AV,

AV#f%' UN|VEBS|DADE ESTADUAL PAULISTA ) I i‘C A
u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” N\
Campus de Botucatu FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS

UNESP | BOTUCATU

JENNIFER KAWANE APARECIDA DE SOUZA

AVALIACAO DE DIETAS PARA CRIACAO DE Galleria mellonella L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E MULTIPLICACAO DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS

Botucatu
2022






JENNIFER KAWANE APARECIDA DE SOUZA

AVALIACAO DE DIETAS PARA CRIACAO DE Galleria mellonella L., 1758
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E MULTIPLICACAO DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agronomicas da Unesp Campus
de Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre em Protecéo de Plantas.

Orientadora: Silvia Renata Siciliano
Wilcken

Botucatu
2022



S§729a  Souza, Jennifer Kawane Aparecida de
Avaliacdo de dietas para criacdo de Galleria mellonella |.
(Lepidoptera: Pyralidae) e multiplicacdo de
nematoides entomopatogénicos / Jennifer Kawane
Aparecida de Souza. --, 2022
108 p. :il., tabs., fotos

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu,

Orientadora: Silvia Renata Siciliano Wilcken

1. Nematologia agricola. 2. Nematoides entomopatogénicos. 3.

Galleria mellonella. 4. Manutengdo de espécies. 5. Alimentacdo. I.
Titulo

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Botucatu. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA \) FC A

AVA
VAV
FACULOADE DE CIENCIAS AGRONGMICAS
UNESP | BOTUCATY

Céampus de Botucatu

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: AVALIAGAO DE DIETAS PARA CRIAGAO DE Galleria mellonella L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) E MULTIPLICAGAO DE NEMATOIDES
ENTOMOPATOGENICOS

AUTORA: JENNIFER KAWANE APARECIDA DE SOUZA
ORIENTADORA: SILVIA RENATA SICILIANO WILCKEN

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em Agronomia (Protecdo de
Plantas), pela Comissdo Examinadora:

Prof.2 Dr.2 SILVIA RENATA SICILIANO WILCKEN (Participagao Presencial)
Protecao Vegetal / Faculdade de Ciencias Agronomicas de Botucatu UNESP

Pesquisadora Dr.2 ADRIANA APARECIDA GABIA (Participagao Presencial) /’«'4’/4?/'// —
Nematologia / Promip Consultoria e Assessoria em Agronomia Ltda.

Pesquisadora Dr.2 ANDRESSA LIMA DE BRIDA (Participacao Virtual) Bies: o
Nematologia / CropSolutions - Pesquisa, Tecnologia e Inovagdo Agropecuéria Ltda {-\“d-\ﬁ-%& L Oniden

Botucatu, 21 de novembro de 2022

Faculdade de Ciéncias Agronémicas - Campus de Botucatu -
Avenida Universitaria, , 3780, 18610034, Botucatu - Sao Paulo
http://www.fca.unesp.brCNPJ: 48.031.918/0021-78.






Aos mewus amados 1i7bos

Danzel ¢ Vigorza






AGRADECIMENTOS

A Deus criador de todas as coisas, obrigada por me dizer que sou forte em meio as
minhas fraquezas.

Aos meus queridos pais Sonia e José pelo apoio incondicional.
A minha amada irma Jessica por todo empenho, animo, companheirismo e ajuda.
A o meu marido Regis Augusto, pelo apoio.

A Profa. Dra. Silvia Renata, pela orientacéo, ensinamentos, paciéncia e exemplo de
professora.

Aos meus estagiarios Alexandra, Amanda, Rian e Gustavo por todo empenho e auxilio
A todos os professores e funcionarios da FCA.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento
88887.372166/2019-00.






“E preciso suportar duas ou trés lagartas, para conhecer as borboletas”.

SAINT-EXUPERY, A. D. O pequeno principe. Tradugéo de G. MIRANDA. Eds.
especial. ed. Cotia: Pandorga, 2020. p 69.






RESUMO

Galleria mellonella € um inseto modelo aceito em estudos de interagBes patdgeno-
hospedeiro e sobre compostos antimicrobianos. E oferecida como hospedeiro em
diversos laboratérios no mundo, por sua facilidade de manuseio, aceitacéo de técnicas
de infeccdo e pelo seu sistema imune inato, semelhante ao de mamiferos. Essa
espécie € empregada em pesquisas relacionadas a saude humana, animal e no
desenvolvimento de técnicas e tecnologias de controle biologico de pragas. Em
nematologia agricola, as lagartas de G. mellonella sdo oferecidas aos nematoides
entomopatogénicos (NEPs), como hospedeiro padrdo. Embora a criacdo da espécie
de mariposa seja considerada facil, a nutricdo desses insetos é um fator limitante, pois
guando inadequada influencia diretamente nos processos de infeccdo, viruléncia e
multiplicacdo de Heterorhabditis e Steinernema (géneros das familias de NEPs). Em
compor uma dieta que beneficie o ciclo de vida de G. mellonella, estimulando a fase
larval, aumentando o tamanho das lagartas e o nimero de adultos na populacéo final,
com uma prole saudavel e bem desenvolvida, essa pesquisa tem por objetivo, estudar
a resposta de individuos de G. mellonella quando submetidos a uma nova dieta
artificial e verificar se as lagartas alimentadas por ela, podem comprometer, favorecer,
ou nao serem significantes, nos processos de infeccao, viruléncia e multiplicacéo de
criacoes de nematoides entomopatogénicos em laboratério. Para isso duas etapas
foram utilizadas nesta pesquisa, a primeira corresponde as avaliacbes biométricas,
demograficas e dos parametros de vida e fertilidade para as lagartas de G. mellonella
nutridas com diferentes dietas artificiais, sendo o tratamento 1: favos secos
umedecidos com solucédo de mel a 75%, tratamento 2: dieta composta de leite em po6
integral, mel, farinha de aveia, gérmen de trigo e proteina de soja e tratamento 3: dieta
padrao criada por Guerra (1973). As populacdes foram avaliadas por 8 geracdes. Para
a segunda etapa, foram verificadas as influéncias da alimentacao das lagartas sobre
0os processos de infeccdo, viruléncia e multiplicacdo de nematoides
entomopatogénicos, em que o0s tratamentos correspondem as lagartas da oitava
geracao de G. mellonella padronizadas em comprimento e largura para cada dieta em
6° instar, oferecidas a cinco espécies de nematoides entomopatogénicos, sendo elas:
Heterorhabditis bacteriophora, H. amazonensis, Steinernema puertoricense, S. rarum
e S. feltiae. Sobre as dietas, pode-se verificar que as lagartas alimentadas pela dieta
adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra
(1998) apresentaram os melhores indices de desenvolvimento e médias positivas para
grande parte dos parametros avaliados, enquanto a dieta correspondente ao
tratamento 1 demonstrou médias negativas sobre o desenvolvimento da espécie G.
mellonella. A dieta do tratamento 3 se mostrou nesta pesquisa uma boa opcéao de
alimentacéo a lagartas da espécie, porém seu uso nao é recomendado para criagdes
com finalidade de hospedeiras a nematoides entomopatogénicos, visto que as
lagartas alimentadas por essa dieta, apresentam baixa producdo de juvenis
infectantes. Para as avaliacdes da influéncia da alimentacdo das lagartas sobre os
processos realizados pelos NEPs, a dieta correspondente ao tratamento 2 se
apresentou favoravel a infeccéo, viruléncia e multiplicagdo para as cinco espécies
avaliadas.

Palavras-chave: criagdo em laboratério; Heterorhabditis; técnica in vivo;, NEPs;
Steinernema






ABSTRACT

Galleria mellonella is a model insect accepted in studies of pathogen-host interactions
and on antimicrobial compounds. It is offered as a host in several laboratories around
the world, for its ease of handling, acceptance of infection techniques and for its innate
immune system, similar to that of mammals. This species is used in research related
to human and animal health and in the development of techniques and technologies
for biological pest control. In agricultural nematology, caterpillars of G. mellonella are
offered to entomopathogenic nematodes (NEPSs) as a standard host. The NEPs belong
to the Heterorhabditidae and Steinernematidae families, which are able to control
insect pests of annual and perennial crops in a period of 24 to 48 hours after spraying
them on crops. Although the creation of the moth species is considered easy, the

nutrition of these insects is a limiting factor, because when inadequate it directly
influences the processes of infection, virulence and multiplication of Heterorhabditis
and Steinernema (genera of the NEP families). In composing a diet that benefits the
life cycle of G. mellonella, stimulating the larval stage, increasing the size of caterpillars
and the number of adults in the final population, with a healthy and well-developed
offspring, this research aims to study the response of individuals of G. mellonella when
submitted to a new artificial diet and to verify if the caterpillars fed by it, can
compromise, favor, or not be significant, in the processes of infection, virulence and
multiplication of creations of entomopathogenic nematodes in the laboratory. For this,
two stages were used in this research, the first corresponds to biometric, demographic
and life and fertility parameters assessments for G. mellonella caterpillars fed with
different artificial diets, being treatment 1: dry combs moistened with honey solution at
75%, treatment 2: diet composed of whole milk powder, honey, oat flour, wheat germ
and soy protein and treatment 3: standard diet created by Guerra (1973). Populations
were evaluated for 8 generations. For the second stage, the influences of the
caterpillars' feeding on the processes of infection, virulence and multiplication of
entomopathogenic nematodes were verified, in which the treatments correspond to the
caterpillars of the eighth generation of G. mellonella standardized in length and width
for each diet in 6 th instar, offered to five species of entomopathogenic nematodes,
namely: Heterorhabditis bacteriophora, H. amazonensis, Steinernema puertoricense,
S. rarum and S. feltiae. Regarding the diets, it can be seen that the caterpillars fed by
the adapted diet showed the best development rates and positive averages for most
of the parameters evaluated, while the diet corresponding to diet 1 showed negative
averages on the development of the species G. mellonella. Diet 3 was shown in this
research to be a good option for feeding caterpillars of the species, but its use is not
recommended for creations with the purpose of hosting entomopathogenic nematodes,
since caterpillars fed by this diet have low production of infective juveniles. For the
evaluations of the influence of the caterpillars' feeding on the processes carried out by
the NEPs, the diet corresponding to treatment 2 was favorable to infection, virulence
and multiplication for the five species evaluated.

Keywords: creation in laboratory; Heterorhabditis; technique in vivo; ENPSs;
Steinernema
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1 INTRODUCAO

A fauna do solo possui inumeros individuos encarregados de diversas
atividades, relacionadas a decomposicdo de material organico e manutencado do
equilibrio dos solos, sendo a principal engrenagem do ciclo de vida dos seres vivos
(CORREIA, 2002). Dentre esses seres, encontramos os nematoides. Os habitos
alimentares dos nematoides sao diversificados, variando de espécie para espécie
(GOULART, 2007). Os nematoides de interesse para a agriculta sdo os nematoides
parasitos de plantas, que se alimentam da estrutura radicular das plantas atraves da
insercdo de seu estilete bucal e os nematoides entomopatogénicos que causam

patogenia e morte de insetos e outros artrépodes.

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) controlam com eficiéncia, inseto-
pragas agricolas e florestais, atuando em medidas de controle biolégico de insetos
(FUGA, FERNANDES e LOPES, 2012). Nesse grupo de nematoides encontramos as
espécies pertencentes a familia Steinernematidae e Heterorhabditidae. Como dito,
sdo espécies que tem por habitat o solo, e podem ser detectadas através de

levantamentos especificos realizados a campo (DOLINSKI, 2006).

Em meio a crescente das pesquisas com a utilizacdo de NEPs como agentes
de biocontrole de pragas, torna-se necessario a criacdo de insetos hospedeiros em
laboratorio, que serdo oferecidos como alimentos aos NEPs. Entre os hospedeiros
comumente encontrados em laboratérios temos, as lagartas do besouro tenébrio
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) e a traca-da-cera
Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) (COSTA, 2006) sendo
esta Ultima a espécie padrdo para a criacdo e manutencdo de NEPs em condi¢des

laboratoriais.

No Brasil, devido as dificuldades com a criagéo de G. mellonella, alguns autores
fazem o uso da espécie T. molitor, por sua facilidade de criacdo em sistemas
controlados. Existem ainda alguns autores que utilizam lagartas de Diatraea
saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Pyralidae), encontrada com menor

incidéncia entre os laboratérios de nematologia, mas aparecem em alguns casos
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especificos de instituicbes que possuem a criacao para outras finalidades e acabam
utilizando também como hospedeiros aos NEPs (FERRAZ, 1998).

A G. mellonella é usada como padrédo internacional em pesquisas com NEPs,
a criacao desta mariposa € essencial em laboratérios de pesquisas com nematoides
entomopatogénicos. Porém, sua criagdo em laboratorios é dificultada por diversos

fatores, como alteracdes em temperatura, exposicéo a luz e alimentacéo, além dos
contaminantes e aproveitadores, a exemplo da mosca lambe-olhos — Hippelates

spp., Loew, 1863 (Diptera: Chloropidae), os fungos causadores de bolores dos

géneros Aspergillus e Penicillium Micheli, 1729 (Eurotiales: Trichocomaceae), também
a mariposa traca-pequena-da-cera — Achroia grisella Fabricius, 1754 (Lepidoptera:

Pyralidae) e o parasitoide Apanteles galleriae Wilkinson, 1932 (Hymenoptera:
Ichneumonidae: Braconidae) (ZACARIN, GOBBI e CHAUD-NETTO, 2004).

Dentre os fatores determinantes do sucesso da criacdo de G. mellonella em
laboratério, o elemento nutricional € o mais importante. Como na natureza as
mariposas sédo pragas da apicultura, e se alimentam do mel, cera e polen produzidos
e coletados por abelhas, a dieta em laboratorio deve ser préxima em balanco
nutricional a tais fontes de alimento, além de palatavel as lagartas, garantindo o bom
desenvolvimento, sobrevivéncia e manutencédo da espécie em criacdes laboratoriais.
A escolha e preparo de uma alimentacdo artificial, que possibilite a producdo e
manutencao de insetos, capaz de fornecer os nutrientes em niveis apropriados para
o desenvolvimento da espécie, com custo consideravel e de facil preparo, representa
uma das principais exigéncias para o éxito de criacBes de insetos em laboratorio
(PARRA, PANIZZI e HADDAD, 2012).

Na maioria dos casos, 0 oferecimento de dietas in natura pode trazer fungos e
outros contaminadores para a criacao, e as dietas artificiais comumente oferecidas as
mariposas de G. mellonella, podem ser recusadas pelas lagartas, ocasionando em
diminuicdo do namero de individuos nas fases do ciclo de vida (ovo, larva, pupa e
adultos), além de deformacdes que podem surgir nessas fases. Quando néo se dispbe
de uma dieta propria para o inseto, ou a mesma nao se mostra mais eficiente em
niveis nutricionais que contribuam no desenvolvimento e sobrevivéncia dos

espécimes, é recomendado a elaboracao de dietas artificiais similares a alimentacao
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natural do inseto (COHEN, 2015). Com base nisso, surge o questionamento: a dieta
artificial empregada para alimentacéo de fases larvais de G. mellonella pode interferir
no desenvolvimento desses insetos? E a alimentacdo oferecida as lagartas pode
influenciar no desempenho e producdo de nematoides entomopatogénicos em

laborat6ério?

Como as dietas empregadas na criacdo de G. mellonella, muitas vezes se
mostram insuficientes para o bom desenvolvimento, multiplicacdo, e ainda, um
periodo larval curto destas mariposas, (fatores cruciais para a manutencao da espécie
em laboratério) (PARRA, 2001), surge a necessidade de buscar um regime alimentar
capaz de oferecer os nutrientes indispensaveis para o desenvolvimento apropriado da
espécie, com possivel prolongacdo do estagio larval, visando o oferecimento das
lagartas como hospedeiras aos NEPs. Esta nova dieta, além dos fatores citados
acima, ndo deve oferecer riscos as lagartas ou mesmo aos NEPs e seus
descendentes, influenciando positivamente nos processos de infecgéo, viruléncia,

reproducéo e multiplicacdo dos NEPs.

Para tanto, essa pesquisa busca estudar a resposta de individuos de G.
mellonella quando submetidos a uma nova dieta artificial adaptada de Jorjao et al.
(2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e avaliar se as
lagartas alimentadas por tal dieta podem comprometer, ndo se mostrar influentes ou
até mesmo, favorecer os processos de infeccdo, viruléncia e multiplicacdo de

nematoides entomopatogénicos.

Assim admite-se para essa pesquisa a hipétese nula (HO) de que a dieta
artificial adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de
Parra (1998) nado € significativa para o desenvolvimento de G. mellonella sem
escalonamento da fase larval e compromete / ndo é influente nos processos de
infeccdo, viruléncia e multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos, e as hipéteses
alternativas: (H1) em que a dieta artificial adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), baseada em Guerra (1973) e
modificada de Parra (1998) proporciona o melhor desenvolvimento de G. mellonella
com escalonamento na fase larval sem interferéncias negativas no ciclo de vida da

espécie e favorece os processos de nematoides entomopatogénicos em laboratorio.



28

Segunda hipo6tese (H2) a dieta artificial adaptada de Jorjdo et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) néo é significativa para o
desenvolvimento de G. mellonella sem escalonamento da fase larval mas favorece os
processos de nematoides entomopatogénicos em laboratorio; (H3) A dieta artificial
adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra
(21998) proporciona o melhor desenvolvimento de G. mellonella com escalonamento
na fase larval sem interferéncias negativas no ciclo de vida da espécie e compromete
/ ndo é influente nos processos de infecc¢ao, viruléncia e multiplicacdo de nematoides

entomopatogénicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Nematoides entomopatogénicos

Sao chamados de nematoides entomopatogénicos (NEPs) as espécies de
nematoides parasitas obrigatérios de artrépodes que provocam a morte de insetos por
patogenia (desenvolvimento de doencas). Na biologia, o termo entomopatégeno se
refere a individuos que causam a morte de um segundo, através de substancias e
toxinas que possuem atividade inseticida (LEITE, 2015). Os nematoides que se
enquadram nessa classificagdo pertencem a ordem Rhabditidae, familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae e géneros Steinernema e Heterorhabditis
(SANTOS, 2009; ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).

Acredita-se que a origem dos nematoides entomopatogénicos tenha ocorrido
durante a era Paleozoica (542 — 241 milhGes de anos atras). Nessa era, existem
quatro periodos importantes a serem considerados, sendo eles, periodo Cambriano,
com o surgimento dos artrépodes; periodo Ordoviciano, com o aparecimento dos
primeiros peixes primitivos e invertebrados marinhos; periodo Siluriano, no qual o
ambiente terrestre foi invadido pelos artropodes, surgindo os primeiros insetos; e o
periodo Devoniano, que marcou a saida dos peixes da dgua (LAMANA e BRANCO,
2009). Tais periodos levam a acreditar que o0s ancestrais dos nematoides
entomopatogénicos possam ter surgido em algum momento entre o periodo
Devoniano, evoluindo em simultaneo, em aproximadamente 375 milhdes de anos
atras (POINAR JR., 1993).

De acordo com o trabalho de Poinar Jr. (1993), as familias Heterorhabditidae e
Steinernematidae, possuem ancestrais diferentes, mas os padroes semelhantes de
infectividade, ciclo de vida e associacdo com um simbionte bacteriano séo

considerados resultado de uma convergéncia entre as familias.

