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Resumo

A selecdo de isolados de fungos entomopatogénicos se faz necesséria para se escolher o
isolado mais adequado para ser utilizado em programas de controle bioldgico. O objetivo da
pesquisa foi avaliar, em condicGes de laboratdrio, a eficiéncia de isolados do fungo
entomopatogénico Metarhizium rileyi sobre Spodoptera cosmioides. O ensaio experimental
foi composto por delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e 10
repeticdes, cada repeticdo com 5 lagartas padronizadas em 2 mm cada. Foi pulverizado 1mL
de cada isolado na concentracdo de 1,0x10° conidios viaveis mL™* com auxilio da Torre de
Potter. Os dados de mortalidade foram transformados arcsen (x/100)%° para realizacio da
andlise de varidncia e comparacdo das médias, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. A eficiéncia de controle foi calculada através da férmula de Abbott. A
mortalidade foi verificada diariamente durante 27 dias e avaliada por regressdo linear e
polinomial. De modo geral, M. rileyi foi patogénico as larvas de S. cosmioides. O tratamento
com o isolado UFMS 03, UFMS 08 e UFMS 02 apresentaram 89,5, 78,9, 73,7% de eficiéncia,
respectivamente. O isolado UFMS 03 proporcionou tempo letal mediano (TLso) em 14,7 dias,
maior eficiéncia, com potencial como agente de controle bioldgico.

Palavras-chave: Controle microbiano; entomopatdgenos; Glycine max; lagarta das vagens;

lagarta desfolhadora da soja.

Abstract

The selection of entomopathogenic fungi strains is required choosing the most appropriate
isolated to use in programs of biological pest control. The objective of the research was to
evaluate, under laboratory conditions, the efficiency of isolated from entomopathogenic
fungus Metarhizium rileyi on Spodoptera cosmioides. The experimental trial consisted of a
completely randomized design with eight treatments and 10 repetitions with 5 caterpillars
standardized in 2 mm each. Is was pulverized 1 mL of each strain in 1.0x10° viable conidia
mL-! with Potter tower assist. Mortality data obtained were transformed arcsen (x/100)%° to
do the variance analysis and comparison of means by Scott-Knott test in 5% of significance.
The efficiency of control was calculated through Abbot formula. The mortality was verified
daily for 27 days and evaluated by linear regression and polynomial in such a way, M. rileyi
was pathogenic to S. cosmioides caterpillars. The treatment with strain UFMS 03, UFMS 08
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and UFMS 02 presented 89.5, 78.9, 73.7% of efficiency, respectively. Isolated UFMS 03
showed with median lethal time (LTso) in 14.7 days, higher efficiency with potential as a
biological control agent.

Keywords: Microbial control; entomopathogen; Glycine max; caterpillar of the pods;

defoliating caterpillar soy.

Resumen

Es necesaria una seleccion de aislamientos de hongos entomopatdgenos para seleccionar o
aislar los mas adecuados para ser utilizados en programas de control biolégico. El objetivo de
la investigacion es validar, en condiciones de laboratorio, la eficiencia de los aislamientos de
Metarhizium rileyi entomopatogeno del hongo en Spodoptera cosmioides. La prueba
experimental consistié en un disefio interior, intercalado casualmente con tratamientos y 10
repeticiones, cada repeticion con 5 lagartijas estandar de 2 mm cada una. Se pulverizé 1 ml de
cada aislado a una concentracion de 1,0x10° conidios viables mL™ con la ayuda de la Torre
Potter. Los datos de mortalidad se transforman en arcosen (x/100)°° para realizar analisis de
varianza y comparaciones de medias, prueba de Scott-Knott con un 5% de significancia. La
eficiencia del control se calcula utilizando la formula de Abbott. La mortalidad se verifico
diariamente durante 27 dias y se validd mediante regresion lineal y polindmica. En general,
M. rileyi fue patogénico para las larvas de S. cosmioides. Tanto el tratamiento aislado como el
aislado UFMS 03, UFMS 08 y UFMS 02 presentaran 89.5, 78.9, 73.7% de eficiencia,
respectivamente. El aislado UFMS 03 proporcioné la mediana del tiempo letal (TLso) en 14,7
dias, mayor eficiencia, con potencial como agente de control bioldgico.

Palabras clave: Control microbiano; entomopatdgeno; Glycine max; oruga de las vainas;

oruga de defoliacién de soja.

1. Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merill) atualmente € o principal produto agricola brasileiro
de exportacdo. Na safra 2019/2020 foram produzidas 125,6 milhdes de toneladas, sendo que
no estado de Mato Grosso do Sul foram produzidos 9,9 milhdes de toneladas (CONAB,
2020). Dentre os fatores que podem influenciar no rendimento e a qualidade da producao
dessa cultura, estdo os insetos-praga, 0s quais podem causar perdas médias anuais de 7,7% na
producéo agricola no Brasil, o que corresponde a redugdo de aproximadamente 25 milhdes de
toneladas de alimentos, fibras e biocombustiveis (Goulart et al., 2015).
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Dentre o complexo de pragas que ataca a soja, destacam-se as lagartas desfolhadoras,
pertencentes a familia Noctuidae (Lourencdo et al., 2010), com destaque para Spodoptera
cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). Esta espécie é altamente polifaga, ocorrendo
em diversas culturas de importancia econémica (Habib et al., 1983; Santos et al., 2010) e tem
apresentado ocorréncia generalizada na soja nas Ultimas safras (Lima et al., 2015).

O ataque desta praga causa severos danos na cultura da soja (Bavaresco et al., 2004),
podendo influenciar no rendimento e na qualidade da producdo da soja (Lourencéo et al.,
2010, Santos et al., 2010). Quando seu ataque acontece na fase vegetativa 0 consumo das
folhas é quase o dobro em relagdo das demais espécies de lagartas desfolhadoras que ocorrem
na cultura (Bueno et al., 2011).

O uso do controle quimico ainda € a tatica mais utilizada para 0 manejo de pragas.
Entretanto, seu uso excessivo ocasiona efeitos adversos, como maior impacto ambiental,
mortalidade de inimigos naturais, perda da biodiversidade, eliminacdo de insetos
polinizadores, surgimento de pragas secundérias e principalmente selecionando populaces de
pragas resistente aos inseticidas (Preza & Augusto, 2012, Boica Junior et al., 2015).

O uso exagerado de agrotoxicos tem motivado estudos de formas alternativas para
controle de pragas. A utilizacdo de agentes bioldgicos para o controle de insetos-praga tem se
intensificado nos ultimos anos no Brasil, com resultados significativos no manejo desses
organismos fitofagos (Antunes et al., 2010), além de proporcionar a reducdo do impacto
ambiental, maior seguranca para sua manipulacdo, menor custo de aplicacdo, especificidade,
comparando com inseticidas convencionais (Franceschini et al., 2001).

O uso de microrganismos entomopatogénicos no Brasil é um dos métodos que vem
sendo empregado em grandes areas, entre eles, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos
(Loureiro e Monteiro, 2005; Santoro et al., 2007). Dentre os fungos entomopatogénicos
Metarhizium rileyi (Ascomycota: Clavicipitaceae) destaca-se no controle de lepidopteros-
praga, sendo relatados na literatura sua ocorréncia natural, principalmente sobre lagartas da
familia Noctuidae (Ignoffo et al., 1975; Suwannakut, Boucias, & Wiwat, 2005; Costa et al.,
2015). Recentemente foi constatado epizootia em lagartas da espécie S. cosmioides no Estado
de Mato Grosso do Sul, Brasil (Lima et al., 2015, Dias et al., 2019). Lee et al. (2012)
relataram eficiéncia de M. riley variando de 20 a 54% em lagartas de S. exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae). Chaudhari et al. (2015) testando a eficiéncia de M. rileyi em S.
litura (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) verificaram 64,44 e 82,22% de mortalidade em

diferentes instares. Loureiro et al. (2020b) relataram reducdo de 100% do nimero de ovos na
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geracdo filial de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) com os strains
UFMS 02 e 03.

Porém, diversas pesquisas com fungos entomopatogénicos sdo realizadas para
selecionar microrganismo com maior viruléncia a uma determinada praga. Diante destas
informacdes e verificando a importancia desta praga para soja, 0 objetivo da pesquisa foi
avaliar, em condicdes de laboratdrio, a eficiéncia de isolados do fungo entomopatogénico M.

rileyi no controle populacional da lagarta S. cosmioides.

