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1. INTRODUCAO

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) do género Heterorhabditis Poinar
(Rhabditida: Heterorhabditidae) vivem no solo e sao patégenos letais de insetos
pragas. Estes agentes tém sido amplamente utilizados no controle biolégico de
pragas em diferentes sistemas de producdo agricola com potencial de ocasionar
morte rapida do hospedeiro (POINAR; GREWAL, 2012). O juvenil infectante (J1)
pode penetrar no inseto através da boca, anus e espiraculos e via tegumento
liberando bactérias simbiontes dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus,
respectivamente na hemocele a qual, em combinagdo com toxinas produzidas
pelos nematoides, mata o hospedeiro entre 24 a 48 horas (CHASTON;
GOODRIH-BLAIR, 2010). O sucesso de NEPs no controle de pragas agricolas
induz o aumento do numero de estudos, especialmente na otimizacdo de
condicbes para infeccdo e desenvolvimento desses organismos (WAAL et al.,
2010). As estratégias de sobrevivéncia destes agentes em condicbes adversas
sdo pouco conhecidas, mas pode estar relacionada a permanéncia do nematoide
no solo em estado quiescente, migracdo ou a permanéncia no cadaver dos
insetos por periodos longos, uma vez que os NEPs podem abrigar-se no cadaver,
guando expostos a condi¢cdes ambientais ndo favoraveis (WANG et al., 2014).
Diferentes espécies e isolados de nematoides entomopatogénicos apresentam
requisitos térmicos distintos, podendo ter a sobrevivéncia, reproducdo,
desenvolvimento e viruléncia afetados quando expostos a temperaturas extremas
O impacto da temperatura e substrato de producédo in vivo sdo parametros que
influenciam no periodo de persisténcia dos nematoides, na liberacdo no campo
em programas de controle biolégico, necessitando ser estudados, para melhorar o
processo de producdo em laboratodrio e a sobrevivéncia dos JIs no meio ambiente.
Diante ao exposto o objetivo foi avaliar o periodo de mortalidade de lagartas de
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) apos a infeccédo de
Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24; o periodo da emergéncia e a quantidade
de JIs multiplicados durante o periodo de 30 dias em cinco temperaturas.