Segundo Poinar Jr. (1993) Heterorhabditidae provem de um ancestral marinho,
hal6filo, que se alimentava de bactérias de vida livre encontradas em sedimentos
marinhos, possivelmente Pellioditis marina Bastian (1865), que migrou para o0
ambiente terrestre. Pode ser encontrado alto numero de individuos desta familia
naturalmente em encostas de praias, sugerindo a preferéncia dos Heterorhabditideos

por solos arenosos e quentes.
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Os registros em areas longe do mar de individuos do género Heterorhabditis,
mostram que possuem uma boa adaptacdo a baixa salinidade dos solos, embora
possa existir uma preferéncia por solos com teores de sais mais altos. Um estudo
realizado com esse género de nematoide, mostra que sado capazes de sobreviver por
um periodo mais longo quando armazenados em solucéo de ringer e em agua do mar
do que em agua doce (POINAR e PAFF, 1985).

Os seres da familia Steinernematidae ndo apresentam evidéncias de um
ancestral marinho, e provavelmente evoluiram de um ancestral terrestre da linha de
Rhabditophanes sp. Supde-se que as familias possuam diferencas morfologicas e
comportamentais devido ao seu processo evolutivo sofrido com o tempo, onde 0s
Heterorhabditidae possam ter maior evolugdo em comparacao aos Steinernematidae.
Alguns sinais dessa evolucao seriam o hermafroditismo, o dente cérneo (causando
uma penetracdo forcada no hospedeiro), entre outras caracteristicas atribuidas aos
integrantes de Heterorhabditis (POINAR JR., 1983).

Ao se tratar de distribuicdo geografica ambas as espécies sdo cosmopolitas,
podendo ser encontradas na América, Europa, Africa, Asia, Oceania com exce¢do da
Antartida. Podem também ter distribuicdo relacionada as condi¢cdes climaticas,
encontrando em regides de temperatura anual média de até 25 °C (regibes
temperadas) maior ocorréncia de nematoides do género Steinernema e em regioes
de temperatura média anual superior a 25 °C (regides tropicais e subtropicais) maior
existéncia dos nematoides do género Heterorhabditis (POPIEL e HOMINICK, 1990;
LAWRENCE, HOY e GREWAL, 2006).

Esses nematoides podem ser encontrados em solo a profundidade que pode
chegar até 90 cm. Entretanto, alguns fatores ambientais podem interferir na
mobilidade dos NEPs, a exemplo da umidade, a temperatura e a textura do solo. Em
relacdo a textura, a porosidade afeta a dispersdo da espécie, sendo esta proporcional
ao tamanho dos poros, ou seja, quanto maiores 0s poros, maior é a dispersao dos
nematoides no solo (KAYA e GAUGLER, 1993; KOPPENHOFER, 2007).

Como pontos em comum e importantes a serem considerados, estes
nematoides apresentam efeito letal rapido, ampla gama de hospedeiros, ciclo de vida
curto, afetam qualquer estagio de desenvolvimento dos hospedeiros (exceto ovos),

sobrevivem por longos periodos de tempo para localizar o hospedeiro, toleram doses
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elevadas de produtos fitossanitarios, possuem efeito sinérgico com outras técnicas de
controle, tem boa adaptabilidade a novos habitats (desde que no solo), sédo facilmente
distribuidos, e principalmente, € especifico para artrépodes e ndo afeta plantas ou

organismos superiores (LEITE, 2015).

2.2 Ciclo de vida, simbiose e alimentacdo de nematoides entomopatogénicos

Os NEPs apresentam trés fases no seu ciclo de vida, sendo elas: ovo, juvenis
(J1 ao J3/J4) e adultos. Sendo que na fase juvenil J3, também denominada como
juvenil infectante (JI), apresenta grande resisténcia a adversidades ambientais e é a
Unica fase encontrada no solo. Os juvenis infectantes apresentam aberturas naturais
(boca e anus) oclusos e possui duas cuticulas sobrepostas, ambos garantem maior
tempo de sobrevivéncia do juvenil, evitando a desidratagcdo (ALMENARA, ROSSI e
WINTER, 2012).

Esses juvenis possuem ainda em seu tubo digestivo, bactérias simbiontes que
tem seu crescimento e metabolismo controlado no interior do nematoide, e s&o essas
gue causardo patogenias ao hospedeiro no momento da infeccdo pelo nematoide.
Tanto a espécie de bactérias simbiontes quanto o local de armazenamento das
mesmas sao especificos para cada género de NEPs (ALMENARA, ROSSI e WINTER,
2012).

As espécies pertencentes a Heterorhabditis, comecam seu processo de
infeccdo no momento em que 0s juvenis infectantes ingerem as bactérias simbiontes
do género Photorhabdus e as armazenam nos 2/3 iniciais do meséntero (rodeadas
por uma membrana de origem desconhecida) logo atrds da faringe (FLANDERS,
MILLER e SHIELDS, 1996; GOODRICH-BLAIR e CLARKE, 2007). Armazenados 0s
simbiontes, os Jis migram para o0 solo a procura de seu hospedeiro, quando o
encontram, penetram em Sseu corpo atraves das aberturas naturais (cavidade oral,
aberturas do sistema respiratorio traqueal e/ou anus) ou ainda forcam a penetracao
pelo tegumento do inseto com o auxilio de uma estrutura fixa em sua cabecga,
denominada de dente cérneo, que permite ao nematoide romper o tegumento do
artropode e dar inicio ao processo de infeccdo do seu alvo diretamente (FORST e
CLARKE, 2002).
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Para as espécies de Steinernema o0s juvenis infectantes armazenam as
bactérias simbiontes, que neste caso pertencem ao género Xenorhabdus, em um
diverticulo intestinal especializado localizado apdés a faringe e saem ao solo em busca
do hospedeiro, possuindo suas aberturas naturais fechadas e as duas cuticulas
sobrepostas, assim como Heterorhabditis, afim de evitar a desidratacdo. A infeccéo
para estas espécies s6 acontece pelos orificios naturais (ADAMS e NGUYEN, 2007;
GOODRICH-BLAIR, 2007).

Segundo Zuckerman e Jansson (1984) as técnicas utilizadas pelos juvenis
infectantes a procura de seus hospedeiros varia entre os NEPs, podendo acontecer
pelo comportamento de emboscada (ambusher) ou de busca e procura (“cruiser”).
Grande parte das espécies de Steinernema tem como estratégia o tipo emboscada, o
gual aguardam seu alvo, e quando localizado, se equilibram apoiados em suas
caudas, esperando o momento oportuno para se lancar no hospedeiro (GREWAL,
LEWIS, et al, 1994). Em contrapartida, grande parte dos NEPs do género
Heterorhabditis realizam a estratégia de busca e procura ativa de seus hospedeiros,
movendo-se pelo solo. Os nematoides com esse tipo de estratégia sdo menos
influenciados pela disponibilidade de hospedeiros (GREWAL, LEWIS, et al., 1994).

Ambos os géneros capturam ou buscam seus hospedeiros guiados pela
respiracdo e defecacdo, que geram diferentes teores de CO:2 e outras substancias
geradas pelas atividades metabolicas liberadas pelo inseto. Sdo guiados também por
plantas que quando atacadas por insetos emitem B-cariofilenos por suas raizes, estas
substancias séo recebidas pelos anfideos presentes na parte frontal do corpo dos
NEPs (ZUCKERMAN e JANSSON, 1984).

Uma vez na hemocele, os juvenis infectantes de Heterorhabditis liberam as
bactérias através do estoma (regurgitando), e os J3 de Steinernema, liberam seus
simbiontes através da defecacdo (FUGA, FERNANDES e LOPES, 2012). As bactérias
uma vez na hemocele do inseto, se propagam e matam o hospedeiro entre 24 a 72
horas em média, e a partir de metabolitos secundarios, causam a septicemia do inseto,
vale ressaltar que os NEPs também produzem substancias toxicas ao inseto
independente da bactéria simbionte (GREWAL, LEWIS, et al., 1994).

O corpo do inseto morto fica tomado por um ambiente liquido nutritivo composto

pelas bactérias simbiontes e O6rgados degradados do hospedeiro. Os nematoides
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consomem esse liquido formando reservas lipidicas (ADAMS e NGUYEN, 2007).
Nesse mesmo meio 0s NEPs se desenvolvem para juvenis de ultimo estagio (J4) e se
tornam adultos. No caso de Heterorhabditis ocorrem fémeas hermafroditas na primeira
geracao, as fémeas e machos aparecem na 2° geragcdo. Em Steinernema encontram-
se machos e fémeas desde a primeira geragdo. Na maior parte dos casos, 0S juvenis
originados possuem a disposicdo consideravel quantidade de alimento, sendo
capazes de completar seu desenvolvimento e se tornarem adultos de segunda
geracdo no mesmo inseto (ADAMS e NGUYEN, 2007).

Para as espécies de Steinernema, encontram-se adultos fémeas e machos, os
quais precisam copular para gerar descendentes. Os ovos dessas espécies sdo
depositados no meio liquido no corpo do hospedeiro e parte fica retida no interior das
genitoras até o momento da eclosdo (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012). Dos
juvenis eclodidos, parte se desenvolverdo para o estagio juvenil infectante (J3), o qual
retém a cuticula do estadgio J2, como uma camada protetora que impede a
desidratacdo durante sua migracdo ao solo. Outra parte, concluird seu
desenvolvimento no mesmo inseto que os genitores. Esses adultos irdo copular e
gerar Nnovos ovos, entretanto com a escassez dos recursos alimentares para essa
geracao, 0S novos juvenis migram obrigatoriamente ao solo, aonde permaneceréo até
localizarem um novo hospedeiro (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).

Heterorhabditis possui ciclo de vida semelhante as espécies de Steinernema,
entretanto seus nematoides adultos da primeira geracdo sao fémeas hermafroditas.
Essas hermafroditas possuem gonadas que produzem espermatozoides, e esses por
sua vez ficam acondicionados na espermateca esperando a producédo dos ovacitos.
As infecc¢des por Heterorhabditis sdo bem-sucedidas mesmo com a entrada de um
anico JI, devido a essa caracteristica de hermafroditismo nos adultos da primeira
geracdo (POINAR JR., 1990; FORST e CLARKE, 2002).

No ciclo de Heterorhabditis, encontramos também um fendmeno chamado
Endotoquia matricida, que se refere a eclosdo dos ovos no interior do corpo da
genitora, e 0s juvenis rompem sua cuticula para se libertarem, causando sua morte
(ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012). Estudos com espécies de Heterorhabditis
sugerem gue a transferéncia das bactérias simbiontes entre a genitora e a prole ocorre

a partir do intestino das maes hermafroditas. Em que os simbiontes se deslocam pelas
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células intestinais da fémea ficando a disposicdo dos juvenis recém-eclodidos. E
possivel que a endotoquia matricida garanta que os simbiontes sejam transferidos
para a prole (CICHE, KIM, et al., 2008).

Durante o desenvolvimento dos nematoides entomopatogénicos, as bactérias
simbiontes possuem um papel fundamental, pois matam o inseto e permitem que o
nematoide se alimente delas junto dos liquidos do cadaver, impedindo o contagio por
outros microrganismos. Essas bactérias possuem extenso conjunto de genes
diretamente relacionados na producao de toxinas e metabdlitos secundarios, capazes
de garantir a patogenicidade, a identificacdo do nematoide e a manutencdo do
simbionte (CLARKE, 2008; ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).

A simbiose entre bactérias e nematoides entomopatogénicos € intrinseca entre
as espécies, onde os géneros Steinernema e Heterorhabditis possuem simbiose
apenas por bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus (PEREIRA, ALFAIA,
et al., 2019). Mas essa associacdo ndo € obrigatéria para os procariotos. A relacao
entre Heterorhabditis e Photorhabdus é bastante restritiva, onde em determinada
espécie de Heterorhabditis encontram-se sempre as mesmas linhagens de
Photorhabdus, enquanto em individuos de Steinernema é possivel encontrar a mesma
espécie de Xenorhabdus, em diferentes espécies do NEP (FORST e CLARKE, 2002).

2.3 Relacéo entre nematoides entomopatogénicos e hospedeiros

Tem-se sistema imune, como o meio de um organismo se defender de
patdgenos invasores. Este sistema € formado por inUmeras células e moléculas
responsaveis por reconhecer o invasor e desencadear uma resposta efetiva. Essas
células destroem ou inativam o patégeno, sendo fundamentais para garantir a defesa
do organismo (OLIVEIRA e KANASHIRO, 2010). O sistema neuroenddécrino envolve
a sintese e liberacdo de hormdnios, que podem ser descritos como substancias
guimicas que atuam como sinalizadores celulares. Esses quimicos exercem funcdes
em células especificas distantes do seu local de sintese (GARCIA, CASTRO, et al.,
2012).

Entre os hormdnios produzidos temos os Eicosanoides. Sdo hormonios locais
gue possuem curto alcance, sollveis em agua, e que exercem efeitos biolégicos, e se

degradam também com rapidez de maneira espontanea ou enzimatica. Sao
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essenciais para sinalizagéo da resposta imune de insetos (SHRESTHA e KIM, 2008).
Os Eicosanoides sdo desencadeadores cruciais da fagocitose, micro-agregacao,
reacoes de nodulacdo e migracao de células (STANLEY, 2006). A formacao deste
hormonio, é desencadeada pela enzima fosfolipase Az, esta mesma enzima atua sobre
a conversao de alimentos, reproducao, resposta imune e metabolismo (STANLEY,
2006).

O sistema de defesa contra infeccdo dos insetos inclui barreiras fisicas e
quimicas (glandulas salivais, tegumento e trato digestivo), resposta celular (mediada
pelos hemacitos), aléem da resposta imune inata (imunidade humoral). Esse sistema
abrange a ativacdo do sistema profenoloxidase, fagocitose, formacédo de
microagregados, inducdo de fatores antimicrobianos, encapsulacéo pelos hemécitos
e formacdo de moléculas reativas de oxigénio e nitrogénio. E ainda subdividido em
resposta imune celular, relativa as defesas mediadas por hemdcitos, e humoral
relacionada ao plasma, atuando em conjunto tornando o sistema mais eficiente na
minimizacdo, ou contencdo do patégeno invasor (GARCIA, CASTRO, et al., 2009;
URSIC-BEDOYA, BUCHHOP e LOWENBERGER, 2009).

Os organismos invasores devem superar primeiramente as barreiras de defesa
fisica, sendo elas: a cuticula superficial, o envélucro quitinoso da traqueia, o cibario e
a membrana peritrofica no intestino médio (LEMAITRE e HOFFMANN, 2007; SILVA,
2014). A armadura cibarial (encontrada em alguns insetos) forma uma barreira contra
infeccbes, sendo uma caracteristica importante em espécies de insetos vetores
(SHELLEY, MAIA-HERZOG, et al., 1997; SILVA, 2014).

O sistema imune inato, € ativado no momento em que essas barreiras de
defesa séo desfeitas por patégenos (SILVA, 2014). Esse sistema é formado por dois
tipos de resposta imune, a humoral (conjunto de liquidos presentes no inseto) e a
celular (relacionada as células de defesa). A resposta humoral é ativada pelas
moléculas dos insetos capazes de detectar o invasor, que acionam 0s receptores da
membrana celular do corpo gorduroso (SILVA, 2014), resultando em uma sinalizagao
em cadeia, que reconhece os patdogenos por diferentes vias imunoldgicas, como a via
Toll, Imd, Jak/Stat, JINK e a via da insulina (SILVA, 2014; RIOS DIEZ, 2018). Além das
proteinas da imunidade humoral (Toll, Imd e Jak/Stat), encontramos ainda nesse

sistema, diversas proteases e inibidores de proteases que reconhecem e eliminam os
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patdgenos (HILLYER, 2016). Ja a imunidade celular é composta por células que
participam de técnicas de defesa relacionadas a capacidade de fagocitar, encapsular
e melanizar os agentes patogénicos invasores (LEMAITRE e HOFFMANN, 2007;
SILVA, 2014).

A resposta imune € concentrada nas vias Toll e Imd, das quais as cascatas
resultam no estimulo da expresséo de genes relacionados com a imunidade (RIOS
DIEZ, 2018). A via toll € ativada durante infec¢des por agentes bacterianos de Gram-
positivo e fungos, em contrapartida, a via da imunodeficiéncia (Imd) esté relacionada
a resposta imune as bactérias Gram-negativas, alguns protozoarios e virus (PALMER
e JIGGINS, 2015).

A via Jak/Stat, esta ligada a imunidade e ao desenvolvimento do inseto. E
ativada no momento em que as citoquinas extracelulares se unem com receptores
celulares, provocando uma cascata que termina na transcricAio de genes

antimicrobianos e nas sinteses de Oxido nitrico (HILLYER, 2016).

Uma importante via da imunidade celular e da ativacédo do sistema em resposta
ao estresse € a via JNK. Essa via indica a célula, o momento da infeccdo ou que
existem mudancas antagbnicas no ambiente (SILVERMAN, ZHOU, et al., 2003).

Os hemdécitos que circulam livremente na hemolinfa ou sdo encontrados
aderidos aos tecidos, sdo células do sistema imune (SILVA, 2014). Essas células tém
variancia de 1.000 a 100.000 por mm?3de hemolinfa, variando de acordo com o estagio
de vida do inseto. Estudos sobre o sistema imune mostram que a primeira populacao
dos hemacitos sdo formados na fase embrionaria do mesoderma procefalica e em
segundo momento no ganglio linfatico (6rgao hematopoiético) durante o estagio larval
(TRIPLEHORN e JONNSON, 2010; SILVA, 2014).

A fagocitose € um mecanismo de defesa contra patégenos bacterianos,
fungicos, virais e protozoarios. Nessa etapa o sistema reconhece, engloba e destroi
os invasores no interior das células. Os plasmaécitos e granulécitos sdo os principais
hemadcitos que envolvem os mecanismos de defesa (DUNN, 1986; RATCLIFFE e
ROWLEY, 1979).

Quando a fagocitose ndo € suficiente para envolver o agente patogénico, 0

sistema imune da inicio a encapsulagdo, nessa fase ocorre a diferenciacdo de
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prohemacitos em lamelécitos, através da sinalizagédo dos lamelécitos para os ganglios
linfaticos no momento da deteccdo do invasor na hemolinfa (SILVA, 2014). Os
lamelocitos entédo formam o revestimento em forma de capsula ao redor do patdgeno,
provocando a resposta imune celular de melanizacdo acarretando em eliminagéo do
patégeno (LEMAITRE e HOFFMANN, 2007; SILVA, 2014).

O processo de nodulacdo é similar a encapsulacdo, sendo acionada no
momento de grande invasdo na hemolinfa, com um numero grade de invasores,
dificultando a eliminacdo pela fagocitose (SILVA, 2014). Os hemdcitos participam
ainda da coagulacédo da hemolinfa e na retencéo e dispersdo de substancias nutritivas
(RATCLIFFE e ROWLEY, 1979; GULLAN e CRASNSTON, 2007).

A quitina do intestino (anterior e posterior) proporciona a defesa mecanica
contra organismos que podem ser consumidos acidentalmente. Contudo, o intestino
médio ¢ isento de quitina, sendo, a parte vulneravel do canal alimentar. E nessa regi&o
gue 0s microrganismos patogénicos penetram na hemocele (WATERFIELD, HARES,
et al., 2005).

Inicialmente, os NEPs precisam romper a barreira mecanica do inseto para dar
inicio a sua colonizacdo. Apenas 0s nematoides do género Heterorhabditis podem
penetrar a cuticula devido a estrutura em forma de dente Unico e cbnico presente na
parte anterior do verme forcando a entrada na hemocele. Quando a cuticula € rompida
e 0 nematoide libera as bactérias, as mesmas comec¢am seu processo de alimentacao
causando a septicemia do inseto. Apds a entrada, 0os organismos invasores podem
sofrer a acdo de defesa celular pelos hemécitos e mecanismos bioquimicos
fisiolégicos do hospedeiro que atuam contra a invasao de patdégenos (DOLINSKI,
2006).

