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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade do isolado UFMS 03 de
Metarhizium rileyi as lagartas Spodoptera cosmioides em condic¢Ges de laboratério. O ensaio
experimental foi composto por delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos.
Cada tratamento foi composto por 10 repetices, contendo cinco lagartas de S. cosmioides,
padronizadas em 3 mm de comprimento. As lagartas de S. cosmioides foram colocadas no
interior de placas de Petri e pulverizadas com auxilio de Torre de Poter adaptada, a pressdo de
15 libras/pol?, utilizando 1 mL das concentragdes 1,0x10'° 1,0x10° 1,0x108 1,0x107 e
1,0x108 conidios mL*. Apds, as placas foram vedadas com filme pvc e colocadas em camara
climatizada a 25+1 °C, 70£10% UR e fotofase de 12 horas. A mortalidade foi verificada 24
horas ap0s a pulverizagdo. As concentragfes do isolado UFMS 03 de M. rileyi mostraram-se
eficientes, com destaque para a concentragio 1,0x108 conidios mL™* apresentando 98% de
eficiéncia, em menor tempo letal (14,11 dias). Esses resultados evidenciam o isolado UFMS
03 de M. rileyi como agente de controle de S. cosmioides.

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

lagarta desfolhadora da soja.

Abstract

This work aimed to evaluate the pathogenicity of the UFMS 03 strain of Metarhizium rileyi to
the Spodoptera cosmioides caterpillars under laboratory conditions. The experimental trial
consisted of a completely randomized design, with six treatments. Each treatment consisted of
10 repetitions, containing five S. cosmioides caterpillars, standardized in 3 mm in length. The
S. cosmioides caterpillars were placed inside Petri dishes and sprayed with the aid of an
adapted Poter Tower, at a pressure of 15 pounds / inch, using 1 mL of the concentrations
1.0x10%, 1.0x10° 1.0x10%, 1.0x107 and 1.0x10° conidia mL™. Afterwards, the plates were
sealed with pvc film and placed in an air-conditioned chamber at 25+1 °C, 70+10% RH, and a
12-hour photophase. Mortality was verified 24 hours after spraying. The concentrations of the
M. rileyi strain UFMS 03 proved to be efficient, with emphasis on the concentration 1.0x108
conidia mL* showing 98% efficiency, in less lethal time (14.11 days). These results show the

strain UFMS 03 of M. rileyi as a control agent for S. cosmioides.
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caterpillar.

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la patogenicidad de la cepa UFMS 03 de
Metarhizium rileyi a las orugas Spodoptera cosmioides en condiciones de laboratorio. El
ensayo experimental consistio en un disefio completamente al azar, con seis tratamientos.
Cada tratamiento consistié en 10 repeticiones, que contenian cinco orugas de S. cosmioides,
estandarizadas en 3 mm de longitud. Las orugas de S. cosmioides se colocaron dentro de
placas de Petri y se rociaron con la ayuda de una Torre Poter adaptada, a una presion de 15
libras / pulgada, usando 1 ml de las concentraciones 1,0x10°, 1,0x10° 1,0x108, 1,0x10" y
1,0x108 conidios mL™. Posteriormente, las placas se sellaron con pelicula de pvc y se
colocaron en una cdmara con aire acondicionado a 25+1 °C, 70£10% HR y una fotofase de 12
horas. La mortalidad se verificd 24 horas después de la pulverizacion. Las concentraciones de
la cepa UFMS 03 de M. rileyi demostraron ser eficientes, con énfasis en la concentracion de
1,0x108 conidios mL™* que muestra 98% de eficiencia, en menos tiempo letal (14,11 dias).
Estos resultados muestran la cepa UFMS 03 de M. rileyi como agente de control para S.
cosmioides.

Palabras clave: Control microbiano; entomopatégenos; Glycine max; oruga de vaina; oruga

de hoja de soja.

1. Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merill) € uma cultura de grande importancia socioeconémica
no Brasil, sendo uma das principais cadeias produtivas da estrutura agropecuaria brasileira,
ofertando gréos, farelos e dleos para o abastecimento do mercado interno e externo (Espindola
& Cunha, 2015). Na safra 2019/2020 foram produzidas 125,6 milhdes de toneladas, sendo
gue no estado de Mato Grosso do Sul foram produzidos 9,9 milhdes de toneladas (CONAB,
2020). No entanto, problemas fitossanitarios como doencas e o ataque de lagartas
desfolhadoras, tem reduzido seu potencial produtivo (Lourencdo et al., 2010).

