracdo desta tecnologia com o conhecimento da ecologia dos
Steinernematideos e Heterorhabditideos. Os progressos na aplicacdo da tecnologia, por exemplo,
sdo inadequados sem informactes detalhadas sob 0 momento 6timo dos métodos de aplicacéo e
pos-tratamento, 0s quais s80 importantes para determinar a persisténcia e a motilidade dos
nematoides. Em sintese, necessitamos entdo de uma compreensdo plena das interagbes com 0s
fatores ambientais, neste caso relativo ao fator substrato, que podem determinar as consequéncias
do encontro entre nematoide e hospedeiro (GAUGLER, 1988). Além disso, os resultados obtidos
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nos gudardo a evitar o uso excessivo de J Is de NEPs durante as aplicagbes no ambiente de
natural ocorréncia de Alphitobius diaperinus.

Com este intuito, o presente trabalho teve como objetivo geral determinar ainda que, em
condicdes de laboratério, a viruléncia dos NEPs Heterohabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae dispostos em diferentes e comuns dosagens de J Is a larvas, pupas e adultos de A.
diaperinus em trés diferentes tipos de substratos. Ja como objetivo especifico, 0 estudo visou
determinar as dosagens de J I's de ambas as espécies de NEPs necessérias para causar ainfecgéo e
consequente morte de 50% e 90% da populacdo de A. diaperinus em diferentes tipos de
substratos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite,
situado na cidade de Juiz de Fora, Regido Sudeste de Minas Gerais, durante o periodo de Maio a
Dezembro de 2005.

Obtencao e manejo das lagartas - Lagartas das tracas de favos de abelha, G. mellonella,
foram criadas em laboratério para serem utilizadas na multiplicagdo dos nematoides
(LINDEGREN et al., 1993). A producdo dessas lagartas foi realizada a partir de adultos recém
eclodidos de pupas de G. mellonella, os quais eram mantidos em cdmaras de acasalamento que
consistem de recipientes plasticos de 24 x 25 cm de didmetro. Papéis dobrados em forma de
sanfona foram liberados dentro das cAmaras para que os adultos pudessem fazer a postura sobre
eles. Posteriormente, esses papéis ja com as posturas foram transferidos para formas de pizza de
aluminio de 30cm de diémetro, com tampa telada de ferro galvanizado com o objetivo de facilitar
a ventilagdo. Nessas formas eram adicionadas dietas artificiais para nutrir as lagartas que
porventuraiam eclodindo. A composi¢éo da dieta oferecida era constituida de: 120g de mel, 1209
de gliceral, 200g de leite, 60g de levedo ou levedura de cerveja, 100g de gérmen de trigo, 100g
de farinha de trigo e 120g de farelo de trigo. O material foi mantido em estufa a temperatura de
27+1°C UR > 80%.

Obtencao das linhagens de NEPs a partir das lagartas - As lagartas do 7° instar, pesando
aproximadamente 0,26g foram retiradas das férmas e usadas para o desenvolvimento das duas
espécies de nematoides utilizadas neste experimento. Dois ml de agua destilada acrescida de

juvenisinfectivos (J Is) foram espalhados sobre placas de Petri de nove cm de didmetro, contendo
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previamente duas folhas esterelizadas de papel de filtro do mesmo tamanho. Sobre essas placas,
10 lagartas de G. mellonella foram liberadas e, em seguida, essas placas contendo as lagartas e 0s
nematGides foram envolvidas em filme plastico, a fim de evitar a evaporacdo e a entrada de
outros organismos. O material foi mantido em estufa a 28°C por 48 horas.

Passado esse tempo, as lagartas mortas e infectadas foram transferidas para as “armadilhas de
White” (KAYA & STOCK, 1997) para posterior coleta dos nematGides. Aproximadamente
dentro de 8 a 10 dias apds a exposicdo, os J Is migraram para a agua das armadilhas. Os
nematoides a medida que emergiam eram coletados diariamente por duas semanas consecutivas.
Depois de lavada e decantada em funil de Baerman, a suspensdo foi armazenada em recipientes
plasticos de 50ml e acondicionadosem B.O.D. a14 + 1°C.

Obtencdo e manejo dos cascudinhos - A colbnia de A. diaperinus utilizada no presente
experimento foi inicialmente obtida de instalacBes avicolas, situadas no setor de Avicultura da
Universidade Federal de Vigcosa— MG (FIG. 1). Posteriormente os exemplares foram conduzidos
até o Laboratorio de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora— MG, onde se
iniciou a criacdo da espécie em estufas climatizadas, com temperatura e umidade controladas. A
populacéo de coledpteros teve como substrato de criagdo material colhido de cama de frango, ou
sgja: cepilho, fezes, penas e ragdo para aves. Para a alimentagdo dos insetos além da racdo para
aves oferecida periodicamente, também eram adicionadas nos substratos de criacdo cascas de
bananas.

A medida que se observava a presenca de pupas e larvas na populagdo, estes eram coletados e
criados isoladamente dos adultos, objetivando buscar uma sincronia entre a disponibilidade dos
individuos pertencentes a cada estadio, e a sua necessidade para a realizacdo de cada fase do
experimento. Foram selecionadas para 0s bioensai os apenas as pupas que ndo apresentavam mais
do que trés (72h) dias neste estadio. A selecdo das larvas e dos adultos foi baseada, sobretudo em

Seus pesos correspondentes.
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hod

Figura 1 — Vista parcial internado galp&o de criagéo de aves domésticas do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa- MG, onde foi coletada a populacéo inicial de

Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae).

Obtencéo das linhagens de NEPs a partir dos cascudinhos — Larvas, pupas e adultos de A.
diaperinus foram inicialmente infectadas, separadamente com os juvenis infectivos de H.
riobravus e de S. carpocapsae, obtidos a partir de larvas de Ultimo instar de G. mellonella como
ja descrito anteriormente. O procedimento metodol 6gico para a obtencdo das novas linhagens de
Jlsfoi, portanto semelhante ao realizado paralarvas de G. mellonella.

A partir dos novos juvenis infectivos emergentes dos cascudinhos, realizou-se varias
infecgdes seguidas nesta mesma espécie hospedeira, para a obtencdo e estoque desta nova
linhagem, para a posterior realizagdo dos testes de bioensaios em diferentes substratos.

Teste de exposi¢cdo para determinacgdo das dosagens letais — Como o objetivo futuro € o
controle da populagdo de A. diaperinus no seu ambiente natural, ndo faria sentido trabalhar
apenas com individuos de mesmo tamanho ou mesmo instar. Por isto, ndo foi redizada a
determinacdo dos instares larvais utilizados no presente experimento; o qual pode ser obtido pela
largura das capsulas cefdlicas (FRANCISCO & PRADO, 2000).
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Um total de 48 larvas, pupas e adultos de A. diaperinus foram pesados em balanca analitica
em cada fase do experimento. Posteriormente, foram distribuidos individualmente em seis grupos
homogéneos de acordo com a soma de seus pesos por tratamento e tipo de substrato, e tratados
isoladamente, em todas as suas fases evolutivas, com H. riobravus e S. carpocapsae (exceto pupa
para esta espécie) nas dosagens de 100, 200, 400, 800 e 1.600 J Is p/ larva; 200, 400, 800, 1.600
e 3.200 J Is p/ pupa; e 400, 800, 1.600, 3.200 e 6.400 J Is p/ adulto. As inoculacdes foram
realizadas em placas de Petri de 5cm de didmetro devidamente esterelizadas, contendo em cada
uma delas apenas uma forma evolutiva do coledptero e tendo como substrato os seguintes meios,
também todos esterelizados. a - papel de filtro (2 unidades), b —terra (8,0 gramas) e ¢ — cepilho +
racdo (duas partes de serragem/ uma parte de racdo para frangos). Para cada tratamento foram
realizadas oito repeticoes, totalizando a utilizagdo de 144 (larvas, pupas e adultos) para cada fase
evolutiva em cadatipo de substrato (FIG. 2).

As placas foram mantidas em cdmaras climatizadas B.O.D reguladas a temperatura de 25+
1°C. A mortalidade dos cascudinhos foi registrada diariamente por um periodo maximo de 4 dias,
através de observagtes como: auséncia de locomogéo, reflexo das patas, antenas e mudanga de
coloracdo; neste Ultimo caso especiamente para infecgdes com H. riobravus (FIG. 3). Durante
este periodo também foram registradas as temperaturas € umidades maximas e minimas dentro
das camaras climatizadas. Apds a confirmacdo das mortes, os hospedeiros infectados foram
transferidos para as “armadilhas de White” (KAYA & STOCK, 1997), objetivando a posterior
coleta dos nematdides seguindo a mesma metodol ogia anteriormente descrita para G. mellonella.

Na avaiacdo da viruléncia dos nematdides foram observados 0s seguintes parametros:
mortalidade absoluta das larvas, mortalidade absoluta das pupas, mortalidade absoluta dos
adultos e amultiplicagdo dos J Is nos cadaveres col etados.

Para a determinacdo das DL sy e DL g obtidas em cada tipo de substrato, para cada estadio de
desenvolvimento de A. diaperinus, envolvendo as duas espécies de NEPs, foi utilizado o
procedimento Probit, implantado no software SAEG (UFV, 2000). Para avaliar uma possivel
interferéncia do tipo de substrato em relacéo a mortalidade total obtida nas trés dosagens comuns
a todos os tratamentos, foi utilizado delineamento em blocos casualizados (sub-blocos), onde
cada sub-bloco era composto pela interacdo dos fatores dosagem e estadio. As médias foram
comparadas utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados foram
interpretados por meio do software SAEG (UFV, 2000).
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Figura 2. Esté4dios de desenvolvimento da
espécie Alphitobius diaperinus (Coleoptera:
Tenebrionidae) nos diferentes tipos de
substratos testados. 2a. Larva em cepilho +
racdo. Barra= 3mm 2b. Pupa em papel de
filtro. Barra=2mm 2c. Adulto em terra

Barra=2 mm.

Figura 3 — Pupas de Alphitobius diaperinus (Coleoptera, Tenebrionidag) mortas por
Heterorhabditis riobravus (Rhabditida: Heterorhabditidag) (circulo vermelho) e pupas

vivas de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) (circulo azul) sobre papel de

filtro. Barra= 7mm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises gréficas (FIG. 4)

1- Mortalidade absoluta das larvas de A. diaperinus por H. riobravus nos trés tipos de substratos:

Na dosagem de 1.600 J Is a mortalidade de larvas foi méxima nos trés tipos de substratos.
Estatambém foi registrada no substrato terra na dosagem de 800 JIs.

2- Mortalidade absoluta das pupas de A. diaperinus por H. riobravus nos trés tipos de substratos:

Os maiores nimeros de mortes para pupas em todas as dosagens (200 a 3.200 J Is) foram
evidenciados no substrato terra. As mortalidades das pupas em papel de filtro e no substrato terra
foram aumentando a medida que se aumentavam também as dosagens de J Is.

3- Mortalidade absoluta dos adultos de A. diaperinus por H. riobravus nos trés tipos de
substratos:

A mortalidade dos adultos em cepilho + ragcdo aumentou com o aumento das dosagens, assim
como também a mortalidade deste estédio em terra. Ja em papel de filtro o nimero de mortes ndo
apresentou uma distribuicdo regular, sendo as vezes inversamente proporcional com o aumento
das dosagens.

O maior nimero de mortes de adultos foi verificado em cepilho na dosagem de 3.200 JIs, e
em cepilho e naterrana dosagem de 6.400 J Is, todos representados por sete mortes.

4- Mortalidade absoluta das larvas de A. diaperinus por S. carpocapsae nos trés tipos de
substratos:

Em todas as dosagens (100 a 1.600 J Is) a mortalidade foi méxima nos substratos cepilho e
terra. Adicionalmente a partir da dosagem de 400 J Is, a mortalidade em papel de filtro também
passou ater valor maximo.