Com a entrada do nematoide pelo tegumento (no caso de Heterorhabditis)
ocorrem processos de coagulacdo e cicatrizagdo evitando o extravasamento da
hemolinfa. Inicialmente estdo envolvidos nessa etapa o0s coagulécitos e/ou
granuldcitos, seguida dos plasmaocitos, que participam na constituicdo de uma nova
cuticula. Tal ocorréncia ndo gera danos ao nematoide, e ainda pode facilitar seu
estabelecimento no inseto (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).
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Apés a entrada dos juvenis (J3) na hemolinfa, o sistema imunoldgico do
hospedeiro precisa enfrentar inicialmente o nematoide, até a liberacdo das suas
bactérias simbiontes. Em casos, a liberacdo ocorre até a sexta hora apos a infec¢ao
para as espécies de Steinernema e prazo de 30 minutos para infeccbes com
Heterorhabditis (LI, COWLES, et al., 2009).

Na hemocele, os hemdcitos presentes na hemolinfa se reidnem ao redor do
NEP, criando uma capsula denominada plasmatécito formada por camadas
concéntricas de hemacitos, sendo favorecida por uma liberagcdo de Fenol-Oxidase
(PO) denominada fagocitose (JOYCE, BRACHMANN, et al., 2008).

E neste momento em que o nematoide libera as bactérias e estas devem inibir
as reacoes de defesa do sistema imune, impedindo que se forme a capsula e a
ativacdo da PO, através da producdo de toxinas, antinioticos, e metabolitos
secundérios, provocando a morte dos granulécitos por intervencdo dos
lipopolissacarideos ou recorrendo a fontes citotdéxicas (OROZCO, 2014). As bactérias
simbiontes logo dao inicio ao processo de multiplicacdo nos hemdcitos provocando
sua ruptura, retornando a hemocele e gerando a septicemia do hospedeiro (BODE,
2009; ELEFTHERIANOS, WATERFIELD, et al., 2009).

No caso da simbiose Heterorhabditis-Photorhabdus a presenca de toxinas Tc
e Mcf, induzem a apoptose das células do sistema imune, controlando a resposta
imunolégica do inseto. Apresentam ainda a proteina efetora LopT que impede os
processos fagociticos do inseto hospedeiro (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).
Os simbiontes Photorhabdus spp. geram substancias que impedem a acao da enzima
fosfolipase A2 do inseto, relacionada a biossintese de eicosanoides (KIM, JI, et al.,
2005; WATERFIELD, HARES, et al., 2005).

A etapa seguinte ocorre durante a encapsulacdo, em que um grupo de células
se aglomeram envolvendo e eliminando grandes estruturas como os nematoides. No
inicio do processo, granuldcitos e coagulécitos cobrem o corpo estranho e a capsula
formada aumenta sua espessura se tornando escura (processo de melanizacao)
depois os plasmocitos se depositam sobre a estrutura, inviabilizando ou anulando o
invasor (HILLYER, 2016).

Os NEPs resistem ao encapsulamento e melanizacdo por meio de trés
mecanismos: evasao, tolerancia e supressao (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).
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A evasdo corresponde a ndo identificacdo do NEP pela defesa do inseto. Ja a
tolerancia se refere ao escape do encapsulamento através da infeccdo com elevado
namero de individuos, sobrecarregando o sistema imunologico, permitindo o escape.
Enquanto a supressdo, diz respeito as proteinas SCP (Surface Coat Proteins)
presentes na cuticula dos nematoides, permitindo a deterioracdo da resposta
imunologica do inseto (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012). Entretanto, a
capacidade protetiva destas proteinas contra melanizacdo e encapsulamento
depende da susceptibilidade do hospedeiro ao nematoide e seu simbionte (GARCIA,
CASTRO, et al., 2012).

A hemolinfa possui a enzima PO no processo de encapsulacédo de patdgenos
invasores. Para haver uma menor proliferacdo dos mesmos, proteinas e polifendis se
unem na superficie dos patdgenos presentes na hemolinfa. A imunidade ainda pode
ser induzida através da introducdo do patégeno na hemocele, ocorrendo a
suscetibilidade do inseto ao patégeno, ou a tolerancia do mesmo, porém essa

tolerancia ndo é repassada a sua descendéncia (HILLYER, 2016).

Uma vez liberada as bactérias simbiontes, o sistema imune do inseto passa a
combater um tipo diferente de organismo, com taticas diferentes de escape. Os
simbiontes bacterianos dispfem de duas estratégias para escapar da resposta
imunolégica: 1° evitar ou impedir a sua deteccdo, ou 2° suprimir diretamente a
ativacdo do sistema imune (VALLET-GELY, LEMAITRE e BOCCARD, 2008). As
bactérias simbiontes séo capazes de escapar da acdo de peptideos antimicrobiano e
da acéo de fagdcitos encontrados no hemocele dos insetos. As bactérias impedem a
atividade dos fagécitos, impedindo ou dificultando a producao de metabdlitos de acao
bacteriostatica, além de produzirem toxinas capazes de destruir os hemdcitos
ativamente (ELEFTHERIANOS, WATERFIELD, et al, 2009; DABORN,
WATERFIELD, et al., 2002).

A bactéria simbionte de Heterorhabditis multiplicam-se inicialmente no intestino
meédio e na hemolinfa das larvas, e tardiamente, no corpo gorduroso e outros tecidos
(DABORN, WATERFIELD, et al., 2001). No intestino, as células bacterianas ocupam
a regido entre a matriz extracelular e a lamina basal do epitélio. Nessa cavidade, as

bactérias produzem a toxina TcA (Toxin Complex A) ativada no proprio intestino e uma
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metaloprotease denominada PrtA (DABORN, WATERFIELD, et al., 2001; FFRENCH-
CONSTANT, WATERFIELD, et al., 2003).

Xenorhabdus secreta um peptideo citotoxico denominado xenorhabdolisina
(C1-Xax), que induz a lise celular nos insetos (ALMENARA, ROSSI e WINTER, 2012).
O complexo de toxinas secretadas por essa bactéria no momento de infeccao inclui,
ainda, a proteina Xpt, que possui atividade inseticida (SERGEANT, BAXTER, et al.,
2006). Estas proteinas causam a morte dos insetos quando liberadas (HERBERT e
GOODRICH-BLAIR, 2007).

Ao extrair os lipopolissacarideos (LPS) de membrana de espécies de
Photorhabdus e Xenorhabdus DOWDS e PETERS (2002), observaram que essa
substancia inibe a ativacdo de importantes vias imunoldgicas dos insetos, como a
cascata de profenoloxidase, que quando ativadas promovem a morte dos NEPs. Estas
bactérias ainda produzem substancias de amplo espectro de atividade bioldgica,
sendo: antibiéticos, bacteriocinas, proteases, antifungicos, lipases e
lipopolissacarideos (BODE, 2009). A presenca de tais substancias impede a infeccéo
do inseto morto por outras bactérias encontradas no ambiente (ALMENARA, ROSSI
e WINTER, 2012).

2.4 Uso de NEPs em programas de controle biolégico

Segundo Ferreira (2010) uma das vantagens dos NEPs é a biosseguranca
guanto a sua aplicacdo, pois ndo causam toxidade a humanos ou plantas. Possuem
também um amplo nimero de espécies adaptadas a diversos ambientes, favorecendo
a utilizacao desses nematoides no controle de pragas, suportando ainda a mistura em
tanque com fitossanitarios, como o uso de simazina + ametrina, acetoclor e oxifluorfem
com S. carpocapse, deltametrina e endosulfam junto de S. feltiae, oxifluorfem junto do
nematoide H. bacteriophora (NEGRISOLI Jr. et al., 2008), midacloprido com H.
bacteriophora e S. glaseri (KOPPENHOFER et al., 2000), tiametoxam combinado com
H. bacteriophora e S. glaseri (KOPPENHOFER et al.,, 2002), os fungicidas
picoxistrobina e ciproconazole, estrobilurinas e triazolinthione em conjunto de H.
bacteriophora (SOUZA, VENANCIO et al., 2019) além de outros.

Até o momento no Brasil, a espécie H. bacteriophora é registrada no Ministério

da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), sob registro n° 35519, cedido a
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empresa Bio Controle — Métodos de Controle de Pragas Ltda. em maio de 2019, o
produto em questéo € apresentado em forma de pé molhavel (WP), com concentracao
minima de 8,7 x 10° juvenis infectantes/g de produto (AGROFIT, 2019).

Existem diversos trabalhos que comprovam a eficiéncia dos NEPs como
agentes de biocontrole de insetos. Esse controle pode ser feito também, junto de
outros produtos fitossanitarios de origem orgéanica ou sintética. Em teste SABINO,
ABREU, et al., (2018) verificaram que a acdo conjunta do nematoide Heterorhabditis
sp. AL43 com o 6leo de neem nas concentragfes 4% e 500 Jis/ mL, se mostrou
eficiente, apresentando a maior taxa de mortalidade (70%) e um menor tempo letal
(TL), sendo promissora a utilizacdo desse 6leo com o NEPs em mistura no controle

de broca-do-olho-do-coqueiro Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae).

Alves, Alves, et al. (2009) concluiram em seu comunicado cientifico que a
espécie S. carpocapsae se apresenta nociva a adultos da broca-da-erva-mate
(Hedypathes betulinusi). Cardoso, De Paulo et al. (2019) observaram que H.
bacteriophora apresenta potencial para o controle das cochonilhas da raiz do cafeeiro
Dysmicoccus texensis. Simi (2014) em teste contra Conotrachelus humeropictus
(praga do cacaueiro e cupuaguzeiro), utilizaram a espécie S. brazilense e obtiveram
mortalidade de 60,0% dos insetos, e quando combinaram o NEPs com Beauveria
bassiana atingiram 65,6% de mortalidade, mostrando que a interacdo destes agentes

€ positiva e seu uso em conjunto é viavel.

Em trabalho realizado por Rocha (2017), a espécie H. amazonensis foi
considerado promissora em testes de campo, e alcancou resultados satisfatérios de
controle de Stenoma catenifer (broca do abacate) quando pulverizado em suspenséo
e também através de armadilhas com uso de inseto cadaver (insetos mortos

infectados por NEPS).

Em teste de viruléncia de S. carpocapsae para o controle de Duponchelia
fovealis 0 nematoide entomopatogénico se mostrou eficiente para controlar lagartas e
pré-pupas da mariposa do morangueiro, as temperaturas mais elevadas (27 °C e 30
°C) favoreceram a infeccéo de S. carpocapsae em mariposas da lagarta da coroa,
com concentracao letal a 50% dos individuos ao utilizar 71 JIs e 75 JlIs por inseto na

fase larval e de pré-pupa, respectivamente (PIROVANI, 2016). Garcia, Raetano e
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Leite (2008) verificaram 75% de mortes na fase larval de S. frugiperda ao aplicar 400

juvenis infectantes de H. indica.

Silva-Matos, Souza e Costa, (2019) avaliaram os efeitos da aplicagcao de
Cotesia flavipes e H. bacteriophora no controle da broca-da-cana (Diatrea
saccharalis), onde observaram que 0s nematoides da espécie se mostraram eficientes
no controle da broca em todos os tratamentos, mas penetraram nas lagartas do
parasitoide, que estavam no hospedeiro quando aplicados em conjunto e em menos
de 9 dias de caréncia, impedindo seu desenvolvimento. Mostrando uma competicéo
intraguilda dos dois agentes bioldgicos. Assim o NEP se comportou como um
hiperparasitéide facultativo. Concluiram que para o uso de NEPs e C. flavipes é
necessario um periodo de caréncia de 9 a 12 dias de intervalo entre a liberagédo das
vespas e posterior dos NEPs.

Em relacdo ao complexo moscas-das-frutas, em principal Anastrepha spp. e
Ceratitis spp., sdo suscetiveis a S. carpocapsae, S. rarum, S. feltiae, S. brazilense, H.
bacteriophora e H. amazonensis (BRIDA, WILCKEN, et al., 2018). No setor
agropecuario o uso dos NEPs vem sendo aplicado para controlar o carrapato
Rhipicephalus microplus, em bovinos utilizando H. baujardi apresentando 33% de
controle (CARVALHO, 2008), além do controle de cupins, importantes pragas das
pastagens (AMARASINGHE, 2008). Na area da saude publica, descobriu-se também
a eficiéncia de H. indica contra lagartas de Aedes aegypti (CARDOSO, 2014).

Além dos testes em inseto-pragas, os NEPs também vem sendo estudados
como possiveis controladores de populacdes de nematoides parasitas de plantas. Em
1986, foi feito um experimento aplicando a espécie S. glaseri em populacbes de
Meloidogyne javanica em tomateiros mantidos em estufas utilizando diferentes
concentracbes de NEPs, verificando uma significativa supresséao de fitonematoides
(BIRD e BIRD, 1986).

Este experimento serviu de base para DAMASCENA (2019) que testou
diferentes espécies de NEPs para controle de M. enterolobii tendo como resultado a
diminuicdo significativa na formacdo de galhas, descendentes, populacdo e de
reproducdo dos nematoides parasitas de plantas, quando utilizou S. feltiae na

concentracéo de 100 Juvenis Infectantes contra o fitonematoide.



43

Com o uso de NEPs para o controle dos insetos em culturas de interesse
agricola, o numero de pesquisas com tais agentes é crescente, sendo inUmeros 0s
trabalhos publicados e que estdo sendo desenvolvidos para a verificacdo da aptidao
de tais agentes para atuacdo no biocontrole de pragas. Entretanto, para suprir a
necessidade de mercado e comercializagdo das espécies de NEPs, € necessério a

multiplicacéo das espécies em laboratorio para realizacdo de pesquisas.

Algumas empresas internacionais sdo especialistas em produzir nematoides
entomopatogenicos em massa, além de suas formulagdes, pois seu uso no exterior ja
é feito a alguns anos (GAUGLER, 2002), apesar de ser novidade aos produtores
brasileiros. A reducdo do emprego de produtos fitossanitarios quimicos sintéticos é
um importante argumento em prol do uso de NEPs no controle biol6gico. Entretanto,
0 gasto com a producao e falta de repasse de informacdes sobre esses agentes aos
produtores e profissionais da area agricola no Brasil, restringem o uso em culturas de

alto valor comercial.

2.4.1 Criacéo de nematoides entomopatogénicos in vivo

A criacdo e manutencdo de espécies de NEPs em laboratérios de pesquisa é
essencial para obter dados completos sobre a biologia, ecologia, comportamento e
outras caracteristicas desses individuos. Os nematoides entomopatogénicos sao
produzidos tanto in vivo quanto in vitro. Em laboratérios que mantém as espécies de
NEPs para desenvolvimento de pesquisas, grande maioria utilizam a infecc¢ao in vivo.
Esse tipo de infeccdo de insetos € realizado com o oferecimento do hospedeiro

saudavel e vivo aos nematoides.

Essa técnica foi utilizada para as primeiras producfes massais de S.
carpocapsae, nos Estados Unidos (DUTKY, THOMPSON e CANTWELL, 1964).
Porém seu uso em producdes visando a comercializacdo seria de alto custo, néo
permitindo também grandes expansoes, além de demandar quantidade de méo-de-
obra consideravel e espaco fisico, pois além do espaco para a manutencdo do
nematoide, ha necessidade de um espaco para a criagdo e manutencao também do
inseto hospedeiro. Por ser uma técnica simples e com baixo investimento inicial, &

muito utilizada na producdo de NEPs com finalidade de pesquisa.
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O uso da técnica in vivo para a criacdo de NEPs, apresenta baixo dispéndio de
capital, tem facil obtencao de qualidade, economia de escala, facilidade de adaptacdo
a novas espécies de NEPs, porém a mao de obra exigida pela técnica é alta
(SHAPIRO-ILAN, HAN e QIU, 2014).

Geralmente as etapas de inoculacao de lagartas vivas com os NEPs seguem a
ordem: coleta da suspenséo contendo os JIs do nematoide, acumulo e purificacdo. A
inoculacao é feita aplicando a suspenséo de nematoides (liqguido contendo a espécie
a ser inoculada) sobre um substrato condutor, normalmente papel filtro. Apés dois a
cinco dias, os insetos mortos sdo coletados e postos em armadilhas “White”, nessa
armadilha os juvenis em fase infectante migram do cadaver para a agua formando a
suspensdao de juvenis (WHITE, 1927).

Fatores como a viruléncia das geracdes seguintes, a suscetibilidade dos
hospedeiros, a tolerancia e sobrevivéncia em ambiente externo sao importantes para
a criacdo desses nematoides em laboratérios. Para isso € importante também que os
insetos oferecidos na técnica in vivo sejam saudaveis (referindo-se a suas
caracteristicas e a sua alimentacdo) e que apresentem o comportamento adequado

da espécie (postura de ovos, dimorfismo sexual, fases de desenvolvimento, etc.).

Entre os hospedeiros oferecidos no Brasil, comumente encontram-se as
espécies pertencentes a larva do besouro tenébrio Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Coleoptera: Tenebrionidae) e da traca-da-cera Galleria mellonella Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Pyralidae) (COSTA, 2006) sendo a segunda a espécie padrdo
(internacional) para a criagdo e manutengcao de NEPs em condi¢des laboratoriais.
Esse padrdo é definido, pois, esta espécie de mariposa pode ser encontrada em
diversos paises e jA € empregada em pesquisas ha area de salude, para
desenvolvimento de estudos sobre patogenia e producdo de farmacos. Assim,
estudos com NEPs com intuito de divulgacdo internacional devem ser realizados
usando individuos desta espécie. Tonando a criagcdo dessa mariposa essencial em
laboratorios de nematologia (MONTEIRO, MATOQOS, et al., 2014; DEVI, 2018).

As lagartas da traca-da-cera apresentam rendimento de 50.000— 400.000
juvenis infectantes por lagarta em meédia, 0 que explica a sua preferéncia pelos
laboratorios de entomopatogenos (GREWAL, DE NARDO e AGUILLERA, 2001,
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ALMENARA, NEVES, et al., 2010). Essa mariposa além de expressar alta
vulnerabilidade a diversos nematoides entomopatogénicos proporcionando alto
rendimento em Jis, devido a seu teor de lipidios serem mais altos em comparacéo a
outras espécies de hospedeiros, possui também um tecido corporal (tegumento)
maleavel, facilitando a infeccdo e o maior tamanho das lagartas contribui para a
reproducao e multiplicacdo. Esses fatores favorecem a infec¢éo e proporcionam maior
numero de prole (GREWAL, DE NARDO e AGUILLERA, 2001; MONTEIRO, MATOS,
et al., 2014; DEVI, 2018).

Porém, sua criacdo em laboratorios é dificultada por diversos fatores, como
alteracdes em temperatura, exposicao a luz e alimentacdo, além dos contaminantes
e aproveitadores que aparecem nas caixas de criagdo, a exemplo da contaminagao
pela mosca lambe-olhos — Hippelates spp., Loew, 1863 (Diptera: Chloropidae),
principalmente em dias quentes; os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium Micheli, 1729 (Eurotiales: Trichocomaceae) que contaminam a dieta
artificial oferecida as lagartas; também a mariposa traca pequena da cera — Achroia
grisella Fabricius, 1754 (Lepidoptera: Pyralidae), principalmente em casos de
populacdes de G. mellonella coletadas em campo, havendo necessidade de
purificacdo da criacdo; e em alguns casos também devido a coleta de mariposas a
campo, alguns individuos podem estar parasitados por Apanteles galleriae Wilkinson,
1932 (Hymenoptera: Ichneumonidae: Braconidae), sendo o agente de controle natural
de G. mellonella, ou ainda esses parasitoides podem ser levados até criacdo de forma

direta (capturam os odores e identificam o local em que as lagartas se encontram).