Os ataques modificam a arquitetura do dossel, reduzindo a area foliar efetiva,
diminuindo a taxa de crescimento e promovendo decréscimo do rendimento de graos
(Gazzoni & Moscardi, 1998). Neste grupo de pragas destacam-se as lagartas pertencentes a
familia Noctuidae com destaque para a Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera:
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Noctuidae) conhecida popularmente por lagarta das vagens (Lourencédo et al., 2010). Esta
espécie causa prejuizos econdmicos nas principais culturas de importancia econémica (Boica
Junior et al., 2015), altamente polifaga (Santos et al., 2010) e na cultura da soja a ocorréncia
vem se tornando generalizada nas Ultimas safras (Bavaresco et al., 2004, Lima, 2015).

O manejo dessa praga tem sido realizado principalmente com uso de inseticida
quimico sem registro para a espécie (Boica Junior et al., 2015), que pode ocasionar a selecdo
de populagdes resistentes do inseto, aparecimento de novas pragas ou a ressurgéncia de
outras, o desequilibrio ambiental e bioldgico, além de efeitos prejudiciais ao homem e outros
animais (Kogan, 1998). Diante dessas implicacdes, é importante a busca por novos métodos
que supram o elevado uso de inseticidas e que causem menos efeitos adversos ao meio
ambiente (Bueno et al., 2017).

No entanto, para o sucesso do controle de pragas seguindo os principios do Manejo
Integrado de Pragas (MIP) é importante a adogdo de estratégias de controle eficientes e de
baixo impacto ambiental (Goulart et al., 2011, Loureiro et al., 2020a). Para amenizar o
impacto da utilizacdo exagerada de inseticidas quimicos uma das estratégias adotadas no MIP
é a utilizacdo de agentes de controle biologico (Lopes et al., 2018, Dias et al., 2019 b).

Dentre os agentes de controle biologico, os fungos entomopatogénicos como
Metarhizium rileyi (Samson) (Ascomycota: Clavicipitaceae), destaca-se no controle de
lepidopteros-praga, sendo relatado na literatura sua ocorréncia natural, principalmente sobre
lagartas da familia Noctuidae (Ignoffo et al., 1975; Costa et al., 2015, Dias et al., 2019a).

Trabalhos vém sendo realizados com isolados de M. rileyi no controle do complexo de
lagarta do género Spodoptera. Nos experimentos conduzidos por Lee et al. (2012) relataram
eficiéncia de M. rileyi promovendo mortalidade de 20 a 54% sobre lagartas Spodoptera
exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae). Experimentos realizados por Chaudhari et al.
(2015) testando a eficiéncia de M. rileyi em Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) verificaram 64,44 e 82,22% de mortalidade em diferentes instares. Loureiro et al.
(2020b) relataram reducdo de 100% do numero de ovos na geragdo filial de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) com os isolados UFMS 02 e 03.

Apesar de S. cosmioides ter sido constatada em diversas culturas de interesse
econémico no Brasil, trabalhos de controle dessa praga com fungos entomopatogénicos séo
inexistentes. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o isolado UFMS 03 do
fungo entomopatogénico M. rileyi em diferentes concentragdes quanto a sua patogenicidade a

lagarta S. cosmioides em condic6es de laboratorio.
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2. Metodologia

Para realizacdo desse bioensaio seguiu a metodologia de pesquisa laboratorial de
natureza qualitativa e quantitativa proposto por Pereira et al. (2018). O isolado UFMS 03 de
M. rileyi utilizado neste trabalho, é proveniente da Cole¢cdo de Microrganismos
Entomopatogénicos do Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS/CPCS).

Inicialmente foi realizado um bioensaio para verificar a eficiéncia de diferentes
isolados do fungo M. rileyi apés esta selecdo realizou-se a multiplicagdo do isolado UFMS 03
em meio de cultura a base de Sabouraud segundo metodologia descrita por Alves & Lopes
(2008). As concentragdes flngicas utilizadas no bioensaio foram 1,0x10%°, 1,0x10°, 1,0x108,
1,0x10" e 1,0x108 conidios viaveis mL™, foram escolhidas com base em um pré-teste.