5- Mortalidade absoluta dos adultos de A. diaperinus por S. carpocapsae nos trés tipos de
substratos:

O substrato terra se destacou em relacdo aos demais por apresentar em todas as dosagens,
exceto o grupo controle e 400 J Is, mortalidades maximas de adultos. Na dosagem de 3.200 JIsa
mortalidade dos adultos foi maxima em todos os trés tipos de substratos. Esta também foi
registrada nas dosagens de 1.600 J Is para o substrato papel de filtro, e de 6.400 J Is para o
substrato cepilho.
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Mortalidade absoluta das larvas por H. Mortalidade absoluta das larvas por S.
riobravus nos trés tipos de substratos carpocapsae nos trés tipos de substratos
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1- Percentuais totais de mortes de larvas, pupas e adultos de A. diaperinus nas quatro dosagens
comuns utilizadas (0, 400, 800 e 1.600) independente do substrato (TAB. 1):

H. riobravus:

Todas as larvas que foram expostas a dosagem de 1.600 J Is morreram.

Os maiores percentuais de mortalidades registrados para todos os estadios de A. diaperinus
ocorreram namaior dosagem comum utilizada (1.600 J Is).

O percentua de mortalidade para todos os trés estadios de desenvolvimento esteve

diretamente proporcional ao aumento das dosagens inoculadas.

29



Em todas as dosagens comumente utilizadas contendo J Is de H. riobravus, as larvas se

mostraram mais susceptiveis, seguidas dos estadios de pupa e adulto.

S. carpocapsae (TAB. 1):

Todas as larvas que foram expostas as dosagens de 400, 800 e 1.600 J Is morreram.

A maior mortalidade registrada para o esté4dio adulto (87,5%) ocorreu na maior dosagem
comum utilizada (1.600 J Is).

Para 0 estadio adulto da espécie, o percentual de mortalidade foi diretamente proporcional ao
aumento das dosagens.

Em todas as trés dosagens utilizadas contendo J Is de S. carpocapsae as larvas mostraram ser
mai s susceptiveis do que o estédio adulto.

Os nematdides entomopatogénicos ja haviam sido relatados como sendo mais virulentos para
os estadios imaturos do que para os adultos em outras espécies de insetos e também para o
tenebrionideo utilizado no presente experimento (GEDEN et al. 1985).

KAYA (1985) atribui este diferencial de susceptibilidade dos estégios de vida dos insetos ao
numero de portas de entrada viaveis para ainvasdo dos nematoides. Em seu estudo pode observar
gue a pupa de um Lepidoptero foi o estadio menos susceptivel tendo somente os espiraculos
como portas de entrada para 0os nematdides. Enquanto que os adultos e larvas por apresentarem
também como aberturas naturais, aém dos espiréculos, a boca e o anus, foram os estadios mais
susceptiveis.

BEDDING & MOLYNEUX (1982) relatam que agumas larvas de Scarabeideos podem
impulsionar ativamente os nematéides para longe de suas cavidades bucais com o auxilio de suas
pernas anteriores, e que a taxa de defecacéo realizada por elas, pode seguramente impedir o

parasitismo pelarotaanal.
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Tabela 1 - Percentuais totais de mortalidades dos estadios de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) causados pelos

nematGides Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) nas dosagens

comuns utilizadas (0, 400, 800 e 1.600 J Is) independentes do substrato; e nos trés tipos de substratos, considerando apenas os

individuos expostos as trés dosagens comumente utilizadas (400, 800 e 1.600 J Is).

. Tipo de . .| Comportamentos Percentual total de mortes
Espécies forrageio Estadios tipicos ] Percentual total de mortes ] (400, 800 € 1.600 J Is)
0 400 800 1600 Cepilho +| Papelde |\ L.
racao filtro
Larvas Relativa
movimentagao | 24 | 1(4,1%) | 15(62,5%) | 21(87,5%) | 24(100%) | 24 | 18(75%) |20(83,3%) | 22(91,6%)
. " ~
H. riobravus | Crusador ? | Pupas | Rarascontragoes |, | 5 5 o4y | 1458.306) | 18(75%) | 20(83.3%) | 24 | 16(66.6%) | 14(58,3%) | 22(91.6%)
Ativa
Adultos movimentacao | 24 0 3(12,5%) | 5(20,8%) | 10(41,6%) | 24 | 5(20,8%) | 8(33,3%) | 5(20,8%)
0 400 800 1600 Cepilho +| Papelde |\ ..
racao filtro
S. carpocapsae | Emboscador | Larvas Relativa
- carpocap movimentacao | 24| 0 | 24(100%) | 24(100%) | 24(100%) | 24 | 24(100%) | 24(100%) | 24(100%)
Ativa
Adultos | movimentacao | 24 | 1(4,1%) |14(58,3%) | 18(75%) |21(87,5%) | 24 | 10(41,6%) | 20(83,3%) | 23(95,8%)

n - Nimero de espécimes amostrados. JIs— Juvenisinfectivos.
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FORSCHLER & GARDNER (1991) examinando a distribuic¢do dos nematdides sob larvas de
P. hirticula, encontraram a presenca destes sob todos os apéndices da capsula cefélica.

Em outros estudos também observamos que os adultos recém — formados foram mais
vulneraveis a infeccdo pelos nematdides entomopatogénicos do que os adultos mais velhos, os
quais apresentam um exoesguel eto bem mais rigido e quitinizado (FIG. 5). Isto também pode ser
estendido as larvas, as quais durante o processo de mudanca para o proximo instar, cessam 0s
movimentos e passam a redlizar apenas algumas contraces corporais; 0 que pode aumentar a
probabilidade de sua localizacdo pelos J Is, principamente das espécies que apresentam
estratégia crusadora de forrageio.
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Figura 5 - Pupas e adultos jovens de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae)

recém emergidos do pupario. Barra= 7mm.

1.1- Percentuais totais de mortes de larvas, pupas e adultos de A. diaperinus, nos trés tipos de

substratos, considerando apenas os individuos expostos as trés dosagens de J Is comumente
utilizadas (400, 800 e 1.600) (TAB. 2):

H. riobravus:

As larvas foram as formas evolutivas que apresentaram em todos os tipos de substrato
percentuais totais de mortalidade acima de 70%. O maior deles registrado para este estadio
ocorreu no substrato terra, que atingiu o valor de 91, 6%. Este fato também foi evidenciado para

0 estadio pupal, que chegou a atingir este mesmo percentual para o mesmo tipo de substrato.
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Os individuos adultos de A. diaperinus foram os que apresentaram 0s percentuais de
mortalidades mais baixos registrados entre os demais estadios evolutivos, em todos os trés

substratos utilizados no experimento.

S. carpocapsae:

Os adultos que foram expostos as trés dosagens (400, 800 e 1.600 J Is) em papel filtro e em
terra, apresentaram percentuais totais de mortalidade acima de 80%. O maior percentual total de
mortalidade registrado para o estadio adulto (95,8%) ocorreu no substrato terra. Os individuos
adultos de A. diaperinus expostos aJIsde S. carpocapsae (400, 800 e 1.600) em cepilho + racéo
foram os que apresentaram o menor percentual de mortalidade registrado (TAB. 2). Em todos os
trés tipos de substratos, nas dosagens comumente utilizadas entre os estadios, verificamos a
mortalidade larval atingindo valores maximos (100%).

As verdadeiras razoes que explicam porque uma espécie de nematdide é mais patogénica do
que outra, contra um inseto em particular, permanecem incertas, mas certamente estdo
relacionadas, pelo menos em parte, aos diferentes comportamentos apresentados por cada uma
delas.

Os nematdides S. carpocapsae, quando situados em substratos que favorecem a realizacéo do
comportamento de nictagdo, apresentam maior contato com os hospedeiros moveis do que
quando situados em substratos que limitam a realizacdo deste tipo de comportamento. O ato de
nictar € uma tatica efetiva de emboscada apresentada pelos JIs de S. carpocapsae, que aumenta a
area de superficie, pondo-os mais facilmente em contato com o hospedeiro em movimento, por
reduzir as forcas de tensdo de superficie e prender o nematéide ao substrato (CAMPBELL &
GAUGLER, 1993).

A taxa inferior de encontro de hospedeiros méveis pelos nematdides ndo nictantes, como
parece ser 0 caso de H. riobravus, pode ser devido em parte, as forcas adesivas que prendem o
nematdide ao substrato Umido, segundo CAMPBELL & GAUGLER (1993).

Analisando os percentuais totais de mortalidades médias em cada tipo de substrato
independente das trés dosagens comuns utilizadas, 400, 800 e 1.600 J Is de H. riobravus, e do
estadio de desenvolvimento de A. diaperinus, observar-se na TAB. 2 que ndo houve diferencas
significativas nos nimeros de mortes dos espécimes tratados entre 0s trés tipos de substratos, com
p = 0,13779. O mesmo ocorreu para 0 nimero de mortes provocadas por S. carpocapsae entre 0s
tipos de substratos, com p = 0,11986. Porém, os dados parecem demonstrar que ha umatendéncia

desta espécie de coledptero ser menos susceptivel aos NEPs de ambas as espécies no substrato
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Tabela 2 - Percentuais totais de mortalidades médias em cada tipo de substrato independente das trés dosagens comuns utilizadas
(400, 800 e 1.600 J Is) dos nematdides Heterorhabditis riobravus e de Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae,

Steinernematidage); e do estadio de desenvolvimento de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae).

_ _ E.P E.P E.P
o o Mortalidade total média (%) SD
Espécies Estadios n (1) 2 3)
Cepilho + racéo (1) Papel de filtro (2) Terra (3)
H. riobravus | Larvas+ Pupas+ Adultos | 72 54,16+29,97a 58,33+29,31a 68,05+37,03a 9.99 9.77 | 12.34
Cepilho + racéo (1) Papel de filtro (2) Terra (3)
S. carpocapsae Larvas + Adultos 48 70,83+39,26a 91,66+15,13a 97,91+5,10a 16.02 | 6.18 2.08

n: NUmero total de espécimes de A. diaperinus infectados; SD: Desvio Padrao; E.P: Erro Padrdo; (1)(2)(3): Substratos utilizados e respectivos erros padrdes.

M édias seguidas das mesmas | etras nas linhas para cada espécie de nematéide ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).




Tabela 3 - Dosagens letais de juvenis infectivos dos nematéides Heterorhabditis riobravus e
Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) para atingirem
50%(DLsg) e 90%(DLgyy) de mortalidade dos estédios de Alphitobius diaperinus (Coleoptera:
Tenebrionidae) a partir das trés dosagens comuns (400, 800 e 1.600 J Is), em cada tipo de

substrato.

Limite Limite Limite Limite
Tratamentos| DLs inferior superior DLy inferior superior
LHCR 157.79 114.31 200.75 149753 | 1,061.99 2,500.81
LHPF 128.82 93.06 163.59 962.77 727.22 1,438.45
LHT 48.92 23.3 75.61 461.25 352 673.95
PHCR 290.1 175.12 403.69 6,598.80 | 3,736.08 17,952.61
PHPF 666.78 580.78 762.28 2,551.23 | 2,068.05 3,347.67
PHT 79.72 34.92 125.82 540.02 421.74 729.3
AHCR 1,773.07| 1578.73 1,993.86 5,267.39 | 4,409.89 6,594.81
AHPF 3,20291| 2,351.04 4,963.12 |86,547.76| 33,333.36 *x
AHT 2,376.30| 2,043.72 2,800.95 |11,126.74| 8,303.14 16,563.19
LSCR *%* *%* * % *%* *%* * %
LSPF 139.64 127.38 152.07 250.9 223.59 293.48
LST * % ** *% * % ** **
ASCR 960.65 869.45 1,058.90 2,124.89 | 1,856.91 2,520.30
ASPF 18.99 0.08 91.32 2,236.54 | 1,310.33 6,423.05
AST *%* *%* * % *%* *%* * %

** Nao pode ser obtido pelo Probit. L — Larva; P — Pupa; A — Adulto; H — Heterorhabditis riobravus;

S —Steinernema carpocapsae; CR — Cepilho + rag&o; PF — Papel defiltro; T — Terra. J1s— Juvenisinfectivos.

A maior DLz (3.202,91 J Is) e DLy (86.547,76 J Is) registradas pertenceram ao tratamento
com H. riobravus, que envolveu individuos adultos no substrato papel de filtro. As DLsy € DLgo
de S. carpocapsae ndo puderam ser determinadas para os tratamentos larvas em cepilho + racéo,
larvas em terra e adulto em terra, devido a ata e rapidataxa de mortalidade ocorrida.