2. Metodologia

Obtencdo e criacdo das lagartas

O trabalho realizado seguiu a metodologia de pesquisa laboratorial de natureza
quantitativa proposto por Pereira et al. (2018). Para instalagdo dos bioensaios foram utilizadas
lagartas de S. cosmioides oriundas da 22 geracdo da criacdo estabelecida no Laboratério de
Entomologia da UFMS/CPCS. Todas as fases de S. cosmioides foram mantidas em camara
climatizada a 25+1 °C, UR 70£10% e fotofase de 12 horas. Os adultos foram mantidos em
gaiolas de PVC de (100mm x 200mm) revestidas internamente com papel sulfite e a abertura
superior fechada com tecido tipo voil preso por elastico e, na extremidade inferior, por placa
de isopor revestida por papel toalha. A alimentacdo fornecida foi pasta a base de mel e levedo
de cerveja em proporcBes iguais (V/V) colocada em algoddo hidréfilo embebido em
recipiente de vidro preso na parte superior, substituida a cada dois dias. Para a manutencdo da
criacdo foi fornecida dieta artificial, adaptada de Grenne et al. (1976). Os ovos obtidos foram
destinados aos bioensaios e & manutengdo da criacdo. Lagartas recém-eclodidas foram

mantidas em potes plasticos cilindricos.

Obtencéao e multiplicagdo dos isolados de M. rileyi

Os isolados do fungo entomopatogénico M. rileyi utilizados neste bioensaio foram
multiplicados a partir de cadaveres que apresentavam sinais caracteristicos de contaminacédo
pelo fungo, de lagartas das espécies Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), H. armigera,
Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818), Alabama argilacea (Hubner, 1818) e S. cosmioides,
coletadas na cultura da soja nos municipios de Chapaddo do Sul- MS, Dourados-MS e

Cuiaba-MT. No laboratério as lagartas foram imersas em alcool 70% e agua destilada
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esterilizada para fins de desinfestacdo e transferidas para cdmaras umidas (placas de Petri de
9cm de didametro) de acordo com metodologia de Alves (1998). As placas de Petri foram
mantidas em camara climatizada a temperatura de 251 °C, UR 70£10% e 12h fotofase para
promover a esporulacdo do fungo. Apos este periodo foi realizado o isolamento em meio de

cultura Sabouraud (Acumedia®).

Selecdo dos isolados

Ap0s 10 dias, as coldnias de cada isolado foram observadas em microscopio éptico e
aquelas que ndo apresentaram contaminagdo foram repicadas em meio de cultura Sabouraud,
incubadas em camaras climatizada a (251 °C, UR 70+10% e 12 h de fotofase) até completa
esporulacdo. As suspensfes fungicas utilizadas no bioensaio foram obtidas a partir dos
isolados UFMS 02, UFMS 03, UFMS 04, UFMS 05, UFMS 06, UFMS 07 e UFMS 08 de M.
rileyi, raspando-se a superficie do meio de cultura com o auxilio de uma alca de niquel-
cromo. Os conidios foram transferidos para tubos de ensaio contendo 1 mL de agua destilada
esterilizada mais espalhante adesivo Tween 80® a 0,02%, padronizando-se a concentragio de
1,0x10° mL? conidios viaveis, quantificadas em cdmara de Neubauer® com o auxilio do

microscopio optico.

Conducéo do experimento

O ensaio experimental foi composto por delineamento inteiramente casualizado, com
oito tratamentos e 10 repeticdes, cada uma composta por cinco lagartas S. cosmioides,
padronizadas em 2 mm de comprimento cada. No interior das placas foi colocada uma folha
de soja com é&rea foliar de 4,0 cm?, previamente desinfestada com alcool 70% e &gua destilada
esterilizada, com o peciolo envolvido por um pedaco de algoddo hidréfilo umedecido com
agua destilada esterilizada e por ultimo as lagartas.

Em seguida foi pulverizado 1 mL de suspensdo flngica com auxilio de Torre de Potter
adaptada, a pressdo de 15 libras/pol®. Apds, as placas foram vedadas com filme pvc e
colocadas em camara climatizada a 251 °C, 70£10% UR e fotofase de 12 horas. A
mortalidade foi verificada 24 horas apds a pulverizacao, registrando-se diariamente o nimero
de insetos mortos e realizada a reposicéo das folhas, por um periodo de 27 dias. Os cadaveres,
individualmente, foram acondicionados em camara Umida composta por placas de Petri

contendo algoddo umedecido, mantidas em camara climatizada nas condicBes climaticas
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citadas acima. Neste experimento também se avaliou a eficiéncia dos isolados sobre S.
cosmioides.