A nutricdo das lagartas € essencial para o bom desenvolvimento dos insetos, e
um fator limitante indireto para producdo dos nematoides entomopatogénicos, pois
guanto maior for seu recurso nutricional, maior € a producéo e desempenho dos NEPs
(FLANDERS, MILLER e SHIELDS, 1996). Os lipidios proporcionam a qualidade ao
meio liquido no qual os nematoides se encontram, em casos de quantidades de
gorduras insuficientes, ocorre a baixa producédo de juvenis infectantes de NEPs, além
de prejudicar resisténcia e desempenho dos juvenis na infeccdo dos hospedeiros
(HATAB, GAUGLER e EHLERS, 1998).

No geral, o inseto hospedeiro apresenta o maior custo da produgéo in vivo de

nematoides entomopatogénicos, sendo a nutricdo dos insetos o fator oneroso. Logo,
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h& necessidade de se encontrar uma dieta artificial altamente produtiva, que ofereca
nutrientes necessarios para o bom desenvolvimento e salde dos hospedeiros e com

baixo custo, capaz de maximizar a producéo.

2.5 A traca da cera: Galleria mellonella

A espécie G. mellonella pertence a ordem Lepidoptera, situada no grupo das
tracas, da familia Pyralidae (SCORZONI, 2013). Sdo insetos oviparos e
holometabolos, que tem seu desenvolvimento embrionario externo ao corpo do
progenitor em ovos e sofrem total metamorfose durante seu desenvolvimento
(CARDOSO, PRATA, et al., 2007).

G. mellonella tem uma ampla distribuicdo geogréfica e vive naturalmente em
colmeias, causando sérios problemas para a industria apicola. Este inseto tem quatro
fases de desenvolvimento: ovo, lagarta, pré-pupa/pupa e inseto adulto (ELLIS,
GRAHAM e MORTENSEN, 2013; MOHAMED, ANSARI, et al., 2014).

Os ovos sao de coloracédo branca a rosa-claro, oblongos medindo 1,2 mm a
0,83 mm e levam entre 5 a 8 dias para eclodirem a 24 °C — 27 °C, e de 2 a 4 dias a
30 °C para se desenvolverem e se tornarem lagartas. A fase larval conta com 7
instares, as lagartas sdo branco-creme com 1 a 23 mm. Esse estagio leva de 4 a 7
semanas em temperatura de 28 °C — 32 °C. Em temperaturas inferiores a 28 °C ou
com a falta de alimento, ocorre um periodo de repouso na fase larval, com individuos
gue podem alcancar até seis meses nessa fase, visto que a velocidade do
desenvolvimento sdo proporcionais a temperatura e a alimentacdo (GUERRA, 1973;
CHARRIERE e IMDORF, 1999; ELLIS, GRAHAM e MORTENSEN, 2013).

No final da fase larval (ap6s o sétimo instar) a lagarta deixa de se alimentar.
Quando ainda apresenta alguma mobilidade (durante a formacg&do do casulo)
caracteriza o estagio intermediario da pré-pupa, apés a lagarta tecer seu casulo de
seda muito resistente, a fase pupal (pupa) tem inicio. Nessa fase as pupas apresentam
coloragéo castanha-avermelhada, medindo de 8 a 12 mm de comprimento e 2 a4 mm
de largura (BRIGHENTI, BRIGHENTI e CARVALHO, 2006). Nesse estagio, o inseto
permanecera de 1 a 8 semanas sem se alimentar (CHARRIERE e IMDORF, 1999;
POWNING e DAVIDSON, 1973).
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A estatura e coloracdo das mariposas varia dependendo da composicdo e
guantidade de alimentos, comumente a coloracdo das mariposas pode ser marrom
avermelhada e creme palha (ELLIS, GRAHAM e MORTENSEN, 2013; KWADHA,
ONG'AMO, et al.,, 2017). Os machos da espécie possuem meédia de 2 cm de
envergadura, ja as fémeas sdo maiores que os machos, com aproximadamente 3,2
cm (BRIGHENTI, BRIGHENTI e CARVALHO, 2006).

Os machos da espécie geralmente sdo menores e de coloragdo mais clara que
as fémeas e apresentam palpos labiais arredondados. As fémeas por sua vez, sao
maiores que 0s machos, de coloracdo escura, e possuem o0s palpos labiais
pontiagudos, devido a probdscide bifurcada dando aparéncia de bico, por serem
projetados para a frente. As mariposas machos podem fertilizar vérias fémeas
(KWADHA, ONG'AMO, et al., 2017).

Os adultos de G. mellonella sobrevivem aproximadamente uma semana. A
mariposa fémea apresenta ovipositor longo que as possibilita ovipositar em frestas e
aberturas nas colmeias (BRIGHENTI, BRIGHENTI e CARVALHO, 2006). As fémeas
podem colocar entre 200-1000 ovos, em aglomerados de 50 a 150 ovos por camada.
Os adultos caminham rapidamente, realizam pequenos voos e nao se alimentam, por
possuirem pecas bucais atrofiadas (BRIGHENTI, BRIGHENTI e CARVALHO, 2006;
KWADHA, ONG'AMO, et al., 2017). Sao ativas no periodo noturno e vivem em média
1 a 3 semanas nessa fase (DADANT e HIJOS, 1975).

Para criacdes dessa espécie em laboratério, alguns cuidados sdo importantes
e devem ser tomados, como 0 uso de recipientes escuros ou protegidos da luz,
embora as pupas e as mariposas nao se alimentem, é importante acrescentar comida
no receptaculo, para evitar a fome de lagartas muito pequenas que podem aparecer
antes da remoc¢do dos ovos; extremo cuidado é necessario ao transferir os ovos pois

sao sensiveis podendo estourar se pressionados (PARRA, 2001).

O tamanho das lagartas de G. mellonella é considerado como vantajoso, pois
facilita as técnicas de infec¢do, como inoculacéo do patdgeno por via topica, oral ou
injetavel, além disso, a espécie G. mellonella possui o sistema inato (SALAMITOU,
RAMISSE, et al., 2000).
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Com o aumento do uso de lagartas de G. mellonella em estudos de infeccao
experimental, tanto na area agricola para controle biologico de pragas (LEITE, 2015),
guanto na area da saude, por serem multifuncionais para identificar e caracterizar
fatores de viruléncia microbianos relacionados a infeccdes em mamiferos
(HOFFMANN, 2007), a construcao de protocolos de dietas artificiais para a espécie
tem sido realizada em diversos paises, buscando a padronizacdo das criagdes,
considerando que a dieta oferecida pode influenciar diretamente no ciclo de vida e
sistema imunoldgico da espécie. Assim, as definicbes de protocolos de alimentacao
reduzem as interferéncias nos resultados, possibilitando comparacdes (JORJAO,
OLIVEIRA, et al., 2018).

Na fase larval, quando em colmeias, as lagartas se alimentam de pdlen, cera,
mel e peles de pupa de abelha. Com base em sua alimentacao natural, o oferecimento
de uma dieta artificial pobre pode causar problemas de desenvolvimento e, as vezes,
a morte das lagartas (MOHAMED, ANSARI, et al., 2014; COSKUN, KAYIS, et al.,
2006). Assim, as dietas oferecidas devem suprir as caracteristicas naturais e serem
livres de contaminantes, oferecendo propriedades fisicas e quimicas estimulantes de
desenvolvimento, elementos essenciais e ndo essenciais nas propor¢des adequadas
e possibilitar que o inseto complete seu desenvolvimento sem prejuizos (PARRA,
2001).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do setor de Entomologia e
Nematologia da Faculdade de Ciéncias Sociais e Agrarias de Itapeva — FAIT, em
Itapeva, S&o Paulo, Brasil, sob as coordenadas geograficas 23°57'44.9"S
48°53'07.0"W.

A pesquisa foi realizada em duas etapas. A primeira etapa, constitui da
avaliacdo da resposta de G. mellonella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) a
dieta artificial adaptada, em que se avaliou parametros biométricos, demograficos, de
vida e fertilidade e de desenvolvimento das mariposas G. mellonella quando exposta
a dieta artificial citada e a outas duas dietas ja utilizadas em laboratérios de
nematologia. O principal propésito desta dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) nesta etapa € manter 0os
espécimes, aumentar a duracdo da fase larval, aumentar o niumero de fémeas e o

namero de ovos por fémeas em condicfes de laboratério.

Para a segunda etapa, as lagartas provenientes das trés dietas foram
oferecidas como hospedeiras a cinco espécies de nematoides entomopatogénicos
(NEPs). As espécies de NEPs selecionadas para o experimento foram: H.
bacteriophora, H. amazonensis, S. puertoricense, S. rarum e S. feltiae, para a
avaliacao da relacéo entre as lagartas alimentadas pela nova dieta adaptada de Jorjéao
et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e os NEPs. O
propésito desta etapa foi verificar se a alimentacéo das lagartas com a dieta adaptada,
pode comprometer, contribuir ou ser insignificante na infeccdo, viruléncia e
multiplicacdo dos NEPs em laboratério. Os tratamentos foram estabelecidos de
acordo com a dieta a qual as lagartas foram alimentadas e as espécies de NEPs
referidas. O delineamento experimental em ambas as etapas foi inteiramente
casualizado — DIC em que os tratamentos estdo apresentados na tabela 1 para a
primeira etapa e na tabela 2 para a segunda etapa:



50

Tabela 1 - Delineamento experimental etapa |

Tratamentos etapa |

N° de
Tratamentos Dieta Repetigao Geracdes
ovos/rep.

Favos secos
Tratamento 1 com solugéo

de mel a 75%

Dieta 500 8 8
Tratamento 2
adaptada

Modificada de
Tratamento 3

Guerra (1973)

Tabela 2 - Delineamento experimental etapa

Tratamentos etapa ll

Tratamentos Combinacéo \"de Repeticéo
lagartas/rep.
Tratamento 1 G.mel.D1+H.b
Tratamento 2 G. mel. D1 +H.a.
Tratamento 3 G. mel. D1 +S.p.
Tratamento 4 G. mel. D1 +S.r.
Tratamento 5 G. mel. D1 +S.f.
Tratamento 6 G. mel. D2 + H.b.
Tratamento 7 G. mel. D2 + H.a.
Tratamento 8 G. mel. D2 +S.p. 50 10
Tratamento 9 G. mel. D2 +S.r.
Tratamento 10 G. mel. D2 +S.f.
Tratamento 11 G. mel. D3 + H.b.
Tratamento 12 G. mel. D3 + H.a.
Tratamento 13 G. mel. D3 +S.p.
Tratamento 14 G. mel. D3 +S.r.
Tratamento 15 G. mel. D3 +S.f.
Heterorhabditis bacteriophora (H.b.) Steinernema feltiae (S.f.)

Heterorhabditis amazonenses (H. a.)
Steinernema puertoricense (S.p.)
Steinernema rarum (S.r.)
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3.1 Etapa | — Avaliagéo da resposta de G. mellonella a nova dieta artificial
adaptada

3.1.1 Preparacao dos espécimes de Galleria mellonella

Os exemplares de G. mellonella foram selecionados ainda em fase
embrionéria, obtidos de criagcdes provenientes das instituicbes FCA/UNESP de
Botucatu-SP, IBC — Instituto Bioldgico de Campinas em Campinas-SP e da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Ponta Grossa-PR.

Os ovos recebidos foram separados cuidadosamente das superficies de papel
em que se encontravam, com uso de pincel n°2 e postos sob papel filtro em vidro
relogio (fig.1) para a realizacdo da contagem, com auxilio de microscoépio
estereoscopico e contador. Os mesmos foram separados em tubos de ensaio
contendo 500 ovos para cada repeticdo dos tratamentos, ao todo foram necessarios

4.000 ovos por tratamento, totalizando 12.000 ovos por geragao.

Figura 1 - Ovos de G. mellonella em visualizagdo sob microscoépio

estereoscopico (10x)
N P

f" \' }\

B Foto: Jennlfer Kawane Aparecida de Souzla - 2020
LN B8 VW - TR, e _

Apés a contagem e separacao, os ovos foram dissociados por solugdo de
Tween 20 a 0,05% e esterilizados em frascos contendo solucdo de glutaraldeido a
2%. Apos contato de 10 minutos, aliquotas contendo 0s ovos em suspensao (cerca
de 20 ml) foram filtradas em papel filtro estéril e para neutralizar 0 agente quimico
foram lavadas com caldo TSB (Caldo Soja Tripticaseina) (fig.2). Esta etapa teve como
objetivo esterilizar os ovos, evitando possiveis contaminagdes nas dietas, diminuindo

assim, fontes de influéncia negativa sobre os testes.
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Figura 2 - Dissociacdao e esterilizacdo dos ovos de G. mellonella

A: Preparo da solucgéo dissociante; B: Lavagem apos solugdo dissociante; C-D: preparo do caldo TSB;
E: Lavagem dos ovos com caldo TSB

Apos a lavagem com caldo TSB, os ovos foram transferidos para superficie de
placas de Petri estéreis e descartaveis individualizadas para cada repeticdo, e postos
em camara climatizada regulada a 25 °C (x2) durante o dia e 23 °C (x2) durante a
noite, com umidade relativa de 60%+10% até o momento da montagem dos
tratamentos, com fotofase de 12 horas, iniciada as 6 horas da manh&. Os ovos

permaneceram na camara até o dia seguinte.

Os potes para a criagdo da espécie, foram lavados com detergente neutro para
vidrarias laboratoriais e esponja, ap0s enxague foram postos em banho imersivo de
agua regia (acido cloridrico e nitrico em proporcéao de 3:1), onde permaneceram por
20 minutos. Apos retirada do banho, foram enxaguados com agua destilada por 6
vezes, com posterior autoclavagem por 15 minutos e secagem em estufa de ar forcado
a 60 °C (x 5) por 12 horas, seguindo o protocolo de lavagens de vidrarias do
laboratorio. Os potes foram retirados da estufa e deixados para esfriar (com tampa),

enquanto se preparou as dietas.

3.1.2 Preparo das Dietas artificiais

As dietas artificiais que constituiram os tratamentos (tab.3), foram definidas de
acordo com as dietas ja utilizadas em laboratérios para criacdo de G. mellonella no
Brasil. Para o tratamento 1 (favos secos umedecido com solugéo de mel) utilizou favos
de mel secos obtidos de apicultores da regido, higienizados com solugéo de hipoclorito
de sédio a 1%, secos em estufa de ar forcado a 30 °C (+2) por 2 horas embrulhados

em papel pardo (fig.3).
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Figura 3 - Secagem de favos secos de mel ap0s esterilizagdo em hipoclorito de

sodio

Apos esse periodo, os favos foram divididos em porcdes de igual peso (37,5 g)
para cada repeticdo e umedecidos com solucéo de mel a 75%, em que se utilizou 280
mL da solucéo para cada porcdo de favos. Os favos permaneceram em bandeja
durante 20 minutos para melhor absor¢cdo. Ap6s o periodo de absorcdo da solugéo
com mel, os favos umedecidos foram postos nos potes e sobre a dieta em questao,
foram depositados os ovos de G. mellonella sobre base de papel filtro esterilizado
(evitando o contato direto entre 0os ovos e a dieta). Ap6s a montagem os potes foram
levados a incubadora B.O.D. sob temperatura controlada de 25 °C (£5) e UR% de

60% £10, a qual se manteve até o ultimo dia do experimento.

O tratamento 2 é formado por uma adaptacao entre os ingredientes usados na
dieta artificial elaborada por Jorjao et al. (2018), baseada na dieta sugerida por de
Guerra (1973) e também nas modificacdes feitas por Parra (1998). Essas sao dietas
comuns para a criagcao de G. mellonella. Os ingredientes para este tratamento foram
selecionados de acordo com seus expressivos resultados sobre a palatabilidade,
fornecimento de proteinas, calorias e de carboidratos, facil preparo e facilidade na
aquisicdo, de acordo com as trés dietas bases consultadas, sendo escolhidos para a

formulacéo dessa dieta o leite em po integral, mel, farinha de aveia, gérmen de trigo
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e proteina de soja nas proporgdes apresentadas na tabela 3. A dieta € preparada em
bandeja com a mistura dos ingredientes secos até homogeneizacdo e entdo é

acrescido o mel, formando uma farofa Umida.

ApoOs o preparo, foram pesadas porcdes de 400 g para cada repeticdo deste
tratamento, sendo depositadas sob uma lamina de cera de abelha pura alveolada
recortada do tamanho do fundo do recipiente destinado a criacdo. Os ovos foram
entdo depositados nos potes com uma base de papel filtro esterilizado, evitando o
contato direto entre 0s ovos e a dieta. ApGs a montagem os recipientes foram levados
a incubadora B.O.D. sob temperatura controlada de 25 °C (x5) e UR% de 60% +10, a

gual se manteve até a uUltima avaliacdo do teste.

Para o tratamento 3 (padréo) utilizou-se da modificada de Guerra (1973) como
apresentado na tabela 3. Para o preparo desta dieta, € necessario derreter a cera em
agua destilada (aproximadamente 100 mL) e acrescentar os ingredientes secos e por
ultimo o mel e glicerina. A dieta forma uma pasta Umida que foi resfriada até a
temperatura ambiente antes de ser posta nos recipientes usados para o tratamento.
Apos periodo de 35 minutos, a dieta se encontrava fria. Foi entdo pesada e separada
em porcdes de 400 g, em sequéncia foi depositada nos potes esterilizados e sobre ela
os recortes de papel filtro com os ovos de G. mellonella. Depois da montagem dos
recipientes, os mesmos foram levados a incubadora B.O.D. sob temperatura
controlada de 25 °C (+5) e UR% de 60% £10, a qual se manteve até a ultima avaliacao

do teste.



Tabela 3 - Dietas artificiais oferecidas aos individuos de G. mellonella
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Tratamento 1

Tratamento 2 (Adaptada de Jorj&o et al. (2018,
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra

Tratamento 3 (modificada de Guerra, 1973)

(1998))
Ingredientes \ 100 g Ingredientes 100 g Ingredientes \ 100 g
Quant. Quant. § = O Quant. T S 2 Quant. Quant. § T 2
Irepet. [Trat. < S 3 /Repet. /TQr;Jta r(];) < S B /Repet. [Trat. ¥ S 8
@ @ § O a @) 8 0 a @ @ & O a
Favode 575 300 16 23 0| * * ©ox x| e 235 188 90 23 0
Agua * * * * * * * * * * * *
destilada 280 2240
Mel 1680 304 82 0,3 |Mel 200 1600 304 82 0,3 [Mel 118 944 304 82 0,3
Leite Leite em
* * * * x  * lempd 84 672 488 50 30 |p6 241 1928 360 50 35
integral desnatado
« . x % gaﬂnha 50 400 342 54 15 |Farnha a6 3208 430 384 36
e aveia de soja
" x o x ok x gmte'.”a 34 272 300 20 52 |-€vedode .o 376 48 53 64
e soja cerveja
« * k%« dGeeg?geon 50 400 380 60 23,33|Fuba 96,3 770,4 353 78,9 7,2
* * * *  x % * * * * * * | Glicerina 104 832 16 10 O
* * * * *x * |peso final (g) 3344 peso final (g) 3624

(GUERRA, 1973; PARRA, 1998; JORJAO et al.,

2018).
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3.1.3 Coleta de dados apos eclosao das lagartas

As avaliagbes desta etapa foram feitas em intervalos de 15 dias, com inicio
apos a incubacédo das criagdes. Acontecendo aos 15° dia, 30° dia, 45° dia e 60° dia
para cada geracao. Ao décimo quinto dia ap0s deposicdo dos ovos, o papel filtro que
continha os embrides, foi retirado dos potes com auxilio de pinca estéril e os recortes
foram visualizados em microscopio estereoscoépico, a fim de verificar se haviam ainda
ovos sem eclodir. Apés a certificacdo da eclosdo das lagartas, as repeticdes para cada
tratamento foram depositadas cuidadosamente sobre bandeja branca plastica de 7,5
L, para a contagem das lagartas (fig.4), com auxilio de lupa luminaria estética para
mesa com aumento de 20x.