Para instalacdo dos bioensaios foram utilizadas lagartas de S. cosmioides oriundas da
22 geracdo, da criagdo estabelecida no Laboratorio de Entomologia da UFMS/CPCS. Todas as
fases de S. cosmioides foram mantidas em camara climatica 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 uma pasta a base de mel e levedo de cerveja em proporc¢des iguais
(VIV) colocada em algoddo hidrofilo embebido em recipiente de vidro preso na parte
superior, substituida a cada dois dias.

Os ovos obtidos foram destinados aos bioensaios e a manutenc¢do da criacdo. Lagartas
recém-eclodidas com 24 h de idade foram mantidas em potes plasticos cilindricos com
didmetro de 5 cm e capacidade de 145 mL. Para a manutencdo da criacdo e conducdo do
experimento foi fornecida dieta artificial adaptada de Grenne, Leppla & Dickerson (1976).

O ensaio experimental foi composto por delineamento inteiramente casualizado, com
seis tratamentos, cada tratamento foi composto por 10 repeti¢bes, contendo cinco lagartas de
S. cosmioides, padronizadas em 3 mm de comprimento, colocadas no interior de placas de
Petri de 9 cm de didmetro.

Para o preparo das suspensdes fungicas foram realizadas diluicdes de (1 grama) de
cada isolado em agua destilada e esterilizada + 0.01% (v/v) Tween80®, posteriormente foi
realizada a contagem dos conidios com auxilio de cdmara de Neubauer, com finalidade de
padronizacdo das concentragdes. Em seguida foi pulverizado 1 mL de suspensédo fungica nas
concentragdes de (1,0x10%°, 1,0x10° 1,0x10%, 1,0x107 e 1,0x10° conidios viaveis mL™) e
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para o tratamento controle foi realizada apenas aplicacdo de &gua destilada esterilizada e
0,01mL de Tween 80® sobre as lagartas. A pulverizago foi realizada com auxilio de Torre de
Potter adaptada, a pressdo de 15 libras/pol?. Apos, as placas foram vedadas com filme PVC e
colocadas em cdmara climatizada a 25+1 °C, 70+10% umidade relativa (UR) e fotofase de 12
horas.

A mortalidade foi verificada a cada 24 horas ap6s a pulverizacdo, registrando-se
diariamente o numero de insetos mortos e realizada a reposicdo da dieta adaptada, Grenne,
Leppla & Dickerson (1976), por um periodo de 22 dias. Os cadaveres, individualmente, foram
acondicionados em camara Umida confeccionadas por placas de Petri contendo algodéao
umedecido, mantidas em cadmara climatizada nas condicGes climéticas citadas acima.

Para a avaliacdo da eficiéncia das concentragdes sobre S. cosmioide, os resultados
obtidos foram corrigidos pela mortalidade no tratamento controle, para obtencdo da eficiéncia
de controle, utilizando-se a formula de Abbott sendo a eficiéncia calculada (E%) = T-P/T*100
onde T é a mortalidade na testemunha e P é a mortalidade na parcela tratada (Abbott, 1925).
Os dados de mortalidade de lagartas e o tempo letal mediano (TLsg) obtido para cada
concentracdo, foram submetidos a analise de regressdo linear e polinomial através do

programa Sisvar (Ferreira, 2019).

Figura 1. Resumo gréfico da pesquisa.
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3. Resultados e Discussao

O fungo M. rileyi isolado UFMS 03 foi patogénico as lagartas de S. cosmioides com
eficiéncia variando de 66 a 98% de mortalidade obtido pelo teste de eficiéncia de Abbott
(Figura 2). As avaliagOes iniciaram 24 h ap6s a aplicacdo do fungo, entretanto o inseto
apresentou nos primeiros dez dias pouca suscetibilidade ao fungo testado, visto que as
mortalidades foram observadas a partir do décimo quarto dia (Figura 3). O tempo requerido
para verificar o efeito da infecdo pelo fungo no presente estudo, foi superior aos trabalhos
realizados com entomopatdgeno. 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
(Srisukchayakul, Wiwat & Pantuwatana, 2005).

Figura 2. Mortalidade total (%) das lagartas de S. cosmioides decorridos vinte e dois dias
apos aplicacdo de M. rileyi (isolado UFMS 03), (25+1 °C, fotofase de 12h e 70£10% UR).

