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RESUMO

LIMA, Antonio Robis. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-MS.
Bioprospeccédo do fungo Nomuraea rileyi sobre Spodoptera cosmioides (WALKER)
(LEPIDOPTERA, NOCTUIDAE)

Orientadora: Elisdngela de Souza Loureiro

A lagarta Spodoptera cosmioides tem aumentado sua ocorréncia na cultura da soja
e para 0 seu controle, uma alternativa aos métodos quimicos é o controle
microbiano, inserido dentro do controle biolégico de pragas. A pesquisa objetivou
verificar o comportamento de diferentes isolados do fungo Nomuraea rileyi em
lagartas S. cosmioides. As lagartas utilizadas foram oriundas da 2° geracédo, da
criacdo estabelecida no Laboratério 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. Foram avaliados dois bioensaios distintos, ambos
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. O primeiro bioensaio
consistiu na bioprospeccao de isolados (UFMS 02, UFMS 03, UFMS 04, UFMS 05,
UFMS 06, UFMS 07 e UFMS 08) para o controle populacional da lagarta S.
cosmioides. Foi composto por oito tratamentos e 10 repeticdes, cada repeticdo com
5 lagartas padronizadas em 2mm de comprimento 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
realizacdo da andlise de variancia e comparacdo das médias, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significaAncia. A mortalidade foi verificada diariamente durante 27 dias
e avaliada por regressédo linear e polinomial. A eficiéncia de controle foi calculada
através da férmula de Abbott. Verificou-se a mortalidade diariamente durante 27
dias. De modo geral, N. 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 (TLsg) em 14,7 dias, maior eficiéncia, com potencial como agente de
controle biolégico. O segundo bioensaio avaliou a patogenicidade do isolado UFMS
03 de N. rileyi, em diferentes concentracdes, a lagarta S. cosmioides em condi¢des
de laboratério. Foi composto por seis tratamentos e 10 repeticdes, contendo cinco
lagartas de S. cosmioides, padronizadas em 3 mm de comprimento cada. As
lagartas S. cosmioides foram pulverizadas com auxilio de Torre de Poter utilizando 1
mL nas concentracbes de 1,0x10"°, 1,0x10° 1,0x10% 1,0x10’ e 1,0x10° conidios
viaveis mL™. Os dados de mortalidade de lagartas e o tempo letal mediano obtido
para cada concentracdo, foram submetidos a analise de regressao linear e
polinomial. Para a avaliacdo da eficiéncia das concentracdes utilizando-se a formula
de Abbott. As concentragbes de N. rileyi foram patogénicas as lagartas de S.
cosmioides com eficiéncia variando de 66 a 98% de mortalidade. O isolado UFMS
03 mostrou-se eficiente, com destaque para a concentragéo 1,0x10° conidios mL™
apresentando 98% de eficiéncia, em menor tempo letal (14,11 dias). Esses
resultados evidenciam o isolado UFMS 03 podendo ser utilizado no manejo de S.
cosmioides.

Palavras-Chave: Controle Biol6gico. Controle Microbiano. Lagarta desfolhadora da
soja.



ABSTRACT

LIMA, Antonio Robis. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-MS.
Bioprospecting fungus Nomuraea rileyi (Samson) in Spodoptera cosmioides
(WALKER) (LEPIDOPTERA, NOCTUIDAE)

Adviser: Elisdngela de Souza Loureiro

The Spodoptera cosmioides caterpillar has increased its occurrence in soybean and
their control, an alternative to chemical methods is microbial control, inserted into the
biological control of pests. The research aimed to investigate the behavior of different
isolates of the fungus Nomuraea rileyi caterpillar S. cosmioides. Caterpillars of used
were derived from the 2nd generation, the creation established in the Entomology
Laboratory UFMS/CPCS. All phases of S. cosmioides were kept in a climatic
chamber at 25 £ 1 °C, RH 70+10% and photoperiod of 12 hours. We evaluated two
different bioassays, both conducted in a completely randomized design. The first
bioassay consisted of bioprospecting isolated (UFMS 02 UFMS 03 UFMS 04 UFMS
05, UFMS 06, 07 and UFMS UFMS 08) for population control caterpillar S.
cosmioides. It was composed of eight treatments and 10 repetitions, each repetition
with 5 caterpillars standardized in length 2mm each. Was sprayed 1mL of each
isolated at a concentration of 1.0 x 109 viable conidia mL™ with the help of Potter
tower. Mortality data were transformed arcsin (x/100)*° to perform the analysis of
variance and comparison of means by the Scott-Knott test at 5% significance.
Mortality was recorded daily for 27 days and evaluated by linear and polynomial
regression. The control efficiency was calculated using the Abbott formula. It has
been mortality daily for 27 days. Generally, N. rileyi was pathogenic for larvae of S.
cosmioides. Treatment with isolated UFMS 03, UFMS 08 and UFMS 02 showed
89.5, 78.9, 73.7% efficiency, respectively. Isolated UFMS 03 provided median lethal
time (LTso) in 14.7 days, higher efficiency with potential as a biological control agent.
The second bioassay evaluating the pathogenicity of the isolate of N. rileyi UFMS 03,
at different concentrations, the caterpillar S. cosmioides under laboratory conditions.
It was composed of six treatments and 10 repetitions, containing five larvae of S.
cosmioides, standard 3 mm in length each. Caterpillars S. cosmioides were sprayed
with the aid of Poter tower using 1 mL at 1.0x10%°, 1.0x10° 1.0x10%, 1.0x10’ and
1.0x10° viable conidia mI™. The caterpillars mortality data and the median lethal time
obtained for each concentration were subjected to analysis of linear and polynomial
regression. To evaluate the efficiency of concentrations using the Abbott formula.
The concentrations N. rileyi were pathogenic to larvae of S. cosmioides efficiently
ranging 66-98% mortality. Isolated UFMS 03 was efficient, highlighting the
concentration 1.0x10® conidia mL™ having 98% efficiency in less lethal time (14.11
days). These results show isolated UFMS 03 can be used in the management of S.
cosmioides.