O tratamento que expds larvas de cascudinhos aS. carpocapsae em papel de filtro apresentou
uma DLsp (139,64 J Is) maior do que a DLsy (18,99 J Is) registrada para o estagio adulto no

mesmo tipo de substrato. Contudo, esta situagdo se inverteu nos valores encontrados de DLS o
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para os dois diferentes estadios no mesmo substrato, onde para as larvas, este foi de apenas 250,9
J1s, e paraos adultos, 2.236,54 JIs.

Quando comparamos os tratamentos com as duas espécies de nematbides, constituidos de
individuos adultos no substrato cepilho + racdo pode-se observar que as DLsy e DLgo de JIsde S.
carpocapsae correspondem respectivamente a apenas 54,18% da DLsp e a 40,34% da DLgy,
encontradas para o tratamento envolvendo o nematéide da espécie H. riobravus.

Notéveis diferencas na eficacia existem entre as véarias espécies e linhagens dos
nematoides Steinernematideos e Heterorhabditideos. Heterorhabditis heliothidis, por exemplo, é
efetivo nas tentativas de campo contra larvas do besouro japonés, mas prové resultados
extremamente ineficientes quando grilos toupeira séo desafiados (COBB & GEORGI S, 1987), ao
passo que S. feltiae é efetivo contra grilos toupeira e proporciona modesto controle sobre larvas

do besouro japonés.

Analise grafica

Pela representacao grafica das curvas de DLsy e DL fica clara a menor susceptibilidade do
estadio adulto de A. diaperinus a0 nematoide da espécie H. riobravus entre todos os demais
tratamentos listados, com excecdo apenas da DLgy de H. riobravus encontrada no tratamento
pupa, substrato cepilho + racéo (FIG. 6).

A industria avicola brasileira gera mais de 2.000 empregos por ano nos frigorificos. O Brasil
em 2005 exportou cerca de trés milhdes de dolares em carne de frango. Este nimero foi trés
vezes superior aos Ultimos cinco anos, devido principalmente ao surgimento da gripe aviaria que
acabou abrindo novos mercados consumidores, como por exemplo, Chinae Coréiado Sul.

Diante da grande importancia no controle de Alphitobius diaperinus nas producgdes avicolas,
principalmente aguelas ligadas a producéo industrial, por meio de processos bioldgicos naturais,
as informagOes obtidas neste estudo, séo fundamentais para se comegar a pensar no controle

biolégico utilizando nematdides entomopatogénicos nos substratos dos gal pdes de criacdes.
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Curvas das DLsp e DLgp nos tratamentos com H. riobravus e S. carpocapsae

Dosagens letais 50%b6 (J1s)
Dosagens Letais 90%6 (JIs)

LHCR LHPF LHT PHCR PHPF PHT AHCR AHPF AHT LSPF ASCR ASPF
Tratamentos

‘+DL50—0—DL90‘

Figura 6. Representacdo gréfica, a partir das trés dosagens comuns, das curvas das dosagens
letais 50% (DLsy) € 90% (DLgy) com Heterorhabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) sobre Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae). L — Larva; P — Pupa, A — Adulto; H —
Heterorhabditidis riobravus; S — Steinernema carpocapsae; CR — Cepilho + racéo; PF
— Papel defiltro; T — Terra. JIs — Juvenisinfectivos.

CONCLUSOES

» Nas nossas condigdes de experimento os dados indicaram que tanto H. riobravus, quanto S.
carpocapsae apresentaram potencial para infectar todos os estédios de desenvolvimento da
espécie A. diaperinus analisados.

» O egtadio larval, seguido respectivamente pelas pupas e adultos de A. diaperinus,
representou o estadio de desenvolvimento mais susceptivel paraosJlsdeH. riobravus.

» A acdo dos J Is de S. carpocapsae foi mais eficiente contra as larvas do que contra 0s
adultos de A. diaperinus.

» Otipo de substrato ndo influenciou os percentuais de mortalidade de larvas, pupas e adultos

por H. riobravus. O mesmo foi verificado para os percentuais de larvas e adultos por S.
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carpocapsae. Contudo, pareceu existir uma tendéncia desta espécie de coledptero, ser menos
susceptivel aos NEPs de ambas as espécies, no substrato cepilho + racéo.
» Juvenis infectivos de S. carpocapsae mostraram-se mais eficientes do que os juvenis

infectivos de H. riobravus, em todos os tipos de substratos.
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CAPITULO 2

DETERMINACAO DOS PERIODOS LETAIS PARA OS ESTADIOS DE VIDA DE
Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE) AOS
NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS Heterorhabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) EM
DIFERENTES TIPOS DE SUBSTRATOS

RESUMO

O sistema de confinamento de aves soluciona muitos problemas, entretanto, cria outros, como
por exemplo, a propagacdo de doencas e o acimulo de matéria organica (fezes). Alphitobius
diaperinus (Panzer) € uma das pragas mais comuns nas granjas de corte provocando grandes
perdas econdmicas. Este estudo tem por objetivo avaliar sob trés diferentes substratos, o tempo
de sobrevivéncia (TL) de larvas, pupas e adultos de A. diaperinus expostos a diferentes e comuns
dosagens dos nematoides Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae (exceto pupas),

multiplicados in vitro a partir de espécimes da propria espécie avo. As inoculagdes foram
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realizadas em placas de Petri tendo como substratos, papel de filtro, terra e cepilho + ragdo. A
mortalidade foi avaliada diariamente durante um periodo de quatro dias (96h) apds o tratamento.
Entre todos os tratamentos envolvendo larvas e H. riobravus, os menores TLsy (1,1598 dia) e
TLgo (1,9782 dia) foram observados no substrato terra, tendo como inéculo a maior dosagem
aplicada sobre este estédio (1.600 J Is). Isto também ocorreu nos tratamentos que envolveram
pupas, a mesma espécie de nematdide e o mesmo indculo de J Is anteriormente citado, com o0s
respectivos periodos letais, 1,0238 dia (TLsg) € 1,9219 dia (TLgo). Os maiores TLsg (6,2044 dias)
e TLgo (18,9089 dias), registrados entre todos os tratamentos com S. carpocapsae estiveram
presentes no tratamento que expos larvas a dosagem de 100 J Is no substrato papel de filtro. Entre
todos os tratamentos envolvendo larvas e S. carpocapsae, 0s menores TLsy € TLgy registrados,
foram observados no substrato terra, no indculo de 200 J s, com os respectivos periodos, 1,1598
e 1,9782 dia Isto também aconteceu nos tratamentos que envolveram individuos adultos
expostos a 800 J Is de S. carpocapsae, no mesmo tipo de substrato, com 0s seguintes tempos
letais: (1,1598 dia) TLso e (1,9782 dia) TLgo.

Palavras chave: Alphitobius diaperinus, controle biol 6gico, nematdides entomopatogéni cos,

substratos, periodos letais.

DETERMINATION OF THE LETHAL PERIODS TO THE LIFE STAGES OF
Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE) TO
NEMATODES ENTOMOPATHOGENIC Heterorhabditis riobravus AND Steinernema
carpocapsae (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) IN
DIFFERENT TYPES OF SUBSTRATE.

ABSTRACT

The system of confinement of birds solves many problems; however, it creates other, as, for
instance, the propagation of diseases and the accumulation of organic matter (feces). Alphitobius
diaperinus (Panzer) it is one of the most common plagues in the farms causing great economical
losses. The experiment evaluated under three different substrate, the time of survival of larvae,

pupaes and adults of A. diaperinus exposed to different and common dosages of the nematodes
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Heterorhabditis riobravus and Steinernema carpocapsae (except pupaes), multiplied in vitro
starting from specimens of the own target species. The inoculations were accomplished in petri
plates having as different substrate, filter paper, earth and small plane + ration. The mortality was
evaluated daily during a period of 4 days (96 hours) after the treatment. Among al of the
treatments involving larvae and H. riobravus, the smallest TLso (1.1598 days) and the smallest
TLoo (1.9782 days) were observed in the substrate earth, having as dosage the largest dosage
applied on this stadium (1.600 J Is). This also happened in the treatments that involved pupaes,
the same nematode species and the same dosage of J Is previously mentioned; with the respective
lethal periods. 1.0238 day (TLso) and 1.9219 day (TLg). The largest TLsp (6.2044 days) and the
largest TLgo (18.9089 days), registered between all of the treatments with S. carpocapsae were
present in the treatment that exposed larvae the dosage of 100 J Is in the filter paper substrate.
Among all of the treatments involving larvae and S. carpocapsae, the smallest TLsy and the
smallest TLgy registered were observed in the earth substrate, in dosage of 200 J Is, with the
respective periods, 1.1598 and 1.9782 days. This also happened in the treatments that involved
exposed adult individuals to 800 J Is of S. carpocapsae, in the same type of substrate, with the
following lethal times: (1.1598 days) TLso and (1.9782 days) TLg.

Words key: Alphitobius diaperinus, biological control, entomopathogenic nematodes, substrate,
lethal periods.

INTRODUCAO

Alphitobius diaperinus é uma das pragas mais comuns nas granjas de corte. Esse coledptero
coloniza a serragem nas granjas avicolas causando sérios problemas no ganho de peso,
crescimento e salde das aves, aém da possibilidade da veiculacdo de diversas espécies de
microrganismos patogénicos, gerando como consequéncia grandes perdas econdmicas
(GOODWIN & WALTMAN, 1996; SILVA et a. 2005).

Entre as tentativas brasileiras de controle de insetos pragas, citam-se as experiéncias feitas por
ARRIGON et al. (1986) com S. carpocapsae no controle do besouro Migdolus sp., uma praga de
solo na cultura da cana de aglcar. Mais recentemente, SCHMITT et al. (1992), conseguiram
razoaveis niveis de controle de Cosmopolites sordidus, o “moleque da bananeira’, mediante a

aplicacdo do também S. carpocapsae.
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PASSOS JRr. et al. (1995), estudaram os efeitos das aplicagcdes de S. carpocapsae sobre a
saliva-liméo, Atta sexdens rubropilosa, e PASSOS & ALVES (1995), estudaram a patogenicidade
de S. carpocapsae contra o cupim Heterotermes tenuis, sendo que estes dois Ultimos ndo
apresentaram resultados animadores.

Muitos resultados de fracassos obtidos como estes na tentativa de controle bioldgico, sdo
explicados pela falta de informagdes que envolvem a relacdo parasito — hospedeiro. Na maioria
das vezes pouco se sabe sobre 0s mecanismos comportamentais e principamente fisiologicos e
bioquimicos que envolvem ou antecipam esta i nteragéo.

Todos o0s animais méveis exibem uma série de buscas quando carecem de informacéo sobre a
localizacdo de um recurso (JANDER, 1975). As estratégias de procura realizadas pelos
nematGides entomopatogénicos podem ser divididas em duas categorias, emboscada (senta e
espera) e crusadora (amplamente forrageador), baseadas na motilidade do explorador (PIANKA,
1966; GERRITSEN & STRICKLER, 1977).

Os individuos emboscadores apresentam menor motilidade e sGo mais efetivos em encontrar
presas moveis do que presas sedentarias. Ja os crusadores sdo atamente méveis e, portanto, mais
eficientes em encontrar este tipo de presa (HUEY & PIANKA, 1981). Contudo, a distribuicéo e o
comportamento do hospedeiro também devem influenciar a estratégia de busca utilizada pelos
juvenisinfectivos de nemat6ides entomopatogénicos (CAMPBELL & GAUGLER, 1993).

As espécies de Rhabditideos diferenciam-se em suas atividades locomotoras (MOYLE &
KAYA, 1981; GEORGIS & POINAR, 1983; ALATORRE - ROSAS & KAY A 1990; GAUGLER
& CAMPBELL, 1991), em suas habilidades de dispersdo (MOYLE & KAYA 1981; GEORGIS &
POINAR, 1983), em suas respostas aos sinais de seus hospedeiros associados (GAUGLER et al.,
1989; LEWISet a., 1992), e nalocalizagdo dos distantes hospedeiros sedentéarios (CHOO et al.,
1989; GAUGLER et al., 1989; ALATORRE - ROSAS & KAYA, 1990; GREWAL et al., 1993).

Algumas espécies, incluindo Steinernema glaseri e Heterorhabditis bacteriophora, exibem
caracteristicas associadas com crusadores. Outras espécies como S. carpocapsae e S. scapterisci,
exibem caracteristicas associadas com emboscadores (GAUGLER et al., 1989; GREWAL et al.,
1993).