Figura 4 - Contagem das lagartas

A: Pote de criacdo de G. mellonella (dieta adaptada); B: Contador manual utilizado durante a contagem;
C: Recipiente em que as lagartas foram armazenadas.

Apéds a contagem, as lagartas foram devolvidas aos seus recipientes junto de
seu alimento (fig.5). As lagartas de G. mellonella, foram mensuradas quanto a seu
estagio larval e quando em 6° instar do estagio larval foram mensuradas em
comprimento e largura com uso de paquimetro, obtendo-se os valores médios

correspondentes a tal fase larval.

Figura 5 - Dietas oferecidas a G. mellonella

-

B

A: Tratamentol-Favo seco; B: Tratamento 2-dieta adaptada; C: Tratamento 3-Guerra (mod.1973).
Durante as contagens também foram verificadas a presenca de pupas e

adultos. As pupas encontradas durante as avaliagoes foram retiradas da dieta (fig.6)
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e postas em camaras separadas até a emergéncia dos adultos. As camaras eram
individualizadas para cada tratamento e de acordo com o dimorfismo sexual (fig.7), de
modo a facilitar na estimativa de machos e fémeas para cada tratamento. As camaras
eram feitas de madeira de tamanho 90 cm por 50 cm, e as paredes de tecido voal. As
caixas foram forradas com aparas de Aspen (Alamo).

Figura 6 - Separacéo das pupas de G. mellonella

Foto: Jennifer Kawane Aparecida.de'Souza - 2021
e -

A: fémea; B: macho.

Os adultos emergidos eram coletados das caixas respeitando a individualidade
dos tratamentos para confirmagéo do género atraves das caracteristicas morfologicas
referentes ao tamanho entre machos e fémeas, sendo os machos com
aproximadamente 12 mm por 21 mm e as fémeas com 18 mm por 32 mm

aproximadamente (fig.8).
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Figura 8 - Dimorfismo sexual em adultos de G. mellonella

Foto: Jennifer Kawane Aparecida de Souza - 2021

Esquerda: macho; Direita fémea de G. mellonella.

Apés a confirmacdo dos sexos dos adultos, separou-se para a oviposi¢cao 4
machos e 1 fémea para cada tratamento com 10 repeticdes a fim de se determinar a
meédia de ovos por fémea alimentada pelas dietas avaliadas. Os conjuntos de adultos
foram postos em Becker de 500 mL com papel pardo em dobradura de sanfona para
servir de substrato de postura, tampados com uma placa de Petri, evitando a fuga dos
adultos. As casas de reproducédo, foram cobertas com papel pardo e deixadas no
escuro a 25 °C %2 por 5 dias, apos este periodo os ovos foram coletados (fig. 9) e
contabilizados e realizou-se a média para as fémeas em cada tratamento durante as

8 geracoes.

Figura 9 - Postura de ovos de G. mellonella

Foto: Jennifer Kawane Aparecida de Souza - 2021

A-B: ovos de G. mellonella em papel pardo C: ovos de G. mellonella em microscopio
estereoscopico 10x.

3.1.4. AvaliacOes para a etapa

Para avaliacOes dos efeitos da alimentacédo no desenvolvimento dos insetos, a

biometria é necessaria, pois mensura os parametros bioldgicos da espécie estudada.
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Para este experimento os parametros biométricos avaliados foram, ndmero de
instares; duracéo do periodo larval (contando o numero de dias desde a eclosdo das
lagartas até a pupacado); numero de lagartas residual, ou seja, o numero de lagartas
presentes até a concluséo do ciclo de vida; periodo larval residual total, contando-se
0 numero de dias desde a eclosdo das lagartas até o dia de observacao dos adultos;
razao sexual (RS) (calculado a partir da formula abaixo); e o nimero total de ovos por

fémea (PARRA, PANIZZI e HADDAD, 2012).
RS = N°F

~ (N°F + N°M)

1 — (Ro) taxa liquida de reproducgdo, estimada do numero esperado de

descendentes fémeas produzidas por cada fémea durante sua vida util:

Ry = Z(Ix X mx)
2 — (T) tempo de geracéo, representa o intervalo de tempo entre cada geracao:

_ X(Ix xmx X x)
> (Ix X mx)

3 — (rm) Taxa intrinseca de crescimento, relacionada com a natalidade e a

mortalidade da populacao no periodo x:

rm=(ln;R0)

4 — (A) Taxa finita de aumento, corresponde ao numero de fémeas adicionadas
a populacédo por fémea por unidade de tempo:
A=em
5 — (TD) Tempo de duplicacdo, tempo necessario para o inseto duplicar a
populacao inicial:
_In(2)

Dt

m

3.2 Etapa Il — Avaliagdo da relagéo entre os NEPs e as lagartas alimentadas

pela nova dieta adaptada

3.2.1 Inoculagéo das lagartas de G. mellonella com as espécies de NEPs

Apoés a determinacdo do tamanho médio das lagartas de 6° instar para cada
dieta avaliada, as lagartas da oitava geracao foram selecionadas seguindo o padréo

(média) de seus tratamentos correspondentes (fig.10 A). Foram entéo oferecidas aos
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nematoides entomopatogénicos das espécies H. bacteriophora, H. amazonensis, S.
puertoricense, S. rarum e S. feltiae (fig.10 B), provenientes da criagdo do Laboratério
de Nematologia Agricola da FCA/UNESP Botucatu-SP, dando inicio as avaliagdes da

segunda etapa do experimento.

Figura 10 - Lagartas de G. mellonella e recipientes com NEPs

. A

B

= =
R A 3
A

Foto: Jennifer Kawane Aparecida de ua -2021

A fim de avaliar a influéncia das lagartas alimentadas pelas dietas sobre a
infeccdo, viruléncia e multiplicacdo das cinco espécies de NEPs citados, foram
verificados o numero de lagartas mortas pela entrada dos NEPs; tempo de morte
necessario das lagartas apos a exposicdo aos nematoides (ambas avaliacbes
contabilizadas com a verificacdo de 51% de lagartas mortas por placas); e o nimero
médio de individuos gerados de cada espécie de NEPs, originados a partir da

infeccéo.

Para a avaliacdo sobre a infeccdo das lagartas de G. mellonella pelos
nematoides entomopatogénicos, montou-se uma caixa de exposi¢cao dos insetos aos
vermes com bandeja branca de 3,5 L forradas com papel de germinacédo de 45 por 30
cm como substrato. O papel foi umedecido com suspensao contendo 500 juvenis
infectantes (JIS) para cada espécie de NEPs individualmente, em volume de 25 mL.

As lagartas foram postas vivas nas bandejas com os NEPs e levadas a B.O.D.,
a 25 °Cx2 e UR% de 60%z=10. As avaliacbes aconteceram em até 72 horas,
respeitando o tempo médio de infeccdo causado pelos NEPs. A cada 24 horas foi feita
a observacéo da morte das lagartas, sendo consideradas mortas aguelas que néo se
moviam mesmo com estimulos. Para contabilizacdo das mortes e horas necessarias

para a mortalidade, consideraram-se 51% do numero de lagartas mortas.
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Apés a constatacdo da morte das lagartas, os cadaveres foram transferidos
para armadilhas de White (1927) (fig.11) composta do uso de placas de Petri
autoclavadas com um suporte (podendo ser uma placa menor) recoberto com recorte
retangular de papel qualitativo (filtro). Na placa maior é acrescida a agua purificada de
preferéncia deionizada ou destilada, cobrindo a base da placa e umedecendo filete de
papel. Na superficie da placa menor com o0 papel colocaram-se as lagartas
contaminadas sem que a agua encharcasse os cadaveres, evitando o aparecimento
de microorganismos saprofitos. As armadilhas foram catalogadas e armazenadas em
B.O.D. por 10 dias a 25 °C+2 e UR% de 60%=10.

Figura 11 - Preparo de armadilhas de White

Foto: Jennifer Kawane Aparecida de Souza - -

Ao fim do periodo de inoculacéo (fig.12), o liquido de cada armadilha foi posto
sob microscopio estereoscopico para visualizacdo da presenca dos NEPs. Apds a
certificagéo, o liquido foi transferido para tubos de ensaio volumétricos, a fim de se
determinar o volume da suspenséo, utilizado posteriormente para os calculos de
estimativa populacional para cada repeticdo de cada tratamento. Aliquotas destas
suspensdes foram postas em camara de Peters até o preenchimento do espaco total

da camara, e se deu a contagem dos JIS presentes.
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Figura 12 - Contagem dos JIS

Jennifer’Kawaﬁe Aoareé.i_ de Souza - 2021

)

O valor obtido correspondente a 1 mL de suspenséo é multiplicado pelo volume
total e assim obteve-se o valor estimado para as repeticdes, e foi calculado as médias
dos tratamentos. Esta etapa foi realizada de 29 de marco a 11 de abril de 2021 para

o tratamento 3, e de 26/07 a 07/08 de 2021 para os tratamentos 1 e 2.

3.3 Andlise estatistica

Os dados dos parametros para as duas etapas foram apresentados com média
e seu erro padréo. Foi realizada a investigacao dados influentes e outliers (dados que
fogem da normalidade e podem causar anomalias nos resultados obtidos), e a
Homoscedasticidade e normalidade analisados pelo teste de Levene e Kolmogorov-
Smirnov nessa ordem. Apos certificacdo pelas analises citadas, os resultados foram
submetidos a analise de variancia — ANOVA e os tratamentos foram comparadas
com o uso do teste de Tukey. Os parametros ndo homoscedasticos foram analisados
pelo teste de hipoteses Kruskal-Wallis, quando verificado a presenga de normalidade,
ambos os testes com significancia de a 0,05. Os softwares estatisticos utilizados foram
AgroEstat e Minitab19.
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4 RESULTADOS
4.1 Estatistica descritiva obtida para os parametros avaliados

Apos a certificacdo da auséncia de outliers (inconsisténcias entre os dados),
favorecendo a interpretacdo correta dos resultados dos testes estatisticos aplicados
as amostras, foram realizados os testes para verificagdo de normalidade e
Homoscedasticidade dos dados. Confirmada a normalidade, pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, os dados foram avaliados em sua Homoscedasticidade pelo

teste de Levene.

Os parametros que se apresentaram como homoscedasticos postos m analise
pelo teste ANOVA e suas médias comparadas no teste Tukey (p-value 0,05%), as
avaliacdes que nao apresentaram dados homogéneos (com variancias dos erros
diferentes nas observacoes feitas) foram analisadas pelo teste de hipoteses Kruskal-
Wallis (p-value 0,05%).

Constata-se pela ANOVA que as médias calculadas para o parametro razao
sexual (RS) durante as oito geracbes, possuem média variabilidade estando no
esperado para ensaios com insetos, boa precisdo dos dados (CV% 17,7), tendéncia
dos dados a estarem proximos da média (o 0,10) e estimativa precisa para as
populacbes (ErP 0,03) (CAMPOS, 1984; PIMENTEL-GOMES, 1985; FERREIRA,
1991).

O numero de adultos (N°a), numero de fémeas (N°f), niumero larval residual
(N°RL), taxa de natalidade (TN%) e periodo de tempo necessario para a populacao
dobrar em tamanho (TD), demonstraram alta variabilidade dos dados, com média a
baixa precisdo, com distancia minima das médias esperadas, exceto para a taxa de
natalidade e TD que se aproximaram dos valores esperados das médias pelo desvio
padrdo e estimativa média, exceto para TN% e TD que apresentaram estimativa
precisa pelo erro padrdo médio, entretanto nenhum desses parametros se mostrou
fora do esperado para ensaios entomolégicos agricolas (CAMPOS, 1984; PIMENTEL-
GOMES, 1985; FERREIRA, 1991).

Os dados para o numero de ovos por fémeas (N°o/f) foram de meédia
variabilidade e boa precisdo dos dados (CV% 16,5), a tendéncia dos dados foi

intermediaria em relacdo a média esperada para a avaliacdo (o 48,6) e de acordo com
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o erro padrdo médio, a estimativa da populacéo para os trés tratamentos foi adequada
(ErP 17,1) (CAMPOS, 1984; PIMENTEL-GOMES, 1985; FERREIRA, 1991).

Para as avaliages do numero de individuos observados em cada estagio de
desenvolvimento (ax) e a proporcdo de sobreviventes em cada estagio (Lx) para
adultos, fémeas e lagartas, apresentaram baixa variabilidade e alta precisdo dos
dados pelo coeficiente de variacdo, os dados tendenciaram a estarem préximos da
média pelo desvio padrdo das médias e a estimativa foi precisa para as populagdes
(CAMPOS, 1984; PIMENTEL-GOMES, 1985; FERREIRA, 1991).

Os valores de fecundidade total (Fx), fecundidade individual (Mx) e o nimero
da prole (LxMx), comprimento e largura das lagartas apresentaram baixa variabilidade
com alta precisdo dos dados pelo coeficiente de variacdo, os dados tendenciaram a
estarem proximos da média pelo desvio padrdao das médias com estimativa precisa
para as populagcdes (CAMPOS, 1984; PIMENTEL-GOMES, 1985; FERREIRA, 1991).

Para os parametros avaliados pelo teste K-S, todos mostraram evidéncias que
pelo menos um dos grupos diferencia-se dos demais. Visto que as probabilidades se
distribuem e diferem, é importante entender se as medidas da distribuicdo possuem
contrastes, neste caso, empregou-se 0 uso de Box-Plot, técnica para ilustrar os
escores (MCGILL, TUKEY e LARSEN, 1978), esse procedimento de comparacdes
multiplas realizado com gréaficos Box-Plots permite ilustrar as avaliacfes realizadas e
apontar os grupos que diferem, similar a ANOVA (MONTORO, 2020).

4.2 Etapa | — Avaliacao da resposta de G. mellonella a nova dieta artificial

adaptada

O valor nutricional foi calculado para cada dieta utilizada no experimento de
acordo com seus componentes e respectivas quantidades, de forma que os resultados

para o valor energético, carboidratos e proteinas estdo representados na tabela 2

Verifica-se que a dieta correspondente ao tratamento 1 (favos secos
umedecidos com solucéo de mel a 75%), possui maior valor energético e baixo para
proteinas. O tratamento 2 (adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra
(1973) e modificada de Parra (1998)) apresenta alto valor energético, com grande
guantidade de carboidratos e proteinas, e o tratamento 3 (modificada (Guerra, 1973))
possui alto valor energético, com boa quantidade de carboidratos e proteinas.
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Tabela 4 - Tabela nutricional das dietas utilizadas no experimento

Valor energético  Carboidratos Proteinas

(kcal) ) 9)
Favos secos umedecidos com mel 5.155,20 1.446,60 5,04
Dieta adaptada 11.847,36 2.126,40 501,16
Modificada de Guerra (1973) 8.677,34 7.137,36 265,31

Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Ao nivel de comparacado, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis para os
parametros a fim de identificar se existem diferencas entre os tratamentos para 0s
valores nutricionais expostos, considerando a 0,05%, obtém-se que o tratamento 2
possui maior valor energético entre os demais, também com maior valor para
carboidratos e proteinas, enquanto o tratamento 1 se mostra inferior aos outros
tratamentos para todos os parametros da tabela nutricional (p-value: 0,0368), como
pode ser melhor visualizado na figura 13.

Figura 13 - Comparacgéo dos valores nutricionais para as dietas avaliadas

Proteinas (g)

Carboidratos (g)

Valor energético
(kcal)

2.000,00  4.000,00 6.000,00 8.000,00 10.000,00 12.000,00

Modificada de Guerra (1973) Dieta adaptada Favos secos umedecidos com mel
Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Como apresentado na tabela 3, o nUmero de instares atingidos pelas lagartas
se mostraram estatisticamente iguais para as trés dietas testadas. Para o parametro
RS — razéo sexual, as populacdes de lagartas alimentadas pelo tratamento 2 (Dieta
adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra
(1998) e tratamento 3 (modificada de guerra (1973)), apresentam um predominio de

fémeas entre a populacéo final, ao contrario dos insetos alimentados com o tratamento
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1 (favos secos umedecidos em solugcdo de mel a 75%), que demonstraram o

predominio de machos nas populacgdes.

Tabela 5 - Médias dos parametros biométricos avaliados para as trés dietas

Abordagem biométrica

Trat. N°i RS N° a Ne f N° o/f N° e N°m N°p
1 7@ 0,4146 v 159 (b) 93 (a) 189 () 380 204 295
2 7@ 0,6841 (@ 239 @w) 158 @ 485 (a) 491 12 487
3 7@ 0,6133@ 251@ 157 (a) 205 (b) 483 22 477

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<

0,05). Valores nas linhas sé&o diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Numero de instares (N°i); Numero médio de eclosbes (N°e);

Razéo sexual média para a populacéo (RS); NUmero médio de mortes (N°m);

Numero médio de adultos (N°a); Numero médio da populacéo ao final do ciclo de
Numero médio de fémeas (N°f); vida (N°p).

Numero médio de ovos por cada fémea (N°o/f);

Assim os tratamentos 2 e 3 se igualaram com as maiores médias de RS com
proporcao de 68% (+x4%) e 61% (+3,5%) de fémeas entre os adultos gerados,
enquanto o tratamento 1 apresentou a menor média ao nivel de comparacdo
estatistica com proporcéo de 41% (+£2,3%) de fémeas entre os adultos gerados (DMS
(5%) = 0,1275; p-value 0,0001), sugerindo que esse regime alimentar das lagartas

proporciona efeito desfavoravel sobre a capacidade reprodutiva.

O numero de adultos de G. mellonella obtidos diferiu estatisticamente para as
dietas, em que o tratamento 3 foi 0 com maior nimero médio de insetos que chegaram
a fase adulta entre os experimentos, com 251 (+5) adultos em média, seguido do
tratamento 2 com 239 (+7) adultos em média, e do tratamento 1, que apresentou a
menor populacdo de adultos registrada, com média. De 159 (+3) insetos que
conseguiram chegar a fase adulta no periodo avaliado (DMS (5%) = 87,8079; p-value
0,0312).

Para o numero de fémeas, os resultados se mostraram iguais ao nivel
estatistico entre as trés dietas avaliadas, mesmo com os tratamentos 2 e 3
apresentando maior nimero de mariposas fémeas, com diferenca de 65 e 64 fémeas

a mais que o tratamento 1 respectivamente (DMS (5%) = 93,1928; p-value 0,01.