Andlise de dados

Os dados obtidos foram transformados em arcsen (x/100)%° para realizagio da analise
de varidncia e a comparacdo das meédias, foi realizada pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia, utilizando o software SISVAR® (Ferreira, 2011).

Para a avaliagdo da eficiéncia dos isolados, os resultados obtidos foram corrigidos pela
mortalidade da testemunha, utilizando-se a formula de Abbott (Abbott, 1925). Para avalia¢do
da mortalidade diaria foi calculado o tempo letal mediano (TLso) avaliada por regressao

polinomial.

3. Resultados e Discussao

Todos os isolados de M. rileyi utilizados foram patogénicos as lagartas de S.
cosmioides nas condi¢bes do experimento. O periodo compreendido entre o inicio das
avaliacbes até o nono dia verificou-se diferenca significativa em relacdo a mortalidade de
lagartas de S. cosmioides, para os diferentes tratamentos com o fungo entomopatogénico M.

rileyi, exceto para os isolados UFMS 07 e 08 (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade acumulada (xEP) (%) de lagartas Spodoptera cosmioides
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas aos isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium
rileyi (temperatura de 25+1 °C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 h).

Periodo de avaliacao (Dias)

Tratamentos 1-9 1-18 1-27

Testemunha 0,00+0,00 a 0,00 +0,00 a 0,00+ 0,00 a
Isolado UFMS 02 14,00£5,99b 38,00+11,30b 78,00+ 2,66 b
Isolado UFMS 03 18,00£9,16 b 58,00 £ 10,93 b 96,00 +12,08 b
Isolado UFMS 04 8,00+4,42b 48,00+ 8,53 b 82,00+ 3,59b
Isolado UFMS 05 12,00+3,26 b 28,00+6,80b 80,00+ 7,89b
Isolado UFMS 06 18,00+ 7,57b 32,00+9,97 b 86,00+5,20b
Isolado UFMS 07 0,00+0,00 a 14,00+ 5,99 a 88,00+ 4,39b
Isolado UFMS 08 4,00+ 2,66a 22,00+ 7,18a 62,00 +10,81b

CV (%) 26,80 76,82 30,81

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo

teste de Scott-Knott (0,05%). EP= erro padrdo da média.
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Apobs 24 h da aplicacdo do fungo, iniciou-se a avaliacdo diaria da mortalidade e a
partir do nono dia que se verificou sinais de infeccdo do fungo. Durante o processo
germinativo, a velocidade pela qual a estrutura reprodutiva do fungo consegue penetrar na
cuticula do inseto pode ser dependente do isolado, das condi¢fes ambientais, da espessura da
cuticula do inseto (Hajek et al., 2002) e da quantidade de conidio (Loureiro et al., 2020a),
assim como as enzimas extracelulares que sdo sintetizadas por fungos entomopatogénicos
responsaveis pela degradacédo da cuticula (Nunes et al., 2010; Li et al., 2012).

Nas avaliagdes observadas na Tabela 1 realizadas entre o décimo ao décimo oitavo dia
apo6s a aplicagdo, os isolados UFMS 02, 03, 04, 05, 06 apresentaram comportamento
semelhante ao 1° periodo de avaliagdo diferindo estatisticamente quando comparados com a
testemunha e demais isolados testados, resultando em maior mortalidade de lagartas. O
periodo entre o contato inicial do patdgeno com o inseto e durante o desenvolvimento do
processo infectivo até a morte decorre em média 6 a 8 dias em S. litura (Srisukchayakul,
Wiwat, & Pantuwatana, 2005). Entretanto, o isolado UFMS 03 causou maior mortalidade
entre o décimo ao décimo oitavo dia.

A diferenca na origem dos isolados e do hospedeiro que foi infectado, resulta em
diferentes valores de patogenicidade (Suwannakut, Boucias, & Wiwat, 2005), o qual pode
estar relacionada aos diferentes niveis de mortalidade observados no presente trabalho (Tabela
1). Estudos realizados por Nunes et al. (2010) mostraram existir grande variagdo entre
diferentes origens e entre hospedeiros do fungo M. rileyi e ocorréncia de variabilidade
genética.

Para o periodo compreendido entre o décimo nono e vigésimo sétimo dia de avaliacéo,
os isolados ndo apresentaram diferenca significativa entre si, apenas entre a testemunha
(Tabela 1). Chaudhari et al. (2015) verificaram que o aumento da idade das larvas de S. litura
(Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) diminuiu a viruléncia de M. rileyi. Haja visto, que as
lagartas sobreviventes mudaram para o Gltimo instar diminuindo a a¢&o do fungo.