CAMPBELL & GAUGLER (1993) sugeriram que o comportamento de nictago, realizado nas
trajetdrias de busca, sgja adaptativo para as espécies de estratégia emboscadora, tais como S.
carpocapsae e S. scapterisci.

Nenhum estudo até entdo, foi antes realizado com o intuito de determinar os periodos letais

dos nematdides entomopatogénicos sobre os diferentes estadios de A. diaperinus. Informagdes
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como estas sd0 necessarias para 0 efetivo controle, pois muitos processos, principalmente a
proporcao de reservas aimentares (lipidios, proteinas e carboidratos) que sdo utilizadas pelos
nematGides para sua sobrevivéncia, motilidade, infectividade, desenvolvimento e reproducdo
(DUNPHY & WEBSTER, 1986; KAY A, 1990), podem ser alteradas ao longo do tempo de busca
pelo hospedeiro e até mesmo pelo tipo de substrato, que certamente também deve exercer forte
influéncia sobre alocomoc&o dos nematodides.

A partir do que foi discutido, o presente estudo teve por objetivo determinar no laboratério, os
periodos letais de J Is dos nematGides Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae,
multiplicados in vitro a partir de espécimes da propria espécie alvo, necessarios para causar a
infeccdo e conseqiiente morte de 50% e 90% de larvas, pupas e adultos sob trés diferentes tipos
de substratos.

MATERIAL E METODOS

Um total de 48 adultos, pupas e larvas de A. diaperinus foi pesado em balanca analitica em
cada fase do experimento. Posteriormente, foram distribuidos individualmente em seis grupos
homogéneos de acordo com a soma de seus pesos por tratamento e tipo de substrato, e tratados
isoladamente, em todas as suas fases evolutivas, com H. riobravus e S. carpocapsae (exceto pupa
para esta espécie) nas dosagens de 100, 200, 400, 800 e 1.600 J Is p/ larva; 200, 400, 800, 1.600 e
3.200 J Is p/ pupa; e 400, 800, 1.600, 3.200 e 6.400 J Is p/ adulto. As inoculagbes foram
realizadas em placas de Petri de 5cm de didmetro devidamente esterelizadas, contendo em cada
uma delas apenas um coledptero e tendo como substrato 0s seguintes meios, também todos
esterelizados: a - papel de filtro (2 unidades), b — terra (8,0 gramas) e ¢ — cepilho + ragéo (duas
partes de serragem/ uma parte de racdo para frangos). Para cada tratamento foram realizadas oito
repeticoes, totalizando a utilizacéo de 144 larvas, pupas e adultos em cada tipo de substrato.

As placas foram mantidas em camaras climatizadas reguladas a temperatura de 25+ 1°C. A
mortalidade dos cascudinhos foi registrada diariamente por um periodo maximo de 4 dias, através
de observagbes como: auséncia de locomogdo, reflexo das patas, antenas e mudanga de
coloracdo; neste Ultimo caso especialmente para infecgbes com H. riobravus. Durante este
periodo também foram registradas as temperaturas e umidades maximas e minimas dentro das

camaras climatizadas.



Na avaliagdo da viruléncia dos nematGides foram observados os seguintes parametros. periodo
de mortalidade das larvas, periodo de mortalidade das pupas e o periodo de mortalidade dos
adultos.

Para a determinacéo dos TLsp € TLgo em cada tratamento, e dos TLsp € TLgo has trés dosagens
comuns em cada substrato, para cada estadio de desenvolvimento de A. diaperinus envolvendo as
duas espécies de NEPs; foi utilizado o procedimento Probit, implantado no software SAEG
(UFV, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises gréficas — (FIG. 1)

la - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato cepilho +

racao:

Em todas as dosagens, exceto na de 800 J Is, os maiores indices de mortalidade registrados
neste substrato ocorreram entre 24 - 48 horas ap0s a aplicacdo dos indcul os.
1b - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato papel de

filtro:
Em todas as dosagens, exceto na de 400 J Is, os maiores indices de mortalidade registrados
neste substrato ocorreram entre 24 — 48 horas ap0s a aplicacdo dos indcul os.

1c - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato terra:

Em todas as dosagens, os maiores indices de mortalidade registrados ocorreram entre 24 — 438
horas ap6s a aplicagdo dos indcul os.
1d - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato cepilho
+ racéo:

Nas dosagens de 100 e 200 J Is, as maiores mortalidades ocorreram entre 24 — 48 horas,

contudo a partir da dosagem de 400 JIs 0 maior nimero de mortes passou a prevalecer durante as
primeiras 24 horas ap0s a aplicacdo dos indculos. Assim sendo, todas as mortes registradas neste
substrato ocorreram dentro das primeiras 48 horas ap0s ainoculacéo dos JIs.

le - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato papel de

filtro:
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As maiores mortalidades observadas neste substrato ocorreram nas primeiras 48 horas ap6s a

inoculagdo em quase todas as dosagens aplicadas.

Periodo de mortalidade das larvas por H. Periodo de mortalidade das larvas por S.
riobravus no substrato cepilho + ragéo carpocapsae no substrato cepilho + ragéo
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Figura 1. a-f. Representacbes gréficas dos periodos de mortalidade das larvas de Alphitobius diaperinus
(Coleoptera: Tenebrionidae) apds infeccdo por juvenis infectivos de Heterorhabditis riobravus
e Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) nos substratos

cepilho + racdo, papel defiltro e terra.
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1f - Periodo de mortalidade das larvas de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato terra:

As maiores mortalidades observadas neste substrato foram registradas nas primeiras 48, apos a

inoculagdo, em todas as dosagens aplicadas.

Andlises gréficas — (FIG. 2)

2a - Periodo de mortalidade das pupas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato cepilho +

racéo:
Neste substrato os maiores nimeros de mortes variaram entre todos os periodos a cada

dosagem de J I's aplicada.

2b - Periodo de mortalidade das pupas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato papel de

filtro:
Com o aumento das dosagens de J I s neste substrato, 0s maiores nimeros de mortes passaram
a ser registrados durante as primeiras 48 horas apos a inoculacéo.

2¢ - Periodo de mortalidade das pupas de A. diaperinus por H. riobravus no substrato terra:

Com o aumento das dosagens de J Is neste substrato, 0s maiores nimeros de mortes passaram

a ser registrados durante as primeiras 48 horas apos a inocul acéo.
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Periodo de mortalidade de pupas por H. Periodo de mortalidade de pupas por H. riobravus
riobravus no substrato cepilho + ragao no substrato papel de filtro
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Analises gréficas — (FIG. 3)
3a - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por H. riobravus no substrato cepilho +

racao:
As maiores mortalidades registradas neste substrato ocorreram entre 24 — 48 horas apos a

inoculacdo dos JIs.
3b - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por H. riobravus no substrato papel de

filtro:

A distribuicdo das mortalidades entre os periodos a cada dosagem utilizada ndo seguiu uma
sequiéncialégica
3c - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por H. riobravus no substrato terra:

Namaior dosagem utilizada (6.400 J Is) 0 maior nimero de mortes ocorreu no periodo de 48 —

72 horas ap0s a inocul acéo.
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Figura - 3. a-f. Representacdes gréaficas dos periodos de mortalidade dos adultos de Alphitobius diaperinus
(Coleoptera: Tenebrionidae) apds infeccdo por juvenis infectivos de Heterorhabditis
riobravus e Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidag)

nos substratos cepilho + racéo, papel defiltro e terra.
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3d - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato cepilho
+ ragéo:
Com o aumento das dosagens, a partir de 1.600 J Is, percebeu-se que as mortes ocorridas neste

substrato deixaram de acontecer no periodo de 24 — 48 horas, passando a ocorrer nas primeiras 24
horas ap0s ainoculacdo. Todos os individuos adultos que foram expostos a dosagem de 6.400 JIs
morreram nas primeiras 24 horas apds a inocul agdo.

3e - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato papel

defiltro:

A partir da dosagem de 800 J Is o nimero de adultos mortos passou a prevalecer
principalmente nas primeiras 48 horas apos a inoculagdo; contudo as mortes tardias ndo deixaram
de ocorrer neste substrato.

3f - Periodo de mortalidade dos adultos de A. diaperinus por S. carpocapsae no substrato terra:

Com o aumento das dosagens a partir de 800 J Is percebeu-se que as mortes neste substrato
passaram a prevalecer nas primeiras 24 horas apds a inocul agéo.

Todos os individuos adultos que foram expostos a dosagem de 3.200 J Is morreram nas
primeiras 24 horas ap0s a inoculacéo.

Como se pode observar, varios fatores podem influenciar o periodo de morte dos insetos pelos
NEPs, incluindo o in6culo aplicado, 0 comportamento do hospedeiro e do parasito, e também o
tipo de substrato. KONDO (1989) verificou que sob papel defiltro, S. carpocapsae penetra mais
rapidamente no interior da larva de G. mellonella do que S. glaseri, mas isto € compensado pelo
desenvolvimento mais répido da segunda espécie, resultando na producdo de descendéncia
misturada (KOPPENHOFER et al., 1995).

CAMPBELL & GAUGLER (1993) mostraram que a espécie nictante S. carpocapsae foi mais
efetiva em encontrar insetos moveis (larvas de G. mellonella e adultos de Tenebrio molitor) a
partir de um curto periodo de exposicao do que a espécie de habito crusador H. bacteriophora.
Assim sendo, os dados obtidos no presente experimento estdo em comum acordo com 0s autores
anteriormente citados.

CAMPBELL & GAUGLER (1993) a0 imobilizarem o também tenebrionideo T. molitor,
observaram uma reducéo significativa das taxas de encontro de ambas as espécies de nematoides.
Contudo, esta diferenca significativa foi bem maior para a espécie S. carpocapsae do que paraa
espécie H. bacteriophora.
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1- Determinacdo dos TLsg e TLgg pela acdo de H. riobravus em cada tratamento (TABs. 1a; 1b;
1c; FIG. 4):

Entre todos os tratamentos envolvendo larvas e H. riobravus, os menores TLsp (1,1598 dia) e
TLgo (1,9782 dia) foram observados no substrato terra, tendo como inéculo 1.600 J Is (TAB. 1a).

Este fato também foi evidenciado nos tratamentos que envolveram pupas, a mesma espécie de
nematGide e 0 mesmo indculo de J Is anteriormente citado, com os respectivos periodos letais:
1,0238 dia (TLsg) € 1,9219 dia (TLg) (TAB. 1b). Contudo, dentre os tratamentos com o estadio
adulto do inseto, aqueles que foram expostos ao mesmo inéeculo de J Is (1.600) no substrato
cepilho + ragdo foram os que mostraram ser mais susceptiveis, detendo os seguintes tempos
letais: 1,7548 dia (TLsg) e 3,1478 dias (TLgyo) (TAB. 1c).

O maior TLsp (16,0924 dias) registrado entre os tratamentos com H. riobravus foi
caracteristico para os adultos no substrato terra, nas duas menores dosagens de J I's aplicadas (400
e 800). Em se tratando do maior TLg (158,5644 dias) registrado para a atuacéo de H. riobravus,
pode-se observar que este ocorreu no tratamento que expds o estadio larval a400 JIs no substrato
papel de filtro. Este fato pode ser devido ao comportamento de tunelamento, caracteristico deste
estadio de desenvolvimento, podendo dificultar assim a acdo dos nematdides neste substrato. Se
desconsiderarmos este valor, os maiores registros de TLgo Seguintes, direcionam-se para 0 mesmo
caminho dos TL sy anteriormente citados; ou sgja, ao tratamento que expds individuos adultos as

duas menores dosagens de J I's no substrato terra.
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Tabela la — Periodos letais para os juvenis infectivos da espécie Heterorhabditis riobravus
(Rhabditida: Heterorhabditidae) atingirem 50% e 90% de mortalidade das larvas de Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag), a partir de cada dosagem aplicada, em cada tipo de
substrato.