Para os valores referentes ao numero de ovos por fémea, temos que o

tratamento 1 apresentou o menor indice (189 ovos/fémea (+ 9)) entre as trés dietas,
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mas se aproximou estatisticamente ao tratamento 3 (205 (+3,5) ovos/fémea), sendo o
tratamento 2 com o0 maior numero de ovos depositados, com 485 (+5) ovos por fémeas
entre os tratamentos (DMS (5%) = 61,2953; p-value 0,0001). Destes ovos as médias
de eclosdes se mostram diferentes, em que os tratamentos 2 e 3 expuseram 0S
melhores indices de eclosdes, com 491 (+£3) e 483 (+4,83) ovos eclodidos em média
respectivamente, e o tratamento 1 teve o menor indice, com 380 (+2) eclosfes como

pode ser visualizado na figura 14 (p-value 0,0001).

Pode-se observar na ilustracdo que os dados encontrados para o tratamento 2
se mostram proximos da meédia, ao contrario dos demais tratamentos, 0s quais mesmo

gue dentro da normalidade, apresentaram dados que se dispersdo da média.

Figura 14 - Comparacgao do numero de eclosdes de ovos entre os tratamentos
usando Box Plot
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Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

O numero de mortos para todos os tratamentos se diferenciou estatisticamente.
O tratamento 1 apresentou o maior nimero médio de mortes entre as geracdes com
204 (£3) mortes ao final do ciclo. As mortes foram consideravelmente menores para
os tratamentos 2 e 3 com 12 (+2) e 22 (+4,2) mortes em meédia respectivamente, ao
final do ciclo de vida para cada geragao avaliada (p-value 0,001), como se verifica ha

figura 15.
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Figura 15 - Comparacdo do numero de mortes entre os tratamentos usando
Box Plot
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Isso implica diretamente para o nimero médio de populacdo ao final do ciclo.
E possivel observar na figura 16 que esse nimero foi menor para as lagartas que
foram alimentadas pelo tratamento 1 com populacéo final de 295 (+5) individuos. Os
maiores indices populacionais foram alcancados pelas lagartas alimentadas do
tratamento 2 e 3 com populacbes médias de 487 (x3) e 477 (x6) individuos

respectivamente (p-value 0,001).
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Figura 16 - Comparacao do numero da populacédo final entre os tratamentos

usando Box Plot
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Com base na abordagem biométrica podemos observar que os resultados se
mostraram positivos para os tratamentos aos quais foram oferecidos a dieta adaptada
de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e a
dieta modificada de Guerra (1973), e uma maior incidéncia de valores negativos foi
obtida para as geracfes alimentadas com a dieta a base de favos secos umedecidos

com solucao de mel a 75%.

Mesmo com o surgimento das mariposas (adultos) ainda se tinham lagartas nas
criacoes. Este numero de lagartas “restantes” € importante quando nos referimos a
uma criacdo de insetos mantidas em laboratério, visto que o intuito € oferece-las como
hospedeiros a algum parasita, predador ou parasitoide. Isso porque é desejavel que
se tenham lagartas a disposicdo para a realizacdo dos experimentos. Assim, O
residual larval (nUmero de lagartas restantes ao final do ciclo) para cada tratamento

foi registrado e analisado.
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Tabela 6 - Médias das lagartas que estenderam seu estagio larval

Trat. N° Lagartas residuais
1 65,5 (b)
2 128,5 (a)
3 51,875 ()

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Ao nivel de comparacao das médias obtidas para os trés tratamentos, o numero
de lagartas restantes nas caixas de criacbes (mesmo apds aparecimento e
fecundacgao dos adultos), foram significativos estatisticamente, em que as geracoes
alimentadas com o tratamento 2 (dieta 2) tiveram um ndamero maior de lagartas que
prolongaram seu ciclo, sendo de 128 (+£3) lagartas restantes em média para uma
populacao inicial de 500 individuos. O tratamento 1 e 3 se igualaram estatisticamente
com 65 (£3) e 51 (+2,3) lagartas presentes ao final do periodo respectivamente como
apresentado na tabela 4.

Deste modo podemos dizer que a adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) se mostra interessante para uso em
criacdes de G. mellonella com o intuito de serem oferecidas como hospedeiros em
fase larval, pois apresenta os maiores valores de individuos em fase larval prolongada
por um maior periodo de tempo, enquanto o tratamento 3 € recomendado para criacdo
da traca-da-cera com interesse em manutencao dessa espécie em laboratério (DMS
(5%) = 49,3461; p-value 0,0018). Como exemplo seu uso na area de medicina e

farméacia.

Para o estudo das dinamicas populacionais entre os tratamentos realizou-se a
analise de demografia. Nela foram coletados, analisados e interpretados dados que
se referem a parametros de desenvolvimento em relagcdo a descendéncia,
sobrevivéncia, natalidade e mortalidade das lagartas de G. mellonella quando
submetidas as trés dietas artificiais avaliadas (tratamento 1: favos secos umedecidos
com solucdo de mel a 75%; tratamento 2: dieta adaptada de Jorjao et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998); tratamento 3: dieta
modificada de Guerra (1973). Os resultados encontrados foram expressos nha tabela

a sequir.
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Tabela 7 - Médias dos parametros demograficos avaliados para as trés dietas

Abordagem demografica

Trat. RS X mx IX TN% TM%
1 0,4146 ® 60 (a) 78,8775 0,59125 0,6788 (v) 0,40875
2 0,6841 (a) 60 (a) 333,0454 0,975 0,9966 (a) 0,025
3 0,6133 @ 45 ) 125,6422 0,95475 0,4301 (v) 0,04525

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<

0,05). Médias diferentes nas linhas séo estatisticamente

Razao sexual (RS) Taxa de sobrevivéncia (Ix)
Periodo médio de desenvolvimento (x) Taxa de natalidade (TN%)
NUmero de fémeas geradas por fémeas (mx) Taxa de mortalidade (TM%)

O periodo médio de desenvolvimento (X) se apresentou igual entre o0s
tratamentos 1 e 2, com ciclo de vida sendo alcancado em 60 (+£5) dias em média por
51% da populagéo inicial conhecida para cada geragéo estudada. Para o tratamento
3, esse ciclo foi alcancado em 45 (+5) dias em média para todas as geracdes

avaliadas.

Em relacdo ao nimero médio de fémeas geradas por fémeas (mx), pode-se ver
na figura 17 que o tratamento 1 apresentou o menor indice, com 78,87 (x5) fémeas
geradas por fémeas, porém se mostrou igual estatisticamente ao indice encontrado
para o tratamento 3, com 125,64 (+5) fémeas geradas por fémeas. Nesse parametro
o tratamento 2 apresentou o maior indice com média de 333,04 (+5) fémeas geradas

por fémeas.

Figura 17 - Comparacado do numero de fémeas geradas por fémeas entre os

tratamentos usando Box Plot
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Figura 18 - Comparacéo do indice de sobrevivéncia entre os tratamentos

usando Box Plot
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Para o parametro taxa de sobrevivéncia (Ix), os tratamentos 2 e 3 se
destacaram com médias de 0,975 (x0,05) e 0,95475 (+0,05) respectivamente,
correspondendo a proporcao de 97% e 95% de individuos sobreviventes até a proxima
geracdo. Ao contrario do tratamento 1, que apresentou taxa de sobrevivéncia de 59%,
sendo a menor média entre as trés dietas avaliadas. Com estes dados podemos
também dizer que a populacdo para o tratamento 1 é classificada em numero
relevante de individuos sobreviventes (Ix>0,50-0,70) e as populacdes referentes aos
tratamentos 2 e 3, sdo classificadas como de alta sobrevivéncia (Ix>0,70) como

apresentado na figura 18 (p-value 0,0001).

A taxa de natalidade (TN%) para as trés dietas avaliadas, também se mostrou
significativa, em que os tratamentos 1 e 3 se igualaram ao nivel estatistico, com
0,6788 (x 0,023) e 0,4301 (£ 0,03) respectivamente, representando 67% e 43% de
nascimentos em media para as geracdes avaliadas. Ja o tratamento 2 se destacou
com taxa de natalidade correspondente a 99% (+2). Com base nos dados até o
momento, pode-se dizer que a taxa de natalidade para o tratamento 1 é

correspondente a tentativa de sobrevivéncia dos individuos, que no parametro anterior
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se mostrou menor entre as trés avaliadas, e agora na taxa de natalidade se igualou

ao tratamento 3 com numeros consideraveis (DMS (5%) = 0,2562; p-value 0,0001).

No ultimo parametro desta tabela, encontramos a taxa de mortalidade (TM%).
Esse parametro se refere a proporcao de individuos mortos durante o periodo da
geracdo. Para essa taxa, 0s tratamentos 2 e 3 apresentaram os menores indices,
sendo o tratamento 2 0 que apresentou 2,5% de mortes médias para as geracdes
avaliadas. O tratamento 3 com 4,5% (0,04525 (+ 0,001)) de mortes médias durante as
geracgOes se igualou estatisticamente ao tratamento 2. Em contrapartida, o tratamento
1 demonstrou a maior TM% com 40% (0,40875 (+0,2)) de individuos mortos em média
durante as geracdes o que pode ser facilmente observado nos Box Plots da figura 19
(p-value 0,0001).

Figura 19 - Comparacao da taxa de mortalidade entre os tratamentos usando
Box Plot
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Com os parametros demograficos calculados e interpretados, € necessario
conhecer a fundo os resultados da alimentacao oferecida as lagartas de G. mellonella,
para verificar se as dietas podem interferir ou ndo em seu desenvolvimento, o que
implica diretamente no seu uso em laboratérios como hospedeiros, visto que a
organizacdo geral da fisionomia e fisiologia das lagartas precisa ser considerada
normal e saudavel, para a validacdo dos experimentos e diminuicdo de possiveis

erros. Para isso, montou-se a tabela de vida e fertilidade (tab.8), que tem por objetivo
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estudar esses processos demogréficos das popula¢gdes, acompanhando a natalidade,

mortalidade e os padrdes de fertilidade e fecundidade.

A tabela de vida e fertilidade representa como a sobrevivéncia e a fertilidade
mudam com a idade e/ou ciclo de vida das espécies, de modo a estimar os dados
estatisticos para a populacdo em estudo. Entre as tabelas de vida e fertilidade, para
este estudo adotou-se o modelo Coortes (conjunto de individuos de mesma idade)
seguindo o destino de um grupo de individuos nascidos durante 0 mesmo intervalo de

tempo.

Tabela 8 - Médias dos parametros de vida e fertilidade de G. mellonella para as

dietas avaliadas

Tabela de vida e fertilidade

Trat. X ax Lx Fx Mx LxMx
Ovos 500 (a)
1 Lagartas 380 (c) 0,76 (c)
Adultos 194 () 0,388 () 17365 @ 185 @ 34,73 (0
Fémeas 94 (c) 0,187 (c)

Ovos 500 (a)
Lagartas 491 (a) 0,983 (a)

2 adutos 2404 048 o 80935 () 489 () 161,87
Fémeas 166 (a) 0,331 (a)
Ovos 500 (a)
g Lagartas 484 09680) 41941 202@m 63,88 1)

Adultos 252 (a) 0,503 (a)
Fémeas 157 (b) 0,315 (v)
Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<

0,05).

Estagio de desenvolvimento (x) Fecundidade total (Fx)
Numero de individuos observados (ax) Fecundidade individual (Mx)
Proporcéo de sobreviventes (Lx) Prole efetiva (LXxMXx)

O numero de individuos observados em cada estagio de desenvolvimento (ax)
foi igual para o niumero de ovos em todos o0s tratamentos, em vista da padronizagéo
com 500 ovos para o inicio das populacdes avaliadas a cada geracdo. O numero de
lagartas de G. mellonella nesse parametro foi estatisticamente diferente para as trés
dietas, sendo maior para a dieta do tratamento 2 (491(x2)), seguido do tratamento 3
(484(x4)) e com menor numero de lagartas do tratamento 1 (380(x5)) (DMS (5%) =
2,9548; p-value 0,0001).
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O mesmo foi observado para o niumero de adultos e fémeas, em que 0s trés
tratamentos diferiram entre si, em que o tratamento 3 apresentou 0 maior nimero de
adultos, com 252 (£2) e segundo maior niumero de fémeas com 157 (+2), seguido da
dieta 2 com 240 (+2) mariposas e maior numero de fémeas com 166 (+3) e o
tratamento 1 com o menor nimero para ambos (194 (x2) adultos e 94 fémeas (+5))
(DMS (5%) = 2,9548; p-value 0,0001; DMS (5%) = 2,9548; p-value 0,0001).

Para a proporcdo de sobreviventes em cada estagio (Lx), o tratamento 1
apresentou os menores indices de sobrevivéncia entre os estagios de vida de lagarta,
adultos e fémeas com 76%, 38% e 18% de individuos sobreviventes respectivamente.
Ja o tratamento 2 apresentou percentagens maiores para sobreviventes no estagio
larval e de fémeas com 98% e 33%, e menor que a dieta 3 para os adultos
sobreviventes com 48%, enquanto o tratamento 3 apresentou 96% de sobreviventes
em estagio larval, 50% de sobreviventes no estagio adulto, sendo o maior entre 0s
trés tratamentos, e 31% para a sobrevivéncia de fémeas (DMS (5%) = 0,0030; p-value
0,0001).

Para os valores de fecundidade total (Fx) encontrados entre os tratamentos,
todos se apresentaram diferentes ao nivel estatistico. A populagdo alimentada pelo
tratamento 2 apresentaram maior capacidade reprodutiva total entre os tratamentos
(80935 (+5) ovos/geracao), o tratamento 3 com indice de 31941 (x5) ovos/geracao se
apresentou intermediario em relacdo a capacidade de reproducdo populacional ao
todo, enquanto os individuos alimentados pelo tratamento 1 tiveram a menor
capacidade reprodutiva de seus adultos, com 17365 (x5) ovos/geracdo (DMS (5%) =
2,9548; p-value 0,0001).

A fecundidade individual (Mx), que quantifica a capacidade reprodutiva média
para cada fémea, teve maior indice obtido pelas fémeas alimentadas pelo tratamento
2, apresentaram maior capacidade reprodutiva individual média entre os tratamentos
(489 (£5) ovos), o tratamento 3 com indice de 202 (x5) ovos, se apresentou
intermediario em relacédo a capacidade de reproducdo de cada uma de suas fémeas
ao todo, enquanto as fémeas alimentadas pelo tratamento 1 tiveram a menor
capacidade reprodutiva individual, com 185 (x5) ovos (DMS (5%) = 2,9548; p-value
0,0001).
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O ultimo parametro estruturante da tabela de vida e fertilidade se refere ao
numero da prole (LxMx). Para esta avaliacéo, o tratamento 2 novamente apresenta o
maior indice, com 161,87 filhos produzidos por cada fémea em média que
sobreviverdo e se reproduziram efetivamente a cada geragao. O tratamento 3 se
encontra em segundo lugar, com 63,88 individuos por fémea com capacidade de se
reproduzir e sobreviver a cada geracao, e o tratamento 1 se apresentou com numero
de 34,73 filhos por fémea capazes de se reproduzir e sobreviver em média a cada
geracéo (DMS (5%) = 0,022; p-value 0,0001).

Os valores encontrados para o parametro LxMx, ilustram também o
crescimento ou decréscimo da populacéo avaliada. A partir dos valores encontrados,
concluimos que as populacfes dos trés tratamentos estdo crescendo, pois, as taxas
apresentam reproducdo basica >1, mesmo que em densidade populacional diferente.
Com a obtencao desses dados € possivel ilustrar em grafico a sobrevivéncia para as

populacdes alimentadas pelas trés dietas.

A partir dos resultados encontrados podemos afirmar que para a dieta adaptada
de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e
dieta modificada (Guerra, 1973), apresentaram Gtima sobrevivéncia, ou seja, a medida
gue passa 0 tempo o0 numero de sobreviventes se mantém praticamente estavel,
somente com 2/3 de vida o nimero de sobreviventes comeca a reduzir (fase de
senescéncia natural), assim a morte € concentrada no final da vida, enquanto para a
dieta de favos + sol. mel (75%) se apresenta insatisfatoria, ou seja, o nimero de
individuos sobreviventes tem uma proporcdo que se mantém praticamente fixa do
inicio ao fim da vida, existindo fatores de intervencdo que geram mortes de forma
semelhante ao decorrer do ciclo de vida desta, assim a probabilidade de morte
permanece constante independente do estagio de vida, conduzindo a sobrevivéncia a

um linear declinio.

Podemos também baseados nas informacgdes deduzir que a dieta adaptada de
Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), dieta
modificada e dieta de favos + sol. mel (75%) possuem risco de mortalidade pequeno

no inicio da vida, e aumenta significativamente ao fim da vida para as trés populacgdes.

Os dados do parametro de desenvolvimento para as populacdes dos trés

tratamentos avaliados nesta etapa estao apresentados na tabela a seguir (tab.9). Os
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valores para a taxa liquida de reproducédo (Ro) de G. mellonella para os tratamentos
diferem estatisticamente (p-value<0,0001), evidenciando que as dietas atrtificiais
disponibilizadas as lagartas interferem no potencial de aumento de individuos nas
geracoes.

Tabela 9 - Médias dos par@metros de desenvolvimento avaliados para as trés
dietas

Parametros de desenvolvimento

Trat. Ro T rm A TD
1 364,8820 60 16,5292 2,0661 0,0419
2 2598,3886 60 117,7070 4,2272 0,0059
3 961,7074 45 58,0871 5,7209 0,0119
Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)
Taxa liquida de reproducéo (RO) Taxa finita de aumento (A)
Tempo de geracao (T) Tempo de duplicacdo da populacéo (TD)

Taxa intrinseca de crescimento (rm)

Para o tratamento 2, a taxa liquida de reproducédo de G. mellonella mostrou
acréscimo na geracédo de 7,12 vezes em relacao a dieta 1 e aumento de 2,70 vezes
em relacdo ao tratamento 3. As dietas favos + sol. mel (75%) e modificada,
promoveram o decréscimo populacional da espécie, uma vez que, 0 aumento
populacional é dependente da quantidade de fémeas de cada geracdo, conforme
apresentado nos Box Plots na figura 20.

Figura 20 - Comparacéo da taxa liquida de reproducao entre os tratamentos
usando Box Plot
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O tempo de geracéo (T) da espécie G. mellonella apresentou-se menor para o
tratamento 3, diferindo significativamente dos tratamentos 1 e 2 (p-value 0,0001). A
partir deste resultado € possivel obter ao ano 6,08 geragcfes de G. mellonella ao ano
guando as lagartas séo alimentadas por favos secos + sol. mel (75%) e dieta adaptada
de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e

8,11 geracbes ao ano para a dieta modificada (Guerra,1973).

Os valores da taxa intrinseca de crescimento (rm) se mostram positivos,
sugerindo o aumento populacional de G. mellonella nos trés tratamentos (p-value
0,0001). Os tratamentos diferem estatisticamente, sendo que o valor de rm foi igual
para os tratamentos 2 e 3 ao nivel de comparagdo, enquanto o tratamento 1

apresentou o menor indice entre os tratamentos, como representado na figura 21.