Keywords: Biological Control. Microbial Control. Defoliating caterpillar soy.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merill) € considerada um dos principais produtos
agricolas brasileiro de exportacdo. O Estado de Mato Grosso do Sul, € um dos
principais produtores, com uma area estimada em 2.300,5 milhdes de hectares na
safra 2014/2015, 8,5% superior a safra anterior, com uma producdo de 7.177,6
toneladas e produtividade de 3.120 Kg/ha (CONAB, 2015 b).

Dentre os fatores que podem influenciar no rendimento e a qualidade da
producdo dessa cultura estdo os insetos-praga, 0os quais podem causar perdas
médias anuais de 7,7% na producdo agricola no Brasil, o que corresponde a
reducdo de aproximadamente 25 milhBes de toneladas de alimentos, fibras e
biocombustiveis (GOULART et al., 2015).

Dentre o complexo de pragas que ataca a soja, destacam-se as lagartas
desfolhadoras, pertencentes a familia Noctuidae (LOURENCAO et al., 2010), com
destaque para Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). Além da
soja, se alimenta de uma grande diversidade de plantas cultivadas de interesse
econdmico no Brasil como: aveia, aspargo, berinjela, beterraba, cafeeiro, cebola,
milho, eucalipto, macieira, feijdo, sorgo, tomate, trigo, fumo, linho, girassol, couve
entre outras, além de plantas daninhas (BAVARESCO et al., 2001, 2003;
PASTRANA, 2004; SPECH et al., 2004).

Nos ultimos anos na cultura da soja, tem sido cada vez mais frequente
(SANTOS et al., 2010) e, atualmente, ocorre de maneira generalizada (LIMA et al.,
2015). S. cosmioides tem danificado diretamente as vagens de soja quando as
plantas se encontram no estadio reprodutivo (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012).

De acordo com Araujo (2009), S. cosmioides juntamente com Spodoptera
eridania (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae), formam o principal grupo de lagartas
gue atacam a cultura da soja, causando elevados prejuizos aos sojicultores da
regido dos cerrados. Quando o ataque ocorre nas folhas, o consumo ¢é
aproximadamente o dobro em relagcdo ao consumo foliar de cada uma das demais
espécies de lagartas desfolhadoras que também ocorrem na cultura (BUENO et al.,
2011).
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Os insetos do género Spodoptera ovipositam em diferentes espécies vegetais,
podendo utilizar mais de 60 espécies de plantas como hospedeiras, para oviposi¢ao
e alimentagdo caracterizando seu habito polifago (SOARES; VIEIRA, 1998).

Ocorreram surtos desse inseto com danos elevados na cultura de macieira no
Estado de Santa Catarina, chegando a porcentagem de 35,4% de frutos danificados
(NORA et al.,, 1989). Segundo Bavaresco et al. (2003) no ano de 1999, S.
cosmioides causou severos danos em areas experimentais de cebola cultivada em
casa de vegetacdo no Campus da Universidade Federal de Pelotas, Estado do Rio
Grande do Sul.

O uso do controle quimico ainda é a tatica mais utilizada para o manejo de
pragas, entretanto, o uso excessivo ocasiona efeitos adversos, como 0 impacto
ambiental, mortalidade de inimigos naturais e, principalmente, selecdo de
populacdes de pragas resistentes aos inseticidas (BOICA JUNIOR et al., 2015).

O controle das principais pragas deve ser feito baseado nos principios do
Manejo Integrado de Pragas (MIP). O manejo de pragas neste sistema consiste em
tomar a decisdo de controlar a populacdo baseado no nivel de controle, no tamanho
e numero de insetos-praga assim como o seu estadio de desenvolvimento na cultura
gue se esta manejando (BRASIL, 2011).