Limite Limite Limite Limite
Tratamentos| Tl g inferior superior Tl oo inferior superior
LHICR 4.3643 3.7493 5.5295 12.6107 8.8223 23.6071
LH2CR 2.1889 2.0125 2.3701 4.4909 3.9738 5.2914
LH3CR 3.2910 2.9549 3.7724 8.5874 6.7011 12.6907
LH4ACR 1.5198 1.1106 1.8575 10.5932 6.6867 27.8353
LH1PF 3.7347 3.3470 4.3391 8.9294 6.9518 13.3839
LH2PF 2.7905 2.5658 3.0547 6.0156 5.1201 7.5894
LH3PF 1.2093 0.0033 1.9601 158.5644 20.1863 *
LH4PF 2.2244 2.0708 2.3775 3.8821 3.5425 4.3702
LH5PF 1.2823 1.1871 1.3768 2.0163 1.8488 2.2528
LH1T 2.1889 2.0125 2.3701 4.4909 3.9738 5.2914
LH2T 2.7654 2.5616 2.9963 5.4713 4.7665 6.6500
LH3T 1.9646 1.7575 2.1731 5.1343 4.3309 6.5510
LH4T 1.2823 1.1871 1.3768 2.0163 1.8488 2.2528
LH5T 1.1598 1.0527 1.2596 1.9782 1.7989 2.2374

** N&o pode ser obtido pelo Probit. L — Larva; H — Heterorhabditis riobravus; CR — Cepilho + ragéo; PF — Papel de
filtro; T — Terra. OBS: Os nimeros apresentados nos tratamentos representam as dosagens de juvenis infectivos aplicados:
1-100; 2 — 200; 3 —400; 4 — 800; 5 — 1.600.
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Tabela 1b — Periodos letais para os juvenis infectivos da espécie Heterorhabditis riobravus
(Rhabditida: Heterorhabditidae) atingirem 50% e 90% de mortalidade das pupas de Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag), a partir de cada dosagem aplicada, em cada tipo de
substrato.

Limite Limite Limite Limite
Tratamentos| Tl s inferior superior Tl oo inferior superior
PH1CR 4.9593 4.1287 6.7651 15.2892 10.0121 33.5752
PH2CR 3.6508 3.3869 4.0267 6.4957 5.5247 8.4154
PH3CR 2.7642 2.5835 2.9597 4.9004 4.3806 5.7310
PH4CR 3.2624 3.0457 3.5324 5.7981 5.0522 7.1327
PH5CR 1.2580 0.9131 1.5343 6.6611 4.8359 12.0646
PH1PF 7.2797 5.4575 16.9151 15.8082 9.2150 81.2798
PH3PF 3.2538 2.8150 3.9691 12.5410 8.5145 24.8125
PH4PF 1.1053 0.7558 1.3799 6.0136 4.4208 10.6914
PH5PF 1.5570 1.3030 1.7848 5.4756 4.3743 7.7997
PH1T 2.9144 2.7203 3.1341 5.2737 4.6599 6.2938
PH2T 2.3363 2.1720 2.5035 4.2407 3.8309 4.8503
PH3T 1.5755 1.3933 1.7457 3.8481 3.3520 4.6450
PHAT 1.6045 1.4396 1.7609 3.5517 3.1477 4.1643
PH5T 1.0238 0.8949 1.1355 1.9219 1.7318 2.2017

P — Pupa; H — Heterorhabditis riobravus; CR — Cepilho + racéo; PF — Papel defiltro; T —Terra. OBS: Os nimeros
apresentados nos tratamentos representam as dosagens de juvenis infectivos aplicados: 1 —200; 2 — 400; 3 — 800; 4 — 1.600;
5 —3.200.

53



Tabela 1c — Periodos letais para os juvenis infectivos da espécie Heterorhabditis riobravus
(Rhabditida: Heterorhabditidae) atingirem 50% e 90% de mortalidade dos adultos de Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag), a partir de cada dosagem aplicada, em cada tipo de
substrato.

Limite Limite Limite Limite
Tratamentos| Tl g inferior superior Tl oo inferior superior
AH2CR 7.4318 5.4914 14.4544 23.9847 12.8915 100.0486
AH3CR 4.2710 3.6079 5.5831 14.8664 9.7678 31.8062
AH4CR 1.9936 1.8515 2.1331 3.4404 3.1559 3.8350
AH5CR 1.7548 1.6185 1.8881 3.1478 2.8755 3.5236
AH1PF 5.0981 4.4745 6.6985 8.5111 6.5370 15.3900
AH2PF 6.8274 5.0419 12.8528 29.7163 14.9329 136.3459
AH3PF 4.2336 3.4712 5.9301 19.7795 11.5015 57.5720
AH4PF 6.8274 5.0419 12.8528 29.7163 14.9329 136.3459
AH5PF 2.4357 2.1759 2.7390 7.2323 5.7194 10.3856
AH1T 16.0924 8.1381 181.5735 98.3814 26.1365 12285.9395
AH2T 16.0924 8.1381 181.5735 98.3814 26.1365 12285.9395
AH3T 4.3022 3.9492 4.9349 7.0333 5.8531 9.8201
AHAT 3.2910 2.9549 3.7724 8.5874 6.7011 12.6907
AH5T 2.4023 2.2616 2.5378 3.6616 3.4048 4.0282

A — Adulto; H — Heterorhabditis riobravus; CR — Cepilho + ragdo; PF — Papel de filtro; T — Terra. OBS: Os nimeros
apresentados nos tratamentos representam as dosagens de juvenis infectivos aplicados: 1 — 400; 2 — 800; 3 — 1.600; 4 —
3.200; 5 — 6.400.

VALLE (2004) observou uma maior freqiéncia das mortes das larvas de Conotrachelus.
psidii, o Gorgulho-da-goiaba, entre o terceiro e o nono dia nos testes realizados com trés
diferentes linhagens de nematGides em placas de Petri. Esta lenta mortalidade foi atribuida a
baixa quantidade de J Is aplicados. Com testes realizados em colunas de areia, 0 mesmo autor
relatou que os periodos necessarios para H. baujardi LPP7 causar mortalidade de 50 e 90% das
larvas de C. psidii foram respectivamente, 0,54 (0,29-0,88) e 2,41 (2,03-2,75) dias.
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Figura 4. Representacdo grafica das curvas dos tempos letais 50% (TLso) € 90% (TLgo) de Alphitobius diaperinus (Coleoptera:
Tenebrionidae) em cada tratamento, apos infeccdo por Heterorhabditis riobravus (Rhabditida, Heterorhabditidae). L — Larva; P — Pupa; A —
Adulto; H — Heterorhabditis riobravus; CR — Cepilho + racdo; PF — Papel de filtro; T — Terra. OBS: Os nimeros apresentados nos
tratamentos representam as dosagens de juvenis infectivos aplicados: L: 1 —100; 2 — 200; 3 — 400; 4 — 800; 5 — 1.600. / P: 1 — 200; 2 — 400;
3-800; 4 —1.600; 5 —3.200. / A: 1 —400; 2 — 800; 3 —1.600; 4 — 3.200; 5 — 6.400.
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2- Determinacdo dos TLsg e TL g pela acdo de S. carpocapsae em cada tratamento (TAB. 2;
FIG. 5):

Entre todos os tratamentos envolvendo larvas e S. carpocapsae, 0s menores TLsp € TLoo

registrados, foram observados no substrato terra, no indculo de 200 J Is, com 0s respectivos
periodos, 1,1598 e 1,9782 dia. Isto também aconteceu nos tratamentos que envolveram
individuos adultos expostos a 800 JIs de S. carpocapsae, no mesmo tipo de substrato, com o0s
seguintes tempos letais: (1,1598 dia) TLspe (1,9782 dia) TL g.

Os maiores TLsy (6,2044 dias) e TLoo (18,9089 dias), registrados entre todos os
tratamentos com S. carpocapsae estiveram presentes no tratamento que expés larvas a
dosagem de 100 J Is no substrato papel defiltro.

Tabela 2 - Periodos letais para os juvenis infectivos da espécie Steinernema carpocapsae
(Rhabditida: Steinernematidae) causarem 50%(TLsp) € 90%(TLgy) de mortalidade dos
estadios de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), a partir de cada dosagem
aplicada, em cadatipo de substrato.

Limite Limite Limite Limite
Tratamentos| TLsp inferior superior TL g inferior superior
LS1PF 6.2044 4.8874 9.8753 18.9089| 11.3357 54.4851
LS2PF 1.9646 1.7575 2.1731 5.1343 4.3309 6.5510
LS3PF 1.2626 1.1022 1.4070 2.8317 2.5181 3.2999
LS4PF 1.3098 1.1740 1.4359 2.5762 2.3252 2.9330
LS2T 1.1598 1.0527 1.2596 1.9782 1.7989 2.2374
AS2CR 2.4647 2.2370 2.7224 6.1347 5.1072 8.0121
AS3CR 2.5240 2.0822 3.1705 17.4859| 9.7950 60.5868
AS1PF 2.6047 2.4323 2.7854 4.6089 4.1481 5.3214
AS2PF 3.2538 2.8150 3.9691 125410 8.5145 24.8125
AS3PF 1.4351 1.2971 1.5655 2.8091 2.5383 3.1926
AS5PF 1.4141 1.1571 1.6369 5.0628 4.0707 7.1416
ASIT 1.5296 1.3249 1.7169 4.2240 3.5934 5.3198
AS2T 1.1598 1.0527 1.2596 1.9782 1.7989 2.2374

L — Larva; A — Adulto; S — Steinernema carpocapsae; CR — Cepilho + rac8o; PF — Papel de filtro; T — Terra.
OBS: Os numeros apresentados nos tratamentos representam na ordem crescente por cada estédio de
desenvolvimento de Alphitobius diaperinus as dosagens de juvenisinfectivos aplicados. L: 1 —100; 2 — 200;
3-400; 4 —800; 5—1.600. / A: 1 —400; 2 —800; 3 —1.600; 4 —3.200; 5 — 6.400.
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Curvas dos TLsg e TLgg nos tratamentos com Steinernema carpocapsae
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Figura 5. Representacdo gréfica das curvas dos tempos letais 50% (TL so) € 90% (TL o) de
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) em cada tratamento, apds infeccdo por
Steinernema carpocapsae (Rhabditida, Steinernematidae). L — Larva; A — Adulto; S — Steinernema
carpocapsae; CR — Cepilho + racdo; PF — Papel de filtro; T — Terra. OBS: Os numeros
apresentados nos tratamentos representam na ordem crescente por cada estadio de desenvolvimento
de Alphitobius diaperinus as dosagens de juvenis infectivos aplicados. L: 1 — 100; 2 — 200; 3 — 400;
4 —800; 5—-1.600./ A: 1 —400; 2 —800; 3 —1.600; 4 —3.200; 5 — 6.400.

3- Determinacdo dos TLsp e TLgg pela acdo de H. riobravus e S. carpocapsae, em cada tipo
de substrato, independente das trés dosagens comuns (400, 800 e 1.600 J Is) e do estadio de

desenvolvimento de A. diaperinus (TAB. 3):

O substrato que mais favoreceu a agéo infectiva dos nematoides entomopatogénicos da
espécie H. riobravus, diante da populacdo de A. diaperinus, foi a terra. Além disso, este
mesmo tipo de substrato mostrou-se também adequado a agcdo de busca e infeccéo dos J Is de
S. carpocapsae, diante dos estadios de larva e adulto do inseto.

O cepilho + racéo foi o tipo de substrato no qual ocorreu 0 menor TLsg (0,8457 dia) de

acdo infectiva por S. carpocapsae sobre as formas evolutivas de A. diaperinus. Por outro lado,
neste tipo de substrato, os JIsde S. carpocapsae apresentaram o maior TLgg (21,4034 dias)
registrado, diante dos estadios de larva e adulto do inseto. Isto talvez possa ser explicado pelo
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maior gasto de energia que necessita ser despendido pelo nematéide ao longo do tempo na
procura de seus hospedeiros (estadios moveis), neste tipo de substrato, quando comparado aos
outros dois substratos, considerados estes de certa forma mais regulares para a locomogao.
Também é importante salientar que o volume deste substrato se sobressai em relagdo aos
demais e desta forma pode propiciar “locais de esconderijo” para os adultos e larvas,
dificultando a acdo de S. carpocapsae que, devido a sua estratégia de emboscada, procura
situar-se mais préximo da superficie. Contudo, somente apds a complementacéo deste estudo,
gue depende somente dos testes envolvendo esta espécie de nematdide e o estadio ndo-
locomotor (pupas) de A. diaperinus nos substratos propostos, € que serd possivel a
confirmagdo de muitas hipoteses como estas.

No substrato papel de filtro ocorreu o maior TLsp para S. carpocapsae, contudo esta
situacdo se inverteu para o TLgy obtido; o qual indicou um menor nimero de dias em relagdo
a0 TL g obtido para o substrato cepilho + racéo.