2. METODOLOGIA
A espécie de NEPs foi obtida da Cole¢do de Nematoides Entomopatogénicos do

Banco de Nematoides Entomopatdgenos “Oldemar Cardim Abreu” do Instituto
Biolégico (GOULART et al., 2003). Os nematoides foram multiplicados em
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lagartas de quinto instar de G. mellonella, criada em temperatura de 30°C com
dieta a base de favo e cera de abelha sem luminosidade. Foram utilizadas cinco
lagartas por placas de Petri de nove cm com duas folhas de papel filtro
umedecidas com 1,5 mL de suspensdao com 500 juvenil/placa, disponibilizando
100 juvenil/lagarta e acondicionadas em BOD com temperatura a 25°C
(WOODRING; KAYA, 1988). Apos trés dias, as lagartas mortas foram transferidas
para armadilha de White (WHITE, 1927) e armazenadas em BOD a 25°C por um
periodo de trés a 15 dias. Os JIs que abandonaram os cadaveres foram
recolhidos com agua destilada e quantificados em placas de contagem. Os
tratamentos consistiram do nematoide Heterorhabditis amazonensis IBCBn 24
inoculado em G. mellonella e uma testemunha (sem nematoide) nas temperaturas
de 14, 18, 22, 26 e 30°C. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos e dez repeticbes, totalizando 100 parcelas.
Cada parcela teve uma placa de Petri de cinco cm com papel filtro umedecido
com 1,5 mL de suspensdo contendo 100 juvenis/repeticdo. As placas da
testemunha foram umedecidas com 1,5 mL de agua destilada e armazenadas nas
temperaturas estudadas. A mortalidade de G. mellonella, o nimero de dias de
emergéncia dos JIs e o de JIs emergido por G. mellonella apds 30 dias (taxa de
multiplicacdo) foram avaliados a cada 24 horas. As lagartas de G. mellonella
mortas foram individualizadas em armadilhas de White e acondicionadas nas
mesmas temperaturas para a avaliacdo da emergéncia dos Jis. As suspensdes
com JIs foram recolhidas no primeiro dia de emergéncia e as mesmas
guantificadas diariamente até 30 dias, em Siracusa graduada, sob microscépio
estereoscopio. Os dados obtidos foram submetidos a analise da variancia e as
médias comparadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (HOLANDER,;
WOLFE, 1973) e pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve 100% mortalidade em todas as temperaturas, mas nem todas
apresentaram emergéncia de Jls. Na temperatura de 14°C ndo houve emergéncia
de Jis, a 18°C e 26°C houve 40% de lagartas com emergéncia de JlIs, a 22°C,
60% e a 30°C, 80%. O menor periodo para a mortalidade de lagartas de G.
mellonella infectadas por H. amazonensis foi as temperaturas de 26°C e 30°C,
trés dias. E a 14°C e 18°C maior periodo para mortalidade, oito e sete dias
(P=0,001). A 22°C, a mortalidade teve ocorréncia cinco dias ap6és a infeccdo ndo
diferindo significativamente das demais temperaturas. A emergéncia de H.
amazonensis IBCBn 24 em lagartas de G. mellonella diferiu entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (p<0,05), (ANOVA, F3;18=4,3068; P<0,05) demonstrou uma
variabilidade de 50% entre os tratamentos. O numero de Jls emergidos nas
temperaturas de 26°C e 30°C nao apresentaram diferencas (229.563 e 127.157),
assim como as temperaturas de 18°C e 22°C (11.815 e 223.886). Os maiores
nameros de Jis emergidos foram encontrados em lagartas armazenadas nas
temperaturas de 22°C, 26°C e 30°C. N&o houve emergéncia de Jis na
temperatura de 14°C. Temperaturas entre 20°C e 35°C sdo adequadas para a
patogenicidade, infecciosidade e reproducdo de nematoides entomopatogénicos
(KOPPENHOFER; KAYA, 1999). A temperatura de 14°C, provavelmente seja
critica para o desenvolvimento dos JIs, devido as lagartas apresentarem um maior
periodo de tempo para mortalidade (oito dias) e sem emergéncia de Jls ao longo
de 30 dias. O nematoide H. amazonensis é uma espécie que se adapta em
temperaturas entre 25 a 27°C (ANDALO; NGUYEN; MOINO JR, 2006), portanto
houve a infec¢cdo pelo nematoide, mais ndo o seu desenvolvimento no cadaver
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hospedeiro. O maior periodo de tempo para a emergéncia de H. amazonensis
IBCBn 24 foi a 18°C, 24,7 dias quando comparado com o periodo de tempo da
temperatura de 30°C, 9,4 dias. A primeira emergéncia dos nematoides a 20°C
ocorre apés 20 dias em temperaturas mais baixa, e apés 45 dias apés a infecgéo
nas temperaturas mais altas (MORTON; GARCIA-DEL-PINO, 2009), no entanto,
embora o aparecimento dos juvenis de H. amazonensis tenha sido mais tarde, a
18°C, o numero de juvenis recuperados sao maiores nas temperaturas de 26°C
indicando que esta é a temperatura Otima e favoravel para a reproducdo e
recuperacdo de JIs, embora ndo houve diferenca com o numero de juvenis
recuperados a 22 e 30°C. Segundo Séenze; Lopez (2011), a temperatura de 25°C
indica ser uma Otima temperatura para o desenvolvimento de NEPs, embora o
fato de que o ciclo de vida e o numero de geracbes de um nematoide podem
depender da disponibilidade de alimento e do tamanho de hospedeiro (ADAMS;
NGUYEN, 2002). A emergéncia dos JIs nas temperaturas 18, 22, 26 e 30°C
cairam drasticamente no décimo dia de emergéncia. Quando ha um longo periodo
de incubacdo de cadaveres de insetos, h4 uma reducdo da emergéncia de Jls
(KOPPENHOFER et al.,, 1995). H. amazonensis apresentou um ciclo longo,
possivelmente com trés geracdes, mesmo com um numero menor de Jls
emergidos a 18°C, a emergéncia estendeu-se mais que 15 dias chegando aos 30
dias ainda com JIs emergindo dos cadaveres. A amplitude da temperatura para o
aproveitamento maximo das potencialidades dos nematoides € relativamente
estreita, principalmente na capacidade de infeccédo e persisténcias no solo que
sdo comprometidas acima de 30°C e abaixo de 15°C. Esse trabalho colabora com
informacBes importantes sobre o conhecimento do comportamento de H.
amazonensis, nas diferentes temperaturas, e que a caracteristica climatica do
biétipo onde um isolado se encontra pode ter um impacto em sua temperatura
ideal de infecciosidade.

4. CONCLUSOES

As temperaturas de 26°C e 30°C foram as melhores para a infeccdo, emergéncia
e multiplicacdo de juvenis infectantes de Heterorhabdtis amazonensis IBCBn 24
em lagartas de G. mellonella.
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