Outro fator que se deve considerar em estudos de selecdo € a velocidade que o

entomopatogeno é capaz de atuar sobre o hospedeiro, observando-se o tempo letal (Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade diéria acumulada de Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae)

apos pulverizacgdo dos isolados de Metarhizium rileyi. *p< 0,05.
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Fonte: Autores.

Observa-se por meio da Figura 1 que o isolado UFMS 03 proporcionou maior indice
de mortalidade (20 e 96%) aos cinco dias e aos vinte e seis dias ap6s a pulverizacao,
respectivamente, e o tempo letal mediano (TLso) em 14,7 dias. A viruléncia e tempo letal
mediano sdo as principais caracteristicas dos fungos entomopatogénicos para controlar
insetos-praga em condigdes de campo (Chaudhari et al., 2015). A distribuicdo da mortalidade
é um importante fator a ser considerado durante a selecdo de isolados, sendo imprescindivel
selecionar patdgenos que provoquem alta mortalidade em menor periodo (Santoro et al.,
2007).

Alguns fungos entomopatogénicos produzem uma estrutura denominada apressorio,

que corresponde a uma dilatacdo da hifa, onde ocorre grande atividade enzimatica (proteases,
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quitinase e lipases), as quais facilitam a penetracdo mecénica do fungo (Xiong et al., 2013), o
que poderia interferir na velocidade de colonizagdo e consequentemente a morte do inseto.
Essa atividade pode variar de isolado para isolado.

Verificou-se que o isolado UFMS 03 apresentou maior eficiéncia (89,5%) em relacdo
aos demais isolados testados (Figura 2), apesar de ter sido isolado a partir de cadaveres de A.

argilacea.

Figura 2. Eficiéncia de controle da lagarta Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae)
aos 27 dias apos a aplicacdo dos isolados de Metarhizium rileyi.
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De acordo com Vestergaard et al. (1995) a patogenicidade independe do hospedeiro ou
local de origem do isolado.

O resultado obtido pelo isolado UFMS 03 na presente pesquisa para o controle de S.
cosmioides observado na Figura 2, corroboram com o trabalho de Chaudhari et al. (2015) que
obtiveram a eficiéncia de diferentes isolados de M. rileyi em S. litura causando 82,22 e
64,44% de mortalidade em lagartas de segundo instar e terceiro instares, respectivamente, na
concentragdo de 1x10° conidios mL™. Vega-Aquino, Sanchez-Pefia & Blanco (2010) testando
a eficiéncia de diferentes isolados de M. rileyi em S. frugiperda de terceiro instar obtiveram
85% de mortalidade.

Os resultados obtidos pelos isolados M. rileyi (UFMS 02 e 08) podem ser
considerados promissores, pois obtiveram eficiéncia de 73,7 e 78,9%, respectivamente.
Apesar de nos primeiros dias ter-se verificado mortalidade inferior para 0 UFMS 08, novos
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bioensaios devem ser realizados. Lee et al. (2012) relataram eficiéncia de M. rileyi (isolado
SDSe) variando de 20 a 54% em lagartas de terceiro instar de S. exigua.

O controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos € um componente que
assume importante papel dentro do programa integrado de pragas (Alves, 1998, Loureiro et
al., 2020a). De acordo com Franceschini et al. (2001); Chaudhari et al. (2015) o método de
controle biolégico com fungos entomopatogénicos constitui-se como uma tatica
economicamente vidvel e vantajosa. Neste contexto, buscando-se desenvolver sistemas de
producdo mais sustentavel a utilizacdo do fungo M. rileyi pode ser uma alternativa para a
diminuicdo das populacdes de S. cosmioides, podendo auxiliar na reducdo de impactos
ambientais e reducdo no custo da producéo da cultura da soja.

4. Consideracdes Finais

O fungo Metarhizium rileyi foi patogénico as lagartas da espécie Spodoptera
cosmioides. O isolado UFMS 03 proporcionou maior eficiéncia e o menor tempo letal
mediano, com potencial como agente de controle bioldgico.

Novos estudos utilizando diferentes concentragdes e isolados sdo necessarias para
melhor elucidar o potencial deste agente, aumentando a eficiéncia de controle em menor

tempo, para se propor um programa de controle microbiano desta espécie-praga.
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