CAMPBELL & GAUGLER (1993) verificaram que S. carpocapsae induziu
significativamente maior mortalidade de hospedeiros na superficie do papel filtro no qual eles
foram aplicados, do que no lado oposto, e que a mortalidade de hospedeiros induzida por H.
bacteriophora ndo diferiu entre as duas superficies. Isto indica que os nematoides da espécie
S. carpocapsae apresentam uma maior dificuldade em ultrapassar este tipo de substrato para

tentar chegar ao hospedeiro.
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Tabela 3 - Periodos letais para os juvenis infectivos das espécies de nematdides Heterorhabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) causarem 50%(TLso) € 90%(TLgo) de mortalidade sobre Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), em cada tipo de substrato, independente das trés dosagens comuns (400, 800 e 1.600 JIs) e

do estadio de desenvolvimento do inseto.

Espécies Substratos TLso (Dias) _le!te L|m|_te TLg (Dias) _L|m|_te L|m|_te
inferior superior inferior superior

Cepilho + ragdo 3.3964 3.2468 3.5689 10.4025 9.2384 11.9639

H. riobravus Papel defiltro 3.1217 2.9491 3.3253 14.6147 12.2042 18.2267
Terra 2.3783 2.2869 24742 7.5475 6.8605 8.4310

Cepilho + racdo 0.8457 0,5983 1.0552 21.4034 13.3290 46.6565

S. carpocapsae | Papel defiltro 1.5703 1.4945 1.6439 4.0517 3.7932 4.3687
Terra 1.0544 0.9976 1.1082 2.1901 2.0881 2.3087
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Apesar da aplicagdo dos indculos no presente experimento ter ocorrido apenas na superficie
voltada para o exterior da placa de Petri (acima do papel de filtro), é necessario lembrar do
possivel habito de tunelagem realizado pelas larvas, seguidas pelos adultos, afim de realizarem o
canibalismo sobre as pupas a serem formadas (FIG. 6). Isto ocorre principalmente quando o
recurso de alimento é escasso no ambiente, fato este observado nos presentes substratos testados.

6e

Figura - 6. a-f. Fotografias em sequiéncia do canibalismo exercido por adultos sobre pupas de Alphitobius
diaperinus (Coleoptera, Tenebrionidae). a. Aproximagdo do adulto; b. inicio do canibalismo; c.
aglomeragdo sobre a pupa; d. aproximagdo de mais individuos adultos; e. inicio da dispersdo dos adultos;

f. adulto com o restante da pupa (a setaindica a pupa). Barras = 5mm.
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Desta forma, estes dois estadios foram muitas vezes observados situados abaixo do papel de
filtro, o que pode explicar este maior tempo letal paraS. carpocapsae.

E importante salientar, que, aliado as tentativas de explicagdes para os resultados obtidos
acima, sempre deve estar presente em mente a imunidade desenvolvida pelo inseto, a partir de
uma dada infeccdo. Como os parasitos sobrevivem, ou escapam, ou como atua o controle
imunol 6gico de um inseto, S0 assuntos complexos ainda ndo compl etamente compreendidos. Em
geral, a resisténcia passiva a imunidade resulta de uma forte pressdo evoluciondria sobre o0s
patogenos a respeito dos mecanismos em desenvolvimento, que possibilitam escapar da resposta
imune do inseto ou minimizar sua eficiéncia através de mudancas adaptativas ocorrentes no

proprio patégeno.

CONCLUSOES

» Demaneirageral aacdo dos JIsde H. riobravus com relacdo a infeccéo ao longo do tempo,
€, naordem, mais eficiente sobre os estédios de larva, pupa e adulto de A. diaperinus.

» De maneira gera a acdo dos J Is de S. carpocapsae com relagdo a infecgdo ao longo do
tempo, € mais eficiente sobre as larvas do que sobre os adultos de A. diaperinus,
principal mente quando os Ultimos ndo estdo situados naterra.

» O tipo de substrato sobre o qual ocorre 0 comportamento da ecologia de infeccdo entre os
nematdides entomopatogénicos e 0 seu potencial hospedeiro; pode influenciar no periodo
destainteracéo.

» A terrafoi o tipo de substrato que mais favoreceu o comportamento de infecgdo dos J Is de
H. riobravus sobre a populacéo de A. diaperinus. O mesmo também ocorreu para os J Is de
S. carpocapsae diante da populagdo amostral, representada apenas por larvas e adultos de A.

diaperinus.
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CAPITULO 3

DETERMINACAO IN VITRO DO POTENCIAL DE MULTIPLICACAO DOS
NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS Heterorhabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) EM
LARVAS DE Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE) E
DE Galleria mellonella (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE).

RESUMO

Sdo vérios os fatores que podem influenciar o potencial de multiplicacdo dos NEPs no
interior de seus hospedeiros. Além disso, a morfometria dos juvenis infectivos de
Steinernematideos e de Heterorhabditideos € importante para a descricéo e identificacdo das suas
especies e linhagens. Inéculos de J Is de H. riobravus e S. carpocapsae foram adicionados sobre
20 larvas de G. mellonella e de A. diaperinus situadas individua mente em placas de Petri. Apos a
morte estas eram individualmente transferidas para “armadilhas de White’. Logo observada a

emergéncia dos J Is, a agua de cada “armadilha’ era isoladamente coletada em tubos de



Eppendorf, e realizavam - se as contagens em microscopio optico dos juvenis infectivos que
emergiam de cada cadaver, chegando-se assim a producéo média de J Is para as duas espécies
hospedeiras. Alguns tubos de Eppendorf, relativos a cada espécie de nemat6ide e hospedeiro,
foram aleatoriamente selecionados, e tiveram seus contelidos misturados. Posteriormente, 50 J Is
de cada tubo espécie/ hospedeiro, foram aleatoriamente selecionados para a realizacdo de estudos
morfométricos. Os parametros analisados foram apenas o comprimento e a largura corporal total
dos JIs produzidos. Este trabalho teve como objetivos: determinar a producéo média das espécies
de NEPs no interior das larvas de A. diaperinus e de G. mellonella, e evidenciar possiveis
mudancas de alguns aspectos morfométricos dos juvenis infectivos emergentes de cada espécie
hospedeira. Houve diferenca significativa entre as médias de producdo de J I's das duas espécies
de NEPs, obtidas das larvas de G. mellonella, com p = 0,0048. Com relacéo as médias de
producdo registradas para as duas espécies de nematdides, utilizando como hospedeiros larvas de
A. diaperinus, ndo foram constatadas diferencas significativas entre elas, com p = 0,8883. A
partir das médias de comprimento corporal total (CCT) e de largura corporal total (LCT) dosJIs
de H. riobravus e S. carpocapsae, multiplicados nas duas espécies hospedeiras, foi observada

diferenca significativa entre elas, com p = 0,0002.

Palavras chave: Alphitobius diaperinus, Galleria mellonella, larvas, multiplicagdo, juvenis

infectivos, nematGides entomopatogéni cos, morfometria.

IN VITRO DETERMINATION OF THE POTENTIAL OF MULTIPLICATION OF
NEMATODES ENTOMOPATHOGENICS Heterorhabditis riobravus e Steinernema
carpocapsae (RHABDITIDA: HETERORHABDITIDAE, STEINERNEMATIDAE) IN
LARVAS OF Alphitobius diaperinus (PANZER) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)
AND OF Galleria mellonella (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE).

ABSTRACT

There are several the factors that can influence the potential of multiplication of NEPsinside their
hosts. Besides, the morfometry of the infective juvenile of Steinernematidios and of

Heterorhabditidios are important for the description and identification of the species and
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lineages. J 1 of H. riobravus and S. carpocapsae were added on 20 larvae of G. mellonella and of
A. diaperinus placed individually in petri plates. After their death these were transferred
individually for "White traps’. As soon as it was observed the J Is emergence, the water of each
"trap” was collected separately in Eppendorf tubes, and were accomplished the counting in
optical microscope of the juvenile infective that emerged of each corpse, obtaining by this way
the average rate of production of juvenile for the two host species. Some Eppendorf tubes,
relatively to each nematode species and host, were selected aeatory, and they had their contents
mixed. Later, 50 J Is each tube of species/ host, were aleatory selected for the accomplishment of
morph metric studies. The analyzed parameters were just the length and the total corporal width
of the produced J Is. This experiment had as objectives. to determine the medium production of
the species of NEPs inside the larvae of A. diaperinus and of G. mellonella, and to evidence
possible changes of some morphometric aspects of the juvenile emerging infective of each host
species. There was significant difference between the production means of JIs of the two species
of NEPs, obtained of the larvae of G. mellonella, with p = 0.0048. Regarding to the production
means registered for the two nematodes species, using as hosts larvae of A. diaperinus,
significant differences were not verified among them, with p = 0.8883. Starting from the means
of CCT and of LCT of JI of H. riobravus and S. carpocapsae, multiplied in the two host species,

was observed significant differences among them, with p = 0.0002.

Words key: A. diaperinus, G. mellonella, larvae, multiplication, infective juvenile,

morphometry.

INTRODUCAO

Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidotera: Pyralidae), conhecida como grande traga da
cera € um hospedeiro atamente susceptivel a nematGides entomopatogénicos das familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae, sendo por isso amplamente empregada experimental mente
(MARTIN, 1997).

A maior parte dos experimentos utilizando diversas linhagens de NEPS, consegue manter seus
estoques através da utilizagcdo de larvas de Ultimo instar da G. mellonella no processo de infeccéo.
Contudo a criacdo deste Lepidoptero em laboratério além de ser custosa, exige também um

intenso manejo sobre sua popul agéo.
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Sdo varios os fatores que podem influenciar o potencial de multiplicacdo dos NEPs no
interior de seus hospedeiros, tais como a viruléncia das bactérias simbidticas, a infeccdo
concomitante com outro microrganismo, a espécie de hospedeiro utilizado e o nimero de J Is
penetrantes. De acordo com KAYA & KOPPENHOFER (1996) quando este niimero no interior
do hospedeiro excede um nivel 6timo, uma competicdo espoliativa intra-especifica pode ocorrer
entre 0os nematdides em desenvolvimento, a qual pode reduzir o nimero tota da progénie
emergente do cadaver. Se o nimero de J Is que se estabelecem no hospedeiro excede a sua
capacidade de suporte, nenhuma progénie € obtida. Assim, a competicao resultante no hospedeiro
pode ser antagonistica para a sobrevivéncia das populagdes ocorrentes naturalmente ou para o
estabel ecimento dos nematéides aplicados.

Contudo, este tipo de competicdo € mais provavel de ocorrer quando a penetracdo dos JIs no
hospedeiro susceptivel ocorre numa érea proxima do cadaver de onde eles estédo emergindo, ou
quando eles sdo aplicados inundativamente como inseticidas biol 6gicos numa dada area.

GEDEN et al. (1985), utilizando como hospedeiros de nematdides entomopatogénicos larvas,
pupas e adultos de Alphitobius diaperinus, também vulgarmente conhecido no Brasil como
cascudinho, salientam a reproducdo bem suscedida nos cadaveres do besouro, do nematdide S.
feltiae. Desta forma, partindo-se do principio que o restabel ecimento de uma nova popul agéo de J
Is, apds a morte dos hospedeiros infectados, pode realmente ocorrer nos locais de aplicacéo, faze-
se de fundamental importancia avaiar a real taxa de multiplicacdo destas formas diante de
determinada dosagem inicialmente aplicada. Além disso, esta espécie hospedeira devido ao seu
facil e barato manejo de criagcdo, pode se tornar uma nova aternativa no que diz respeito a
multiplicaco de NEPs in vitro.

O potencia de producéo de novas formas de juvenis infectivos de Steinernema carpocapsae e
de Heterorhabditis riobravus em larvas de A. diaperinus e de G. mellonella, foram determinados
a partir de um Unico indculo constituido por cerca de 1.600 J Is de ambas as espécies de NEPs.
Assim, o presente trabalho tem por objetivo determinar a producéo meédia das espécies de NEPs
no interior das larvas de A. diaperinus e de G. mellonella, e evidenciar possiveis mudancas de
alguns aspectos morfométricos dos juvenis infectivos emergentes de cada espécie hospedeira.
Pouco se sabe sobre as caracteristicas morfométricas dos J Is das espécies de nematoides, apos
multiplicarem - se em hospedeiros de diferentes espécies e até mesmo de diferentes Ordens de
Insetos.
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MATERIAL E METODOS

Inicialmente foram coletadas das populagbes de criagdes, e pesadas, 310 larvas de A.
diaperinus e 167 larvas de G. mellonella. A partir dos pesos obtidos chegou-se aos pesos médios
daslarvas criadas in vitro, de ambas as espécies de hospedeiros. Utilizando-se dos val ores médios
obtidos, foram selecionadas 20 larvas de cascudinhos e de mariposas apresentando pesos
correspondentes ou aproximados a estes valores.