Figura 21 - Comparacéo da taxa intrinseca de crescimento entre os

tratamentos usando Box Plot
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Taxa de crescimento populacional

Quanto a razdao finita de aumento (A), apresentou diferenca estatistica (p-value
0,0001) para as dietas, das quais o maior valor foi encontrado para o tratamento 3,
porém semelhante ao tratamento 2, assim ambas as dietas possuem maior
multiplicacéo de individuos dentro dos seus respectivos periodos (T). O tratamento 1
apresentou a menor taxa, assim pode-se dizer que para as geracdes alimentadas com
essa dieta a multiplicacdo dos individuos por unidade de tempo € menor, como

podemos ver na figura 22.
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Figura 22 - Comparacgéo da taxa finita de aumento entre os tratamentos usando
Box Plot

A

180,00
160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

0,00

Taxa de aumento de individuos

==

O periodo de tempo necessario para a populacao inicial de G. mellonella dobrar

Valores séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

(TD) foi influenciado pelo regime alimentar das lagartas como representado na figura
23 (p-value 0,0001). O grupo alimentado com a dieta adaptada de Jorjao et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), mostrou o menor periodo,
sugerindo que a espécie possui condicdes de dobrar sua populacdo em
aproximadamente 1 (x 0,05) dia de oviposicdo. As lagartas alimentadas. No
tratamento 1 apresentaram o periodo de 4 (+ 2) dias de oviposicdo para duplicacédo
da espécie e ao tratamento 3, com 1 (+ 2) dia de oviposi¢cdo € capaz de duplicar o

numero de individuos inicial.
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Figura 23 - Comparacgao do periodo de tempo necessério para a populacao

dobrar de tamanho entre os tratamentos usando Box Plot
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4.3 Etapa Il — Avaliacéo da relacéo entre os NEPs e as lagartas alimentadas

pela nova dieta adaptada

Para inicio da segunda etapa da pesquisa, as lagartas avaliadas por 8
gerac0Oes, foram mensuradas em comprimento e largura, a fim de se definir um padréo
para o0s experimentos seguintes, sendo realizados com a oferta das lagartas
alimentadas pelas trés dietas as espécies de nematoides entomopatogénicos. Os

dados obtidos dessa padronizacéo estdo apresentados na tabela 10 a seguir.

Tabela 10 - Parametros métricos obtidos para as trés dietas avaliadas

Parametros métricos das lagartas no 6° instar

Trat. Comprimento (mm) Largura (mm)
1 13,125 (¢) 3,75 (v)
2 15,875 (a) 5,75 (a)
3 15,375 (b) 5,56 (a)

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Os dados obtidos foram significativos estatisticamente (p-value 0,0001), em
gue o tratamento 2, apresentou comprimento médio entre seus individuos de 6° instar

de desenvolvimento larval de 15,875 mm de comprimento, sendo a maior entre as
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dietas, em que o tratamento 3 se aproximou com média de 15,375 mm de
comprimento e o tratamento 1 apresentou a menor média com 13,125 mm de
comprimento (DMS (5%) = 0,4862).

Em relacdo a largura das lagartas, a maior média foi de 5,75 mm e 5,56 mm
para os tratamentos 2 e 3 respectivamente e a menor média foi de 3,75 mm de largura
correspondente ao tratamento 1 (DMS (5%) = 0,5303; p-value 0,0001).

Assim, para os experimentos de infeccdo, viruléncia e multiplicagcdo de
espécies de nematoides entomopatogénicos (NEPs), foram oferecidas lagartas
seguindo o padrdo médio para cada dieta, sendo as lagartas provenientes de 8°
geracado de cada uma das dietas, selecionadas de acordo com sua estrutura. De modo
que para os tratamentos compostos de lagartas provenientes do tratamento 1,
selecionados individuos com 13 (£0,15) mm X 3,5 (x 0,2) mm, para os tratamentos
compostos pelos individuos vindos da dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), foram selecionados aqueles com 15,5
mm (£ 0,3) X 5,5 (£ 0,2) mm, e para os tratamentos com uso de lagartas advindas da
dieta modificada de Guerra (1973), foram selecionadas aquelas com 15 (£0,3) mm X
5,5 (x0,3) mm.

4.3.1 Infecgao das lagartas de G. mellonella por nematoides entomopatogénicos

Constata-se pela ANOVA que as médias calculadas para o parametro,
possuem baixa variabilidade estando no esperado para ensaios com insetos, 6tima
precisdo dos dados (CV% 3,05), tendéncia dos dados a estarem préximos da média
(o 1,45) e estimativa precisa para as populacdes (ErP 0,46) (CAMPOS, 1984;
PIMENTEL-GOMES, 1985; FERREIRA, 1991).

Para avaliacdo da interferéncia da alimentacdo das lagartas com dieta favos
secos + sol. mel (75%) (G. mel. D1); dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) (G. mel. D2); dieta modificada
(Guerra, 1973) (G. mel. D3) sobre a infeccdo das cinco espécies de nematoides
entomopatogénicos H. bacteriophora (H.b.), H. amazonensis (H.a.), S. puertoricense
(S.p.), S. rarum (S.r.), S. feltiae (S.f.), foram contabilizados o nimero de lagartas

mortas apos exposicao aos nematoides. Os dados estéao representados na tabela 11.
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Os tratamentos se mostraram diferentes (DMS (5%) = 2,2519; p-value 0,0001).
Os tratamentos constituintes da dieta G. mel. D2 apresentaram o maior numero de
lagartas mortas, com 49 lagartas mortas ap0s a exposicdo aos nematoides H.
bacteriophora e S. puertoricense e S. feltiae, e 48 lagartas mortas em média para H.
amazonensis e S. rarum, iguais a nivel estatistico dos tratamentos constituidos das
lagartas alimentadas pela dieta G. mel. D3, com média de 48 lagartas mortas para as
espécies S. puertoricense e S. rarum e 47 lagartas mortas para as espécies H.
bacteriophora, H. amazonensis e S. feltiae.

Tabela 11 - Médias obtidas para o parametro de infeccdo de G. mellonella
alimentadas pelas diferentes dietas, por nematoides entomopatogénicos

Infeccao de lagartas de G. mellonella por nematoides entomopatogénicos

Tratamento H. b. H. a. S. p. S.r. S. f.

G. mel. D1 46,8 (b) 46 (b) 45,6 (b) 46,5 () 38,4 ()
G. mel. D2 49,1 (a) 48,5 (a) 49 (a) 48,3 (a) 49,5 (a)
G. mel. D3 47,7 (a) 47,8 (a) 48,2 (a) 48 (a) 47,5 (a)

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<
0,05).

Heterorhabditis bacteriophora (H.b.) Steinernema rarum (S.r.)
Heterorhabditis amazonenses (H. a.) Steinernema feltiae (S.f.)
Steinernema puertoricense (S.p.)

A menor média do nimero de mortes foi obtido para as lagartas alimentadas
pela dieta D1 exposta aos NEPs S. feltiae, 38 lagartas mortas em média. Entre os
valores obtidos, para as lagartas alimentadas com dieta de favos secos os tratamentos
G. mel. D1+H.b. (46,8); G. mel. D1+H.a. (46); G. mel. D1+S.r. (46,5); foram os com
maior niumero de lagartas mortas, mas inferior aos valores do uso de lagartas
alimentadas pela dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e
modificada de Parra (1998).

Assim pode-se dizer que as lagartas alimentadas pela dieta de favos secos
umedecidos com solucdo de mel a 75% apresentaram o menor nimero de mortes
apos exposicao aos nematoides entomopatogénicos, em principal a espécie S. feltiae,
com infeccoes de 90% para S. puertoricense, 92% para H. bacteriophora, H.
amazonensis e S. rarum, e 76% de infeccdo para S. feltiae. Em contrapartida, as
lagartas alimentadas pela dieta adaptada de Jorjéo et al. (2018), baseada em Guerra
(1973) e modificada de Parra (1998), apresentaram as maiores médias de mortes

apos exposicdo as cinco espécies de NEPs avaliadas, correspondendo a um maior
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indice de infec¢gBes por estes nematoides, sendo de 98% de infec¢cdo das lagartas
pelos NEPs H. bacteriophora, S. puertoricense e S. feltiae; e de 96% para as espécies

H. amazonensis e S. rarum.

As espécies S. puertoricense e S. rarum apresentaram indices de infeccéo
proximos e iguais estatisticamente para os tratamentos com lagartas alimentadas pela
dieta adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de
Parra (1998) e dieta modificada, ambas com indice de infeccdo superior a 96%,
engquanto que as espécies H. bacteriophora, H. amazonensis e S feltiae, obtiveram
maior sucesso de infeccdo com niveis acima de 96% sobre as lagartas de G.
mellonella alimentadas pela dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada em
Guerra (1973) e modificada de Parra (1998).

4.3.2 Viruléncia de Nematoides entomopatogénicos a lagartas de G. mellonella

Para a avaliacé@o de viruléncia, foram contabilizadas as horas necessarias para
a morte dos insetos apds exposicdo aos nematoides. Os resultados obtidos estdo na
tabela 12 a seqguir. Os resultados se mostraram significativos e diferentes entre si (p-
value 0,0001).

Tabela 12 - Médias obtidas para o parametro de viruléncia de nematoides
entomopatogénicos & G. mellonella alimentadas pelas diferentes dietas

Horas necesséarias para a morte de G. mellonella

Tratamento H. b. H. a. S. p. S.r. S. f.
G. mel. D1 38,4 43,2 40,8 38,4 38,4
G. mel. D2 24 24 24 33,6 24
G. mel. D3 26,4 31,2 33,6 40,8 36
Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Heterorhabditis bacteriophora (H.b.) Steinernema rarum (S.r.)

Heterorhabditis amazonenses (H. a.) Steinernema feltiae (S.f.)

Steinernema puertoricense (S.p.)

Ao nivel de comparacéao, as lagartas alimentadas pela dieta G. mel. D1+ H.a.;
G. mel. D1+ S.p.; G. mel. D1+ H.b.; G. mel. D1+ S.r. e G. mel. D1+ S.f., apresentaram
0 maior tempo necessario para a morte de 51% das lagartas oferecidas, com 43,2;
40,8; 38,4 horas respectivamente. Enquanto os tratamentos provenientes de lagartas
alimentadas pela dieta adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e

modificada de Parra (1998) (G. mel. D2), apresentaram 0S menores tempos para
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causar a mortalidade das lagartas apds exposicéo as cinco espécies de NEPs, desses
0 maior tempo necessario foi obtido pelo tratamento G. mel. D2 + S.r., com 33,6 horas
de exposicdo para causar a viruléncia de 51% das lagartas. Para os tratamentos com
lagartas alimentadas pela dieta modificada (G. mel. D3), o menor tempo para morte

dos insetos foi obtido para a espécie H. bacteriophora com 26 horas.

A menor média do numero de horas necessarias para causar a morte a 51%
das lagartas oferecidas para aquelas alimentadas com a dieta de favos secos, foi
obtido nos tratamentos G. mel. D1+H.b. (38,4); G. mel. D1+S.r. (38,4); G. mel. D1+S.f.
(38,4), entretanto o tempo de viruléncia para esses tratamentos foi maior que 0s
tratamentos que receberam lagartas alimentadas pela dieta adaptada de Jorjao et al.
(2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) (G. mel. D2) e dieta
modificada (Guerra, 1973) (G. mel. D3).

Desta forma temos que, 0 menor tempo necessario para causar a morte das
lagartas € obtido com o uso da alimentacédo das mesmas pela dieta adaptada de Jorjao
et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), em que este
tratamento apresentou 0 menor tempo e consequentemente a maior viruléncia entre
0s tratamentos para todas as espécies de NEPs. A menor viruléncia corresponde a
maior unidade de tempo, foi encontrada no tratamento G. mel. D1+ H.a. com 43 horas
necessarias para que o NEPs em questdo cause a morte de 51% das lagartas

expostas.

Os tratamentos em que as lagartas foram alimentadas pela dieta modificada
(G. mel. D3), se apresentaram como intermediarios neste pardmetro, ndo sendo as
maiores e nem menores viruléncias, porem se assemelhou estatisticamente ao
tratamento G. mel. D1 para as espécies S. rarum e S. feltiae, em que os NEPs
precisaram de 40,8 e 36 horas respectivamente para causar a viruléncia de 51% das

lagartas oferecidas.

Em representacao gréfica de Box Plots (fig. 24), pode-se observar que apenas
os tratamentos que utilizaram a dieta adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em
Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) (G. mel D2) se apresentaram diferentes
dos demais, com menor tempo necessario para que 0S nematoides

entomopatogénicos possam causar a morte das lagartas de G. mellonella.



Horas

85

Figura 24 - Comparacgéo de Viruléncia (em horas para a morte) das lagartas de

G. mellonella com o uso de nematoides entomopatogénicos
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4.3.3 Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos em lagartas de G. mellonella

Ap0s a exposicdo das lagartas alimentadas pelas trés diferentes dietas as cinco
espécies de nematoides entomopatogénicos e suas respectivas mortes, as lagartas
foram postas em armadilha de White para incubacéo e obtencéo da prole dos juvenis
infectantes que parasitaram as lagartas. Os resultados desta avaliacdo correspondem
ao parametro de multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos, parametro este
que finaliza a série de analises realizadas e determina se a dieta artificial oferecida as
lagartas podem influenciar no sucesso da manutencdo de NEPs em laboratorio. Os

dados sao apresentados na tabela 13.

Os tratamentos para este parametro se mostraram diferentes estatisticamente
(p-value 0,0001). Os tratamentos correspondentes as lagartas alimentadas com dieta
de favos secos umedecidos com sol. mel a 75% (G. mel. D1) apresentam o menor
indice de juvenis infectantes (JIS) para cada 5 ml de suspenséo entre os demais,

sendo 0s menores numeros encontrados com o oferecimento de lagartas alimentadas
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por essa dieta como hospedeiros para as espécies S. rarum e S. feltiae com 127.475

JIS /5ml de suspenséo.

Tabela 13 - Médias obtidas para o parametro de multiplicacdo de nematoides
entomopatogénicos em G. mellonella alimentadas pelas diferentes dietas

Numero de juvenis infectantes de nematoides entomopatogénicos em
lagartas de G. mellonella

Tratamento H. b. H. a. S. p. S.r. S. f.
G. mel. D1 128906,8 148587,2 142989,2 127475 127475
G. mel. D2 235430,5 263402,5 267456,3 254406,7 269912,4
G. mel. D3 243137,4 176303,8 198368,6 198812,8 181687,2
Valores nas linhas séo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Heterorhabditis bacteriophora (H.b.) Steinernema rarum (S.r.)

Heterorhabditis amazonenses (H. a.) Steinernema feltiae (S.f.)

Steinernema puertoricense (S.p.)
Os maiores niveis populacionais de JIS foram encontrados com o0 uso de

lagartas alimentadas pela dieta adaptada de Jorjéo et al. (2018), baseada em Guerra
(1973) e modificada de Parra (1998) (G. mel. D2) oferecidas como hospedeiras aos
nematoides S. feltiae, S. puertoricense, H. bacteriophora e S. rarum, com prole de
269.912,4 JIS, 267.456,3 JIS, 263.402,5 JIS e 254.406,7 JIS em média para cada 5ml
de suspensao. Para a espécie H. bacteriophora o niumero de juvenis obtido foi menor
gue numero encontrado com o uso da dieta modificada (Guerra, 1973), com 235.430,5

JIS contra 243.137,4 JIS respectivamente, conforme representado na figura 25.

Ainda referente a dieta G. mel. D3, o menor numero de JIS obtidos foi referente
ao uso das lagartas como hospedeiras de H. bacteriophora com 176.303,8 JIS/5ml de
suspensao. Para as espécies S. puertoricense e S. rarum este nUmero se mostrou

semelhante para ambas as espécies com 444,2 JIS de diferenca.
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Figura 25 - Comparacao de multiplicacdo de NEPS em G. mellonella
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Conforme os dados obtidos na etapa | e etapa Il, a dieta artificial com uso de
favos secos umedecidos com solucao de mel a 75%, se mostrou ineficiente em criacéo
de G. mellonella para oferecimento como hospedeiras as espécies de nematoides
entomopatogénicos em laboratérios, apresentando os menores e piores valores para

todos os parametros avaliados.

A dieta artificial adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e
modificada de Parra (1998) constituida de leite em pé integral, mel, farinha de aveia,
gérmen de trigo e proteina de soja, apresentou médias significativas e satisfatorias
sobre as demais dietas avaliadas nesta pesquisa, se mostrando eficiente para uso na
alimentacdo de G. mellonella em laboratorios de nematologia, a serem oferecidas
como hospedeiras aos nematoides entomopatogénicos. E melhor desempenho
também na infeccao, viruléncia e multiplicacdo de H. bacteriophora, H. amazonensis,
S. puertoricense, S. rarum e S. feltiae, demonstrando que o uso desta dieta favoreceu
principalmente a multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos, 0 que se espera

de uma criagcdo para manutencao de espécies em laboratorio.
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A dieta realizada pelo Instituto biolégico de campinas (modificada de Guerra,
(1973)), foi similar em alguns parametros a dieta adaptada de Jorjao et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), e em outros se assemelhou
a dieta com uso de favos umedecidos. Apresentou também medias inferiores a dieta
2 em relacdo a multiplicagéo e viruléncia dos nematoides entomopatogénicos, e se

assemelhando a dieta de favos secos em relacéo a infeccédo das lagartas pelos NEPs.
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5 DISCUSSAO

Este estudo buscou o desenvolvimento de uma dieta artificial para a criacéo de
G. mellonella a ser oferecida como hospedeira a nematoides entomopatogénicos
(NEPs) dos géneros Heterorhabditis e Steinernema. Essa dieta deve ser capaz de
proporcionar o melhor desenvolvimento dos insetos e a permanéncia de parte dos
individuos em estagio larval, para existir uma escala no fornecimento de lagartas, de
modo a dispor continuamente de individuos em estagio larval. A dieta deve ainda
promover ou néo interferir nos processos de infeccao, viruléncia e multiplicacdo de

NEPs em laboratério.

5.1 Avaliacdo daresposta de G. mellonella a nova dieta artificial adaptada

Para os insetos o fator nutricional esta relacionado diretamente aos aspectos de
sua biologia, incluindo comportamento, fisiologia, morfologia e ecologia (SCRIBER e
SLANSKY JR., 1981). Toda a alimentacéo feita durante a fase larval € importante para
0s insetos holometabdlicos, pois influencia no desenvolvimento dos insetos, para
chegarem a fase adulta com sucesso em suas metamorfoses, sem deformagodes,
aptos a dispersao e a reproducédo (SCHOWALTER, 2011).

Alguns autores consideram que as dietas que ndo possuem mel, pélen ou favos
em sua composicdo, ndo atendem as necessidades nutricionais de G. mellonella e
que as dietas devem conter carboidratos, proteinas e lipidios (NIEMXERKO e
WLODAWER, 1950; DADD, 1964; COSKUN, KAYIS, et al., 2006). Para as dietas
avaliadas nesse estudo, a dieta de favos secos umedecidos se mostrou rica em
energia, mas pobre em carboidratos e proteinas, o tratamento 2 é rico em proteinas,
carboidratos e energia, e a dieta modificada de Guerra (1973) é rica em energia com
valor consideravel de carboidratos e proteinas. Em comparacdo, o tratamento 2
apresenta maiores valores em carboidratos e proteinas entre as demais, mas perde

em valor energético para a dieta modificada de Guerra (1973).

Apesar de nédo ter sido avaliado o consumo das dietas pelas lagartas, foi possivel
observar no decorrer da pesquisa, que a fase imatura de G. mellonella teve
preferéncia pelo tratamento 2 e tratamento 3 pois as consumiram mais. De modo
geral, as lagartas toleraram as diferentes dietas, pois completaram seu

desenvolvimento, apesar das baixas nas populagdes. O mesmo foi considerado por
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COSKUN, KAYIS, et al. (2006), que em seu trabalho descrevem as lagartas da
espécie serem tolerantes as diversas dietas existentes sem graves problemas em seu
desenvolvimento, entretanto existe uma perda de peso quando a dieta ndo contém,
ou contém pouco mel em sua composicao, resultando em deficiéncia nutricional com

consequente pupacdo precoce de até 50% da populacéo.