98 96
100 92

70 66

50

30
20
10

% EficiénciaMortalidade

1x10*10 1x10"8 1x10"8 1x10°7 1x10%6
Concentracdes

Fonte: Autores.

A espécie S. cosmioides possui cuticula diferente de outros noctuideos (Fronza et al.,
2013) e nos insetos a epicuticula tem os lipidios como principal componente (Ruiz, 2016). O
conidio necessita atravessar a cuticula e invadir a hemocele para que possa atuar no
hospedeiro (Alves & 2008). 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 e da espessura da cuticula do inseto (Vega, 2018). A
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presenca de compostos de natureza anti-oxidante, pode atuar como uma provavel funcéo
protetora, como a vitamina E, presente em grande quantidade na cuticula larval de S.
cosmioides (Fronza et al., 2013).

Observou-se através da Figura 2 que os maiores percentuais de mortalidade (98%)
foram obtidos com a concentragdo de 1,0x10® conidios mL?, este fato indicou uma
caracteristica interessante, uma vez que quanto menor a necessidade de propagulos infectivos
do patogeno aderidos ao corpo do inseto para que ocorra o desenvolvimento da doenca, maior
¢ a viruléncia de um isolados. Quando se estuda bioensaios de patogenicidade com diferentes
concentracdes espera-se que a maior concentracdo seja a que possa causar maior mortalidade
em menor tempo possivel. Nas condigdes deste experimento verificou-se que a maior
concentragéo de indculo (1,0x10%° conidios mL™) foi a que causou a menor percentagem de
mortalidade (66%).

Quando se utiliza um elevado potencial de inéculo, os resultados podem ser
inesperados, pois um grande numero de conidios de fungo sobre o tegumento do inseto pode
ter influéncia negativa na germinacdo dos mesmos ou ainda, favorecer a penetracdo de
bactérias contaminantes, gerando septicemia e resultando na morte rapida do inseto (Alves &
Lecuona, 1998).

Testando a eficiéncia de diferentes isolados de M. rileyi em S. litura Chaudhari et al.
(2015) obtiveram 82,22 e 64,44% de mortalidade em lagartas de segundo e terceiro instares,
respectivamente, na concentracdo de 1,0x10° conidios mL™, valores dentro do intervalo
observado no presente trabalho, porém inferiores ao melhor resultado (98%) com menor
concentragdo de conidios (1,0x10%) proximos obtidos no presente trabalho. O
entomopatogeno mostrou potencial como agente de controle bioldgico de lagartas de S.
cosmioides, por causar mortalidade acima de 66% em todas as concentracfes testadas.
Entretanto, Dias (2019) conclui que o M. rileyi (isolado UFMS 03) nas concentragdes (1x107,
1x10% e 1x10° con mL™) ndo foram virulentos aos estagios larvais (L1, L2, L3, L4 e L5) de
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae).

As lagartas de S. cosmioides tratadas com M. rileyi tiveram comportamento
semelhante nos primeiros dias de avaliacdo até o décimo terceiro dia. A partir do décimo
quarto dia, verificou-se que as lagartas infectadas se tornaram mais lentas, até nao
apresentarem mobilidade, o que caracterizou o processo de infeccdo (Figura 3), visto que se
realizou apenas uma aplicagdo do fungo. Alves & Lopes (2008) em seus estudos com fungos

entomopatogénicos verificaram que 0s agentes microbianos necessitam de maior tempo de
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exposicdo e desenvolvimento para causarem mortalidade, e em alguns casos torna-se dificil
atribuir a causa de morte.

As mortalidades confirmadas para as diferentes concentracdes do isolado UFMS 03
apresentaram correlacdo polinomial positiva com a concentracdo de conidios viaveis (Figura
3). A diferenca na origem do isolados e do hospedeiro que foi infectado resulta em diferentes
valores de patogenicidade (Suwannakut, Boucias & Wiwat, 2005).