Cada larva foi isoladamente colocada em placas de Petri de 5¢cm de didametro esterelizadas,
tendo como substrato duas folhas de papel de filtro, também esterelizadas. Um mesmo indculo
contendo por volta de 1.600 J Is de ambas as espécies de NEPs em solucdo aguosa, foi
adicionado a cada placa. Estas posteriormente foram acondicionadas em camaras climatizadas
reguladas & temperatura de 25+ 1°C. A medida que as larvas iam morrendo, eram
individualmente transferidas para mini “armadilhas de White” adaptadas (KAYA & STOCK,
1997) e novamente mantidas em camaras climatizadas por um periodo de 20 dias (FIG. 1).

Figura — 1. Mini armadilha de White contendo larvas de Alphitobius diaperinus

(Coleoptera: Tenebrionidae) e de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae).

As temperaturas e umidades méximas e minimas foram registradas durante este periodo.
Logo observada a emergéncia dos J Is, a &gua de cada mini “armadilha de White” era
isoladamente coletada em frascos de 25cm?, tipicamente utilizados para cultura de tecidos, e
posteriormente um mesmo observador realizava as contagens em microscopio optico dos juvenis

infectivos que emergiam de cada cadaver. (FIG. 2).
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Figura — 2. Frascos de 25cm? contendo os juvenis infectivos dos nemat6ides Heterorhabditis
riobravus e Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae)
multiplicados nas larvas de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) e de Alphitobius

diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae).

A partir dos vaores individuais de producéo obtidos, chegou-se a producéo média de juvenis
infectivos em larvas, para as espécies hospedeiras, determinando 0s seus potenciais de
multiplicacdo. Terminadas as contagens, alguns frascos, relativos a cada espécie de nematoide e
hospedeiro, foram aleatoriamente selecionados, e em seguida tiveram seus conteidos misturados.
Os quatro frascos (A — JIsde H. riobravus/ G. mellonella; B — JIs de H. riobravus/ Cascudinho;
C — JlIs de S. carpocapsae/ G. mellonella e D — J Is de S. carpocapsae/ Cascudinho) foram
primeiramente analisados para determinacdo do numero total médio populacional presente em
cada um deles. Em seguida, 50 J Is de cada tubo espécie/ hospedeiro, correspondendo a
0,037%(A), 0,14%(B), 0,037%(C) e 0,17%(D) das populagdes analisadas, foram aleatoriamente
selecionados para a realizacao de estudos morfométricos em microscopio 6ptico Olympus BX 41,
com o auxilio de ocular micrométrica (aumento 400x). A substancia utilizada para provocar a
estagnacdo dos movimentos dos J Is com o objetivo de facilitar a analise morfométrica, foi uma
pequena gota de lugol.

Os pardmetros anatdmicos escol hidos para a andise, foram apenas 0 comprimento e a largura
corpord total (CCT e LCT) dos JIs produzidos (FIG. 3).

Andlise estatistica — As médias dos potenciais de producdo de NEPs nas duas espécies

hospedeiras, assm como as médias dos parametros de morfometria analisados dos nematéides
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emergentes, foram comparadas utilizando o teste “T” de Student a 5% de probabilidade. Os
resultados foram interpretados por meio do software SAEG (UFV, 2000)

Figura — 3. a-f. Fotomicrografias dos nematdides entomopatogénicos multiplicados em larvas de
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) e de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidag). a.
Steinernema carpocapsae multiplicados em Alphitobius diaperinus; b. Steinernema carpocapsae
multiplicados em Galleria mellonella. c. Heterorhabditis riobravus multiplicados em Alphitobius
diaperinus; d. Heterorhabditis riobravus multiplicados em Galleria mellonella; e-f. Metodologia da
morfometria; e. Foram medidos somente os nemat6ides em posi¢do linear; f. Largura do nematdide
aferida com auxilio de uma ocular micrométrica no aumento de 400x. Barras=100um.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Potencial de multiplicacdo

A espécie H. riobravus mostrou-se 2,5 vezes mais efetiva em seu potencial de multiplicacéo
no lepiddptero, que € o hospedeiro tradicionalmente utilizado com esta finalidade, do que a
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espécie S. carpocapsae. A explicagdo para isto pode estar ligada ao hospedeiro natural evolutivo
de cada espécie, ao efeito de densidade dependente, anteriormente citado, como também ao tipo
de comportamento de busca e infec¢éo dos J I's no substrato papel defiltro.

Houve diferenca significativa entre as médias de producdo de J Is das duas espécies de
NEPs, obtidas das larvas do lepidoptero G. mellonella, com p = 0,0048. Com relacdo as médias
de producéo registradas para as duas espécies de nematdides, utilizando como hospedeiros larvas
do coledptero A. diaperinus, ndo foram constatadas diferencas significativa entre elas, com p =
0,8883 (TAB. 1a). A diferenca no nimero de larvas de A. diaperinus obtidas para a producéo de
NEPs entre as espécies de Nematoda, pareceu ndo influenciar nos valores de producdo média
alcancados neste hospedeiro.

Quando o hospedeiro é colonizado por nematéides entomopatogénicos, um nimero seguro de
J Is é necessario para superar as defesas do hospedeiro (GAUGLER et al., 1994; WANG et al.,
1994) e para garantir o acasalamento (para Steinernematideos). Todavia, a invasdo por muitos
nematoides, pode impedir seriamente o desenvolvimento, a sobrevivéncia, e a reproducdo nos
hospedeiros individuais (SELVAN et al., 1993). Tal efeito de densidade dependente tem sido
observado com S. carpocapsae (SANDER & STANUSZEK, 1971; SELVAN et al., 1993), S.
glaseri (ZERVOS et al., 1991; KOPPENHOFFER & KAYA, 1995) e Heterorhabditis spp.
(MOLYNEUX et al., 1983; SELVAN et al., 1993). Entretanto, H. bacteriophora parece ser bem
menos susceptivel a competicdo intra-especifica do que S. carpocapsae e S. glaseri (SELVAN et
al., 1993; KOPPENHOFFER & KAYA, 1995).
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Tabela la - Médias de juvenis infectivos dos nematGides Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae (Rhabditida:

Heterorhabditidae, Steinernematidae) multiplicados em larvas de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) e de Alphitobius diaperinus

(Coleoptera: Tenebrionidae).

Peso médio (Hospedeiro)

Producdo media

Hospedeiros Espécies n (Larvas) +3D g n (mortas) | n ( produtoras) +SD JIs E.P CvV
H. riobravus 20 0,172275+0,006198886 20 16 109.474+77.363a |19,340.63| 70,6675

G. mellonella | S. carpocapsae 20 0,17274+0,00790512 20 14 42.734+32.410b | 8,661.88 | 75,8409
H. riobravus 20 0,016305+0,00045 20 14 7.421+4.293a 1,147.44 | 57,851

A. diaperinus | S. carpocapsae 20 0,016495+0,00073447 20 9 7.706x5.244a 1,748.05 | 68,0569

n (Larvas): NUmero de larvas infectadas; SD: Desvio padréo; g: unidade grama; n (mortas): NUmero de larvas mortas; n (produtoras): NUmero de larvas em que houve producédo de

juvenisinfectivos; (J1s): Juvenisinfectivos; E.P: Erro padréo; C.V: Coeficiente de variago.

M édias seguidas das mesmas | etras na coluna dentro de cada hospedeiro, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste “T” de Student (P>0,05).
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Em estudos pilotos, redlizados paralelos a este, a mesma linhagem de S. carpocapsae
utilizada no presente experimento também revelou bons resultados relativos a infeccdo e
consequente morte de ninfas de quinto instar do hemiptero Manaharva liturata, a conhecida
cigarrinha - das — pastagens, e sobre também larvas e pupas do diptera Musca domestica (FIG. 4)
Contudo, somente a espécie de hemiptero foi efetiva no estabelecimento e multiplicacdo dos J Is.
Quando realizada infeccdo sobre ninfas de menores instares, a multiplicacdo néo foi efetiva,
resultando em muitos individuos adultos “gravidos’ e juvenis de primeiro instar recém liberados
(FIG. 5). Este fato ndo foi observado nos testes sobre as ninfas de Ultimo instar, 0 que nos levaa
crer que o recurso disponivel aos J Is nestas ninfas ndo foi suficiente para que a espécie pudesse

desenvolver novas geragoes.

Figura — 4. Armadilha de White contendo larvas e pupas de Musca domestica
(Diptera:  Muscidae) mortas por Steinernema carpocapsae

(Rhabditida: Steinernematidae). Barra=4 mm.

Figura — 5. Adulto de Steinernema carpocapsae (Rhabditida, Steinernematidag)

com juvenis infectivos no seu interior. Barra= 50 pm.
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Segundo PETERS (1996), S. carpocapsae ja foi naturamente isolado a partir de insetos
pertencentes as seguintes Ordens. Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e Lepidoptera. Com relacéo
a outra espécie de nematdide estudada ndo conseguimos encontrar nenhum relato sobre seus
hospedeiros naturais. E importante salientar que a maioria das espécies hoje produzidas em
laboratorio apresenta diferentes linhagens devido as varias passagens por diferentes tipos de
hospedeiros. Aparentemente, esta condicéo pode interferir nas tentativas de controle bioldgico
sobre as pragas de ocorréncia natural e até mesmo sobre aquelas classificadas como exaticas.
Porém, & importante ressaltar as contribuic¢des das importantes informacdes provenientes destes
estudos, as quais podem prever alguns consideraveis aspectos futuros envolvendo as espécies nao
alvo, diante das aplicagdes no campo.

Devido ao menor tamanho da larva de A. diaperinus, cerca de 10,8 vezes menor, comparado
com o da larva da mariposa, os resultados obtidos em termos de producéo para ambas as espécies
de nematbides, em cada hospedeiro, ndo foi surpreendente. Contudo, se ignorarmos essas
evidentes diferencas anatbmicas e fisioldgicas entre as duas espécies hospedeiras e passarmos a
consideréd-las como um “mesmo recurso” em massa corpora para o parasito, é possivel inferir da
TAB. 1b, que a producéo comparativa de J Is de S. carpocapsae e de H. riobravus em larvas de
A. diaperinus seja respectivamente de 1,9 e 0,71 em relacdo a producéo obtida em larvas de G.
mellonella. Ou sgja, a larva do coledptero quase duplica o nimero de J Is de S. carpocapsae e
reduz em aproximadamente 30% o nudmero de J Is de H. riobravus, em relacdo a larva do
lepiddptero. Contudo, 0os numeros de larvas de A. diaperinus necessarios para atingirem as
producdes de JIs de H. riobravus e de S. carpocapsae obtidas nas larvas de G. mellonella, seriam
respectivamente, 236 e 77.

Pelo motivo da espécie A. diaperinus utilizada neste experimento ndo representar o
hospedeiro natural de H. riobravus e de S. carpocapsae, e também pelo fato de nunca antes ter
sido utilizada para a multiplicacdo das espécies e linhagens de NEPs citadas, ela acabou
surpreendendo com os seus bons resultados.

Nematdides da espécie H. bacteriophora criados in vitro (meios de cultura) foram menores
em tamanho e produziram poucos ovos quando comparados com agueles que cresceram

previamente in vivo (ZIONI et al., 1992).
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Tabela 1b - Andlise do nimero de larvas de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) necessarias para alcancar as médias

de producdo de juvenis infectivos, dos nematdides Heterorhabditis riobravus e Steinernema carpocapsae (Rhabditida:

Heterorhabditidae, Steinernematidae), obtidos a partir de larvas de Galleria mellonella (L epidoptera: Pyralidae).