Krams, Kecko, et al. (2015), em seu estudo, destacaram que a espécie G.
mellonella tem desenvolvimento rapido na fase larval com maior peso corporal quando
alimentadas com dietas altamente nutricionais, e que a ma nutricdo resulta em
diminuicdo do tamanho, precoce pupal e conseguente encurtamento do ciclo de vida.
Isso sugere que a dieta modificada de Guerra (1973) pode ndo ser a ideal para os
primeiros estagios de G. mellonella, nas condi¢cdes desse experimento. Por outro lado,
a dieta modificada de Guerra (1973), se assemelhou em alguns parametros a dieta do
tratamento 2, e foi superior a dieta que utilizou favos secos, apresentando lagartas
saudaveis com populacdo consideravel a cada geracdo, mostrando que essa
diminuicdo de dias no ciclo de vida pode nédo ser negativa, ou pela falta de nutrientes
na dieta.

Um ponto importante a ser considerado, é que as lagartas alimentadas pelo
tratamento 2 apresentaram a mesma duracao do ciclo de vida que a dieta com favos
secos, mas em todos os parametros avaliados, demonstrou indices de influéncia
positivos sobre a populacdo, com maior numero de fémeas, consequentemente maior
namero de ovos depositados por cada fémea, maior nimero de eclosdes, menor
namero de mortes correspondendo a maior taxa de natalidade encontrada e a menor
taxa de mortalidade entre as dietas avaliadas, com maior populacdo entre os
tratamentos, ao contrario da dieta de favos secos que foi negativa para todos os

parametros apresentados.

Os resultados encontrados indicam que as principais influéncias para as
avaliacdes desta etapa sdo os ingredientes que compde as dietas. Sendo a relagéo
proteinas: carboidratos as variaveis importantes. O mesmo foi obtido por RIBEIRO
(2017) avaliando possiveis dietas para criacdo em laboratorio de Helicoverpa
armigera, o autor conclui que as dietas com as melhores proporcbes entre
carboidratos e proteinas produzem individuos com desenvolvimento continuo, além

de as lagartas apresentarem maior aceitacao para as dietas com esses elementos em
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equilibrio quando comparadas com as dietas com menores niveis dessas substancias.

Conforme obtido nesse experimento para as dietas do tratamento 2 e 3.

Em estudo realizado por Mohamed, Ansari, et al. (2014), os autores analisaram
cinco dietas naturais no desenvolvimento e mortalidade de lagartasde G. mellonella,
e concluiram que existem mudancas significativas do crescimento das lagartas, em
gue o oferecimento de favos novos, demonstrou ser uma dieta pobre em nutrientes, o
que induz a uma maturacdo prolongada, capaz de diminuir ovos, tardando a
oviposigéo e estendendo a duracéo do ciclo de vida, com consequente aumento na
mortalidade em todas as fases de vida. Podendo indicar que ao contrario do esperado,
0 uso de elementos naturais nas dietas oferecidas em condi¢des de laboratério, pode

ter resultados negativos.

As dietas dos tratamentos 2 e 3, com propor¢cao superior entre proteinas e
carboidratos, acarretaram geracbes com desenvolvimento continuo e maior
sobrevivéncia. Isso pode ter relagcdo com a quantidade de proteinas presentes nas
dietas, em que de acordo com alguns autores a proteina € essencial para o
desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia dos insetos, atuando também na
producao de lipidios que sdo importantes para as formas imaturas (PARRA, PANIZZ|
e HADDAD, 2012; COHEN, 2015).

Em relacéo as avaliagdes sobre a reproducdo das geracdes de G. mellonella,
0s parametros: numero de ovos por fémeas, nimero de eclosdes, fémeas geradas
por fémeas, taxa de natalidade, fecundidade total, fecundidade individual (fertilidade)
e prole foram encontrados em maior nivel para o tratamento 2, indicando que o nivel
de proteina existente nessa dieta é capaz de favorecer os parametros reprodutivos
para a espécie. O mesmo foi observado por Cohen (2001) em seu trabalho, o qual
concluiu que a dieta artificial utilizada rica em proteinas, influencia positivamente na
capacidade reprodutiva dos insetos. CHAPMAN, SIMPSON e DOUGLAS (2013),
complementam que a producdo dos ovos esta relacionada com a quantidade de

proteinas do alimento ingerido pelas fémeas durante a fase larval.

A taxa de natalidade para a dieta formulada com favos secos e solugao de mel
a 75% foi a menor entre os tratamentos e consequentemente a maior taxa de
mortalidade foi encontrada nas geracdes alimentadas por essa mesma dieta. Os

resultados podem ser atribuidos a quantidade de carboidratos encontrada nas dietas,
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pois segundo REINECKE (1985), os carboidratos estdo relacionados com o
suprimento de energia e fonte de carbono, além de seu envolvimento com fungdes
estruturais da sintese de quitina, reservas nutricionais e producédo de aminoacidos que
por sua vez, produziram proteinas, o autor ainda complementa que 0s insetos
necessitam de carboidratos na fase pré-imaginal e sua deficiéncia causa baixa
vitalidade. PARRA, PANIZZI e HADDAD (2012) relatam que a adi¢cao de carboidratos
pode atuar como fagoestimulantes em dietas artificiais, estimulando o consumo do
alimento pelo inseto, contribuindo em sua nutricio em condi¢des artificiais em

laboratério.

A nivel de comparacéo, os resultados encontrados pelos autores coincidem
com as interferéncias negativas sofridas pelas geracoes alimentadas com a dieta que
utilizou favos secos e velhos umedecidos com solugdo de mel a 75%, em que para
todos os parametros avaliados apresentou os piores indices entre os tratamentos,
incluindo aqueles descritos acima mencionados pelos pesquisadores. Em
contrapartida, MOHAMED, ANSARI, et al. (2014), quando utilizaram favos
envelhecidos com polen, obtiveram influencias positivas para as avaliacbes e
vitalidade nas fases de desenvolvimento de G. mellonella. Entretanto, esse resultado
pode ser atribuido ao uso de grdos de pélen pelos autores, visto que todos os
tratamentos em que o pdlen estava presente, tiveram uma diminuicdo acentuada dos

dias de vida, exceto o Unico tratamento sem pélen, correspondente aos favos novos.

A capacidade de crescimento populacional e a taxa liquida de reproducéo
foram altamente influenciadas pela dieta oferecida as gerac¢des, confirmando o maior
sucesso reprodutivo para o tratamento 2 em comparacao as demais. Os resultados
demonstram o alto potencial biético da espécie G. mellonella quando alimentada por

dietas que oferecem condic8es nutricionais adequadas.

A variacdo do tempo de duracao do ciclo de vida para as trés dietas demonstra
que o alimento oferecido as lagartas interfere no tempo entre 0 nascimento do
individuo e os seus descendentes. Segundo RIBEIRO (2017), um tempo menor nesse
parametro € desejavel em criagcbes em alta escala de insetos, visto que quao menor
for o indice, maior € o numero de geracdes obtidas por ano. Sugerindo que a dieta
modificada de Guerra (1973), € uma boa opcdo para a criagdo massal de G.

mellonella.
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Segundo Birch (1948), o parametro rm esta relacionado com os indices de
fertilidade, mortalidade e tempo necessario para que uma populacdo de insetos
aumente em determinado ambiente. Para essa avaliacdo, encontra-se diferencas
entre as populagdes avaliadas nesse experimento, em que o tratamento 2 se ressaltou
sobre as demais, apesar de ser estatisticamente igual a dieta modificada de Guerra
(1973). Esse parametro quando utilizado para comparacoes entre dietas, indica que a
dieta com maior valor nutritivo, como apresentado pelo tratamento 2, tem as melhores
caracteristicas para multiplicar os insetos, e a que apresenta baixo valor nutricional
como a dieta formulada por favos secos umedecidos com mel, ndo prove condi¢des

necessarias para o desenvolvimento da espécie (COHEN, 2015).

Em relacdo ao numero de fémeas gerados por fémeas, o maior valor
representado na taxa finita de aumento, foi obtido para a dieta modificada de Guerra
(1973), seguida do tratamento 2, se igualando estatisticamente. E o menor tempo de
duracdo para a duplicacdo da populacdo foi encontrado apenas nas populacdes

alimentadas pelo tratamento 2.

Os parametros de desenvolvimento, se mostraram essenciais para a selecao
do melhor regime alimentar a ser oferecido as lagartas de G. mellonella, comprovando
a relacéo entre o equilibrio nutricional com o aumento populacional. Para certificar a
capacidade real da dieta manter os parametros avaliados é necessario 0
acompanhamento das populacdes por algumas geracdes (COHEN, 2015), como o
que foi realizado nessa pesquisa, em que o acompanhamento se deu durante oito

geracoes das populacdes para cada dieta.

O tratamento 2 correspondeu a todas as exigéncias descritas por Parra (2012)
onde proporcionou desenvolvimento 6timo na fase imatura com 75% de
sobrevivéncia, promoveu a alta capacidade reprodutiva em adultos, mantiveram o
vigor no decorrer das geragdes, insumos de baixo custo, ingredientes disponiveis, facil

preparo, mantém as caracteristicas iniciais durante armazenamento por até 15 dias.

Essa etapa demonstra que o conhecimento de uma espécie em relacdo a sua
alimentacdo, pode ser obtido pelo uso de parametros de desenvolvimento
populacional de G. mellonella em laboratorio. Os resultados encontrados para a etapa,
destacam a influéncia de aspectos fisicos das dietas oferecida a G. mellonella e

sugerem que as pequenas alteracdes na proporc¢éo proteina: carboidrato pode intervir
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na criacao a niveis criticos. Dessa forma, com a utilizacao de regime alimentar artificial
para criagOes de G. mellonella, com adaptacdes, se espera que os estudos aplicados
possam promover informacdes consistentes a pesquisadores de nematoides
entomopatogénicos sendo capaz de manter as populacdes da espécie em escala de
fornecimento aos NEPs, de modo que nédo faltem lagartas para a implantacdo de
experimentos. Contribuindo para o desenvolvimento de pesquisas com tais agentes

de controle bioldgico.

5.2 Avaliacéo darelagéo entre os NEPs e as lagartas alimentadas pela nova
Dieta adaptada

As lagartas de 6° instar alimentadas pelas trés dietas foram suscetiveis aos

nematoides, apesar dos niveis diferentes apresentados pelas mesmas.

O numero de insetos mortos, correspondente a infeccdo, indica a maior
suscetibilidade das lagartas alimentadas pela dieta adaptada de Jorjéao et al. (2018),
baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e pela dieta modificada de
Guerra (1973), pois apresentaram 0 maior numero de lagartas mortas entre 0s
tratamentos para as cinco espécies de NEPs avaliadas. A espécie S. feltiae
apresentou 0s menores numeros de insetos mortos entre os NEPs avaliados para as
lagartas alimentadas pela dieta de favos secos e pela dieta modificada de Guerra
(1973), e maior niumero de mortes para as lagartas alimentadas pela adaptada de
Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) tanto

entre as lagartas quanto entre as espécies de NEPs.

Alguns autores declaram que a suscetibilidade aos NEPs esta relacionada com
o tamanho larval, em que qudo maiores as lagartas, menor seria a sua vulnerabilidade
aos nematoides entomopatogénicos (GOTTHARD, 2008; DAMME, BECK, et al., 2016;
VAILLANT, 2019), o que nao foi observado nesse trabalho, visto que as maiores
infeccOes foram obtidas pelos tratamentos que apresentaram lagartas de 6° instar em
maior tamanho, correspondentes as alimentadas pelas adaptada de Jorjao et al.
(2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) e modificada de
Guerra (1973), com 15,87 mm x 5,75 mm e 15,37 mm x 5,56 mm respectivamente,
enquanto os tratamentos com as menores lagartas (alimentadas pela dieta de favos),

com 13,12 mm x 3,75 m, teve o menor niumero de lagartas infectadas pelos NEPs.



95

As lagartas alimentadas pela dieta de favos secos umedecidos com mel
apresentaram menor infec¢cdo, maior tempo necessario para causar a viruléncia dos
insetos e menor multiplicacdo dos NEPs, fato que pode ser explicado pelo pequeno
porte das lagartas, que limitou o recurso nutricional reduzindo os parametros ou por
influéncias fisiolégicas entre a alimentacdo do inseto e seu sistema imune (ZIL e
MALAN, 2015; TOURTOIS, ALl e GRIESHOP, 2017).

O menor tempo para a viruléncia foi encontrado para os tratamentos que
utilizaram lagartas alimentadas pela dieta adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) em todas as espécies de nematoides
entomopatogénicos avaliadas, com destaque para a espécie H. bacteriophora que
causou a mortalidade de 98% da populagao oferecida em 24 horas de exposi¢ao, para
as lagartas alimentadas por essa dieta. Esse mesmo nematoide também apresentou
tempos menores para as lagartas alimentadas pelas outras dietas. Entretanto, todos
0s tratamentos se mostraram no periodo de tempo necessario para causar a
mortalidade dos insetos de 24 a 48 horas, conforme dito por POINAR JR. (1990).

A maior producédo de juvenis mL* encontrada nos cadaveres é atribuida aos
tratamentos que continham lagartas alimentadas pela Dieta adaptada de Jorjao et al.
(2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), em que a maior
populacdo de Jls foi obtida para a espécie S. feltiae 0 que pode ser explicado por
RAHOO, MUKHTAR, et al. (2019), que em seu trabalho dizem que quanto maior o
inseto, maior é a multiplicagdo de juvenis infectantes. Em contrapartida, os
tratamentos com lagartas alimentadas por favos umedecidos com solucéo de mel a
75% e dieta modificada de Guerra (1973) se igualaram no parametro multiplicacao de
nematoides entomopatogénicos, sendo a menor populacdo de JIs encontrada para a

espécie S. feltiae e H. amazonensis respectivamente.

Essa producdo baixa de Jls menor nas lagartas alimentadas pela dieta
modificada de Guerra (1973), mesmo que tenham apresentado lagartas de estrutura
semelhante ao nivel estatistico das lagartas alimentadas pela dieta adaptada de
Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998), é
contraria aos resultados encontrados pelos pesquisadores FLANDERS, MILLER e
SHIELDS (1996), em que o inseto com maior massa corporal ter4 maior producdo de

JIs mL?, concluindo que a massa corporal do hospedeiro interfere na producéo de
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NEPs. O que indica uma possivel interferéncia ndo do tamanho das lagartas, mas sim
da alimentacdo das lagartas sobre o processo de reproducdo e multiplicacdo de

nematoides entomopatogénicos.

Outro ponto a ser considerado para a multiplicacdo de nematoides
entomopatogénicos € a constituicdo do ambiente liquido que ocorre a reproducéo, em
gue a presenca de lipidios é a mais importante, pois mais de 60% do conteudo
corporal dos juvenis infectantes é formado por lipidios (VAILLANT, 2019), refletindo
em certa dependéncia desse macronutriente como fonte de energia e nutricao dos JIs
ao emergir do cadaver (HATAB, GAUGLER e EHLERS, 1998; HATAB e GAUGLER,
2001).

Considerando que a massa corporal de G. mellonella é constituida por 50% de
lipidios (VAILLANT, 2019) e que a dieta com maior teor de proteinas oferecidas as
lagartas corresponde a dieta adaptada de Jorjdo et al. (2018), baseada em Guerra
(1973) e modificada de Parra (1998), e ainda que as proteinas sintetizam grande parte
dos acidos graxos que por sua vez produzem lipideos, pode-se dizer que seria esse
o fator indicativo de que a dieta utilizada pelas lagartas pode contribuir nos processos
reprodutivos e de producao de Jis de NEPs, sendo a dieta adaptada de Jorjao et al.
(2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) a melhor dieta para
producdo de nematoides entomopatogénicos, uma vez que a falta de lipideos pode
resultar em namero menor de juvenis infectantes (HATAB e GAUGLER, 2001),
indicando a perda de gordura para as lagartas alimentadas pelas outras dietas
avaliadas, ou que nao foram produzidas em quantidade suficiente para beneficiar os
NEPs.

Apesar das lagartas alimentadas pela dieta modificada de Guerra (1973),
serem grandes, seu conteudo nutricional pode ser baixo para a multiplicacdo de
nematoides entomopatogénicos, indicando um baixo teor de lipidios, devido a esse
ser a principal fonte de nutricdo e energia dos nematoides entomopatogenicos € o
fator limitante para a producdo de nematoides entomopatogénicos (PATEL,
STOLINSKI e WRIGHT, 1997; VAILLANT, 2019).

Outro fator que pode ter influenciado nessa diferenciagcdo entre as dietas
adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada em Guerra (1973) e modificada de Parra

(1998) e modificada de Guerra (1973), seria o sistema imunoldgico, baseado em
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fatores de reconhecimento, protegendo de maneira eficiente e rapida a infec¢édo por
parasitas. Esse sistema é altamente desenvolvido, com componentes celulares e
humorais acionados na invasdao (HOFFMANN, 1995).

Visto que, embora os NEPs tenham liberado suas bactérias simbiontes na
hemolinfa dos insetos, causado infeccado e viruléncia, a resposta do sistema imune de
G. mellonella pode ter sido desencadeada, acontecendo o encapsulamento ou a
melanizacdo dos patdgenos, impedindo o éxito do processo de infeccao, resultando
na reducdo na reproducédo e populacdo dos nematoides (GIRLING, ENNIS, et al.,
2010), o que pode indicar ser a dieta modificada de Guerra (1973) favoravel as
lagartas de G. mellonella por beneficiar seu sistema imunolégico, e
consequentemente desfavoravel aos NEPs, pelo mesmo motivo, sugerindo que essa
dieta ndo é conveniente para criagbes que serdo oferecidas como hospedeiras de

nematoides entomopatogénicos.

Por fim, pode-se considerar que a alimentacdo das lagartas tem influéncias
sobre os processos de infeccdo, viruléncia e multiplicacdo de nematoides
entomopatogénicos das espécies H. bacteriophora, H. amazonensis, S.
puertoricense, S. rarum e S. feltiae, em que lagartas alimentadas pela dieta de favos
secos umedecidos com solugcéo de mel a 75% comprometendo a producéao de NEPs,
a alimentacdo de G. mellonella pela dieta adaptada de Jorjao et al. (2018), baseada
em Guerra (1973) e modificada de Parra (1998) contribui para a producédo de NEPs e
a dieta modificada de Guerra (1973) é uma boa opcao para alimentacéo das lagartas
de G. mellonella, mas ndo é favoravel aos NEPs. Com base nos resultados
encontrados, aceita-se a hip6tese alternativa (H1) e a hip6tese nula é recusada,

alcancando os objetivos da pesquisa.

Para complementar sugere-se que sejam avaliados em outros trabalhos o
estudo da abordagem nutricional quantitativa da dieta, os elementos presentes na
hemolinfa das lagartas alimentadas por essa dieta e o plaqueamento das bactérias

simbiontes nas mesmas, para avaliacdo de desempenho e formacao de coldnias.



98

6 CONCLUSAO

A dieta Adaptada de Jorjao et al. (2018, baseada em Guerra (1973) e
modificada de Parra (1998)) é capaz de melhorar o desempenho do desenvolvimento
da G. mellonella, proporciona a possibilidade de escalonamento da criacdo, se

mostrando como uma boa opgéo em pesquisas com nematoides entomopatogénicos.
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