Figura 3. Mortalidade diaria acumulada (%) de Spodoptera cosmioides ap6s pulverizacao de

Metarhizium rileyi isolado UFMS 03 submetidas as diferentes concentragoes.
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Por meio da Figura 3 observou-se que o melhor ajuste polinomial (R? = 0,90) com os
dados de mortalidade diaria foi na concentragio de 1,0x10’ conidios mL™?, mostrando nas
condigdes deste experimento que a maior concentracdo deste fungo pode interferir a acéo
dele. Segundo pesquisadores, o desempenho do fungo M. rileyi testado em Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) melhorou em concentragio mais elevada (108
conidios ml-t) em comparagéo as concentragBes mais baixas (107, 10°, 10% e 10% conidios mL-
1y (Gundannavar, Lingappa & Giraddi, 2008).

Observando o tempo letal mediano (TLso) verificou-se que a concentragdo 1,0x10°
conidios mL™ foi de 14,11 dias, apresentando o menor periodo. De maneira geral, os tempos
letais aumentaram a medida que as concentracfes aumentaram. Levando em consideracao a
espécie de lagarta e suas caracteristicas cuticulares e as diferentes concentra¢cdes uma hipétese
pode explicar essa situacdo: o fungo possibilita a entrada de outros organismos pelos orificios
que esta presente na cuticula o qual pode ser porta de entrada de contaminagdo na hemolinfa
destes insetos. Fronza et al. (2013) relataram que a patogenicidade de M. rileyi a importantes
lepidopteros praga e a mortalidade acumulada de larvas aumenta com o acréscimo no tempo
de exposicdo e a concentragéo.

Manjula & Murthy (2005) concluiram que a mortalidade de S. litura aumentou com o
aumento de concentracdo de esporos de M. rileyi, apesar da concentragio de 1x107 conidios
mL-! tem sido a mais eficaz quando comparada a concentragdes mais elevadas (1x10% e 1x10°
conidios mL™) em diferentes instares. Estudo recente com linhagens de M. rileyi, isolado Nr-
Kc com concentragdo de 1,6x108 conidios mL™ proporcionou menor tempo letal (TLso) no
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segundo instar (143,89 h) do que para o terceiro instar (178,43 h) para lagartas de S. litura
(Chaudahari et al., 2015).

Os estudos de viruléncia realizados em bioensaios de laboratorio, testando diferentes
concentracdes, de um determinado isolado para uma espécie de inseto-praga, visa simular a
acdo do fungo no ambiente natural em perfeitas condi¢des climaticas ao seu desenvolvimento.
Outra hipotese que deve ser levantada é que quando maior a manipulacdo dos insetos em
bioensaios, maior serd o risco de uma possivel contaminacgéo externa.

A viruléncia estd relacionada com a habilidade de um fungo entomopatogénico
degradar hidrocarbonetos cuticulares do inseto hospedeiro (Safavi et al., 2017). Nas condic¢des
deste experimento verificou-se que o fungo M. rileyi apresentou maior tempo letal mediano
para matar as primeiras lagartas de S. cosmioides nas concentracfes utilizadas quando
comparado aos trabalhos da literatura. As proteinas sdo componentes estruturais
predominantes da cuticula de 60% de insetos e as proteases liberadas durante as primeiras
fases de invasdo do entomopatogeno estdo envolvidas na penetracdo da cuticula, um
importante fator de viruléncia (St. Leger & Wang, 2010.). Possivelmente esta espécie possui
em sua cuticula elementos que auxiliam o seu sistema de defesa, dificultando a penetracao
dos conidios. A protecdo que os lipidios cuticulares conferem aos insetos contra micro-
organismos pode ser tanto de origem fisica, como um obstaculo evitando a invasdo fangica,
como quimica, aumentando a resisténcia da cuticula (Bianco & Perrota, 2015).

Este estudo evidencia que o fungo entomopatogénico M. rileyi é um agente de controle
de S. cosmioides. Portanto, vale ressaltar que estudos de patogenicidade com isolados de M.
rileyi remetem apenas as condi¢des de laboratdrio, ainda esses resultados sdo escassos em

relacdo as condi¢des de campo.

4. Considerac0es Finais

O fungo entomopatogénico M. rileyi isolado UFMS 03 é virulento as lagartas de S.
cosmioides apresentando 98% de eficiéncia.

Novos estudos utilizando diferentes isolados e avaliagdes em campo sdo necessarios
para melhor elucidar o potencial deste agente, aumentando a eficiéncia de controle em menor
tempo, para ser inserido no manejo integrado desta espécie-praga.
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