_ N N Recurso Producao média NL’Jmero_de Ia_lrvas
Hospedeiros Espécies n(mortas) (produtoras) (massa corporal) g +SDJIs denﬁ.ccezlézgﬁir;r;us
H. riobravus 20 16 2,7564 1.751.584 236
G. mellonella | S. carpocapsae 20 14 2,41836 598.276 77
H. riobravus 20 14 0,22827 103.894 14
A. diaperinus | S. carpocapsae 20 9 0,148455 69.354 9

SD: Desvio padréo; n (mortas): Numero de larvas mortas; n (produtoras)

Juvenis infectivos.

: NUmero de larvas em que houve producdo de juvenis infectivos; (J 19):
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HATAB et al., (1998) estudando nematéides da espécie S. glaseri, também verificaram que o
nimero de J Is produzidos por mg de peso seco realmente pode variar de acordo com o método
de cultura utilizado. Segundo estes mesmos autores, 0 nimero de J Is produzidos a partir de
larvas do coledptero P. japonica e do lepidoptero G. mellonella, foram respecitvamente,
1.267+67 e 1.346+47 por mg hospedeiro. Em contraste, a criacdo a partir da cultura liquida e da
cultura solida produziu os respectivos nimeros de juvenis infectivos. 40941 e 350+37 por mg
de cultura seca.

Os parasitos considerados obrigatorios dependem de seus hospedeiros para obter seus
nutrientes. HATAB et al., (1998), afirmam que a composi¢ao lipidica, em termos de quantidade e
qualidade, dos nemat6ides entomopatogénicos é fortemente influenciada pelo hospedeiro ou pelo
meio de cultura sobre 0 qual eles sdo criados.

O grande conteddo lipidico dos J I's € um reflexo de sua dependéncia sobre os lipidios, como
a principal fonte de energia e de reserva de alimento. Semelhante aos outros insetos predadores,
0s nematdides entomopatogénicos dependem de sua presa para obter uma fonte de colesterol ou
de esterdis utilizaveis (SVYOBODA et al., 1978; MORRISON & RITTER, 1986).

Analise morfométrica

A morfometria dos juvenis infectivos de Steinernematideos e de Heterorhabditideos séo
importantes para a descricéo e identificacdo das espécies. Contudo, de acordo com NGUYEN &
SMART (1995), os resultados de morfometria obtidos de culturas in vitro ndo devem ser usados
com objetivo taxondmico ou de identificagdo. Segundo eles, além do meio de cultura, os
parametros morfométricos dos J Is de Steinernematideos, especialmente o comprimento corporal
total, também podem variar entre os individuos que emergem em diferentes periodos do cadaver
do inseto. Sabendo disto, todo cuidado foi tomado no presente experimento, quando todos os
juvenis infectivos emergentes de cada espécie/ hospedeiro foram misturados, formando assim
quatro popul acdes a serem amostradas.

A partir das médias obtidas de comprimento corporal total (CCT) e de largura corporal total
(LCT) dos 50 espécimes analisados de cada linhagem (populacéo), foram realizados quatro testes
estatisticos para comparacdo destas. Como se pode observar na TAB. 2 ocorreram diferencas
significativas em todos eles, com p = 0,0002. Quanto maior o “recurso” (hospedeiro) oferecido,
também maior foi o comprimento e a largura corporal total dos J Is emergentes para ambas as

espécies de nematoides analisadas. Conseqlientemente, obedecendo esta direta proporcionalidade,
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quanto menor foi o “recurso” (hospedeiro), também menor foram o comprimento e a largura
corporal total dos J Is emergentes.

Durante o acondicionamento em &gua destilada, uma alteracdo comportamental foi
observada nos J Is de H. riobravus, multiplicados no coledptero A. diaperinus, em relacdo ao
comportamento tipico dos seus J Is, quando multiplicados no lepidéptero G. mellonella. Os J Is
obtidos a partir das larvas de A. diaperinus ndo demonstraram a forte tendéncia de agregacéo
intra-especifica em agua destilada, observada nos J I's obtidos a partir das larvas de G. mellonella
(FIG. 6).

Figura — 6. a-b. Comportamento gregério intra-especifico dos juvenis infectivos
de Heterorhabditis riobravus (Rhabditida: Heterorhabditidae), multiplicados apds
infeccdo nos diferentes hospedeiros, quando acondicionados em agua destilada.

a. Nematdides oriundos do besouro (Alphitobius diaperinus); b. Nematéides
oriundos da mariposa (Galleria mellonella).

Os J Is de H. riobravus provenientes de A. diaperinus apresentaram maior CCT
(516+21,18um) em relacdo aos J Is de S. carpocapsae emergidos do mesmo hospedeiro
(510,2+32,54um). Contudo ao analisarmos o parametro LCT, foi observado que os J Is de S.
carpocapsae emergidos de A. diaperinus apresentaram maiores LCTs (27,6+2,76um), quando
comparados aos J Is de H. riobravus emergidos do mesmo hospedeiro (17,85+1,89um).

POINAR (1990) relata que em espéecies maiores tais como Steinernema glaseri (Steiner)
{juvenisinfectivos = 864 - 1.448um de comprimento} ocorre a producéo de cerca de 30.000 JIs
para a larva de G. mellonella (massa=0,25g), entretanto em espécies menores tais como

Heterohabditidis bacteriophora (Poinar) {juvenis infectivos = 512 — 671um de comprimento} a
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producdo é por volta de 400.000 J Is. Em termos de comparagdo, no presente estudo obtivemos
uma producdo média de cerca de 42.734 J Is de S. carpocapsae {559,2+28,98um de
comprimento} para a larva de G. mellonella (massa=0,17g). Em relacdo aos J Is da espécie H.
riobravus {555,6+31,04um de comprimento}, a producéo obtida foi por volta de 109.474 JIs no
mesmo hospedeiro (TABs. 1la e 2). Assim sendo, nossos resultados estdo de acordo com 0s
resultados obtidos por POINAR (1990), sugerindo que quanto menor for o nematéide maior sera

a sua producdo em termos numéricos, quando utilizando larvas de G. Mellonella.
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Tabela 2 - Médias do comprimento corporal e dalargura corporal total dos juvenis infectivos dos nematéides Heterorhabditis riobravus

e Steinernema carpocapsae (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) multiplicados em larvas de Galleria mellonella

(Lepidoptera: Pyralidae) e de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag).

o _ C.C.T Médio L.C.T Média
Espécies Hospedeiros (larvas) | n (Neps) E.P CV E.P CV
+ SD um + SD um
G. mellonella 50 555,6+31,047a 4,390 5,588 23,2+2,674a 0,378 11,528
H. riobravus A. diaperinus 50 516+21,18b 2,996 4,106 17,85+1,89b 0,267 10,591
G. mellonella 50 559,2+28,98a 4,099 5,183 30,1+3,91a 0,553 12,993
S. carpocapsae A. diaperinus 50 510,2+32,54b 4,602 6,378 27,612,76b 0,390 10,016

n(Neps): NUmero de juvenisinfectivos analisados; C.C.T: Comprimento corporal total; L.C.T: Largura corporal total; E.P: Erro padrdo; C.V: Coeficiente de variagéo.

Médias seguidas das mesmas | etras nas colunas dentro de cada espécie de nematéide, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste “ T” de Student (P>0,05).
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Todas as duas espécies de NEPs parecem investir mais na producdo do que no tamanho dos
J Is formados, visto que ambos os parametros morfométricos analisados diminuiram
significativamente com a reducdo do tamanho do hospedeiro. Além disso, a espécie S.
carpocapsae pareceu ter uma maior tendéncia a priorizar a LCT do que o CCT dos J Is; sendo
observado 0 oposto para a espécie H. riobravus. Isto talvez possa ser explicado, devido ao fato
dos Heterorhabditideos possuirem uma estratégia adiciona de infeccdo, comparado aos
Steinernematideos, que € a capacidade de penetrar a cuticula do seu hospedeiro através da

utilizacdo de uma estrutura adaptativa conhecida como “dente”.

CONCLUSOES

» As duas espécies de nematdides apresentaram diferentes comportamentos, no que diz
respeito aos seus potenciais de multiplicacdo em larvas de G. mellonella. Este fato ndo
aconteceu gquando os hospedeiros utilizados foram larvas de A. diaperinus; onde estes
potenciais se equivaleram.

» As caracteristicas anatbmicas da espécie hospedeira, sendo esta analisada como um
“recurso” para 0 parasito, pode provocar consideraveis mudancas morfométricas nas
popul agdes destes.

» O comportamento de interacdo dos juvenis infectivos de H. riobravus provenientes de

diferentes hospedeiros quando armazenados, pode ser aterado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pelo fato dos galpdes de criacdo serem sombreados ndo ocorre excessiva radiacdo solar; 0s
substratos permanecem até certo grau Umidos devido a entrada dos estercos e da presenca dos
sistemas de abastecimento de agua dentro dos recintos; e ademais, além de causar a morte dos
insetos, também ocorre a producéo de novos juvenis infectivos no interior do cadaver, que apos
algum tempo emergem do mesmo, restabelecendo uma nova popul agéo infectiva no ambiente por
um tempo adicional.

Todos estes fatores podem contribuir para o efetivo controle das populactes de Alphitobius
diaperinus nas criagbes de aves. Contudo, neste estudo ndo poderiamos apenas quantificar o
numero total de hospedeiros mortos para uma dada densidade de juvenis infectivos, pois
estariamos ignorando muitos aspectos da importante biologia do hospedeiro, do seu habitat, da
suainteragdo com o parasito e com as demais comunidades de organismos que coexistem em seu
ambiente natural.

Alguns estudos envolvendo a dindmica dos estédios de A. diaperinus com a sazonalidade
anual, tém sido realizados. Adultos e larvas séo mais abundantes no esterco de aves poedeiras nos

meses mais frios, estacdo de outono e inverno. Estes reduzem em ndmero “sensivelmente’ nos
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meses mais quentes (primavera e verdo), onde a precipitacdo de chuvas é maior, desfavorecendo
aproliferacéo de adultos e larvas.

Sabendo que larvas e pupas do diptero Musca domestica podem ser alvos dos J Is infectivos
guando aplicados sobre a cama de frangos, impedindo assim a multiplicacdo destes, e que muitos
dos fracassos na tentativa de controle bioldgico de insetos pragas no ambiente utilizando as
diferentes espécies e linhagens de nemat6ides entomopatogénicos podem, serem explicados, pelo
menos em parte, pelos resultados aqui obtidos; faz - se necessarios estudos adicionais com estes
nematoides, utilizando os diferentes estagios de A. diaperinus e até mesmo de outros hospedeiros,
para uma maior compreensao desta possivel estratégia evolutiva.

De posse das dosagens e periodos letais obtidos para cada estadio nos diferentes tipos de
substratos, do potencial de multiplicacdo de J Is nas larvas da espécie avo e nos demais
organismos presentes na cama de frango; e da dindmica populaciona dos estadios deste
coledptero ao longo do ano; o controle bioldgico sobre a espécie poderd ser exercido de forma
mai s consciente e equilibrada.

Antes de levar a pesquisa para 0 campo € necessario muito estudo. L& fora as coisas ndo séo
como no laboratdrio, tudo isto funciona muito bem onde pode ser controlado, mas a natureza tem
0 seu préprio tempo. A maior preocupacdo de um pesguisador que se dedica a esta &rea do
conhecimento deve ser sempre a de levar a pesguisa para 0 campo na tentativa de solucionar, ou
a0 menos minimizar o problema, sem, contudo, provocar o0 surgimento de outros, como por

exemplo, o desequilibrio ecol 6gico.
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APENDICE - A

Tabela 1 - Patdgenos transmitidos e carreados por Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidag) e suas respectivas doengas

provocadas sobre as aves.

Agente Etioldgico
Escherichia coli

Doenca
Aerosaculite, salpingite e colisepticemia

Salmonella sp

Pulorosa, tifo e paratifo

Mycoplasma paragallinarum

DCR, aerosaculite, sinovite infecciosa

Heamophilus paragallinarum

Corizainfecciosa

Clostridium sp

Botulismo, enterites

Birnavirus

Doenca de Gumboro

Paramixovirus

Doenca de Newcastle

Herpesvirus Doencade Marek
Coronavirus Bronquite infecciosa
Adenovirus EDS (sindrome da queda de postura)
Aspergillus sp Aspergilose
Candida sp Candidiase
Eimeria sp Coccidiose
Ascaridia, Heterakis, Daivainea, Raillietina Helmintoses

Fonte: Adaptado de Berchieri & Macari (2000).
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