Portanto o MIP torna-se uma ferramenta imprescindivel para o sucesso no
cultivo, pois seus principios estdo baseados na reducdo significativa no uso de
agroquimicos a partir do monitoramento de infestacdes e no uso de alternativas mais
sustentaveis para o controle de insetos-praga como, por exemplo, o controle
biolégico (OLIVEIRA, 2013). Os fungos entomopatogénicos tém grande potencial
como agentes de controle de insetos-praga constituem importante tatica de controle
de pragas em sistemas de Manejo Integrado de Pragas (COATES et al., 2002).

As principais vantagens do uso de microrganismos entomopatogénicos, para o
controle de pragas sdo a especificidade e a seletividade desses agentes de controle,
bem como a facilidade de multiplicacéo, dispersédo e producdo em meios artificiais
além da auséncia de poluicdo ambiental e toxicidade em homens e outros
organismos néo alvos (PAULA JUNIOR, 2005).

De acordo com Barros et al. (2000) Nomuraea rileyi (Farlow) Samson
(Ascomycota: Clavicipitaceae) ocorre em mais de 32 espécies de insetos das ordens
Coleoptera, Lepidoptera e Orthoptera. Cerca de 90% dos hospedeiros desse fungo
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pertencem a ordem Lepidoptera, na qual encontram-se espécies pragas importantes
para a condicdo do Brasil. Com condi¢cGes favoraveis no Brasil, a ocorréncia e os
indices de controle natural com N. rileyi destaca essa espécie de fungo como um
importante componente em programas de MIP.

Uma das principais vantagens da utilizagdo do N. rileyi & sua variabilidade
genética, no controle microbiano de insetos. O fungo entomopatogénico N. rileyi
apresenta uma grande variabilidade genética, entre diferentes origens e o0s
hospedeiros desse fungo (NUNES et al., 2010).

No entanto, o potencial de varios isolados que foram estudados para diversas
pragas e varias técnicas utilizadas como a bioprospeccdo tém auxiliado o avanco
dessa ferramenta de controle. A eficiéncia de isolados do fungo N. rielyi foi testado
em diversos trabalhos com lepidépteros pragas, inclusive com Spodoptera spp
(Lepidoptera: Noctuidae) obtendo resultados satisfatérios (SRISUKCHAYAKUL et
al., 2005; VEGA AQUINO et al., 2010). Trabalho realizado por Chaudhari et al.
(2015) testando a eficiéncia do isolado (Nr-Kc) de N. rileyi em Spodoptera litura
(Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) verificou-se 64,44% a 82,22% de mortalidade
em diferentes instares.

Dentro deste contexto, a prospeccdo de fungos apresenta-se como uma
perspectiva de suma importancia, pelo fato de que os microrganismos podem ser
cultivados, produzindo uma série de moléculas bioativas que podem atuar no
combate a patdgenos

Tendo em vista a importancia de S. cosmioides nos ultimos anos, devido aos
prejuizos econémicos causados nas principais culturas de interesse econdmico e
auséncia de inseticidas registrados para o controle deste inseto, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar e avaliar a viruléncia de isolados do fungo N. rileyi na

mortalidade de lagartas de S. cosmioides.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da soja

A soja é uma planta que pertence a familia Fabaceae (Leguminosae),
Subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie (Glycine max (L.)
Merrill). A soja é cultivada atualmente é muito diferente dos ancestrais que lhe
deram origem: espécies de plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da
Asia. Sua evolugdo comegou com o aparecimento de plantas oriundas de
cruzamentos naturais, entre duas espécies de soja selvagem, que foram
domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (EMBRAPA, 2004;
CHUNG, SINGH. 2008).

No histérico de sua trajetéria no Brasil, a soja foi levada por imigrantes
japoneses para Sao Paulo e somente, em 1914, a soja foi introduzida no Estado do
Rio Grande do Sul, local onde as variedades trazidas dos Estados Unidos, melhor se
adaptaram as condicfes edafoclimaticas, principalmente em relacdo ao fotoperiodo
(BONETTI, 1981). A implantacéo de programas de melhoramento de soja no Brasil
possibilitou o avanco da cultura (KIIHL; GARCIA, 1989).

E uma das mais importantes culturas de interesse econémico no pais e na
economia mundial. Seus grdos sao muito usados pela agroindustria (producdo de
Oleo vegetal e ragBes para alimentagdo animal), industria quimica e de alimentos,
além de seu uso como fonte alternativa de biocombustivel (COSTA NETO; ROSSI,
2000; SCHONINGER et al., 2010).

A expectativa de crescimento da produgcéo nacional e da demanda mundial
pode ser creditada aos fatores: aumento da populagdo humana, a qual consumira
mais soja, principalmente via consumo de carnes, produzidas a partir dos farelos de
soja e de milho e o aumento do poder aquisitivo da populagdo urbana,
destacadamente no continente asiatico (DALL’AGNOL, 2008).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) foi
registrado, no levantamento realizado em junho deste ano, o segundo recorde de
produtividade (3.016 Kg/ha) alcancado no pais somente superado pelo obtido na
safra 2010/11 (3.115 Kg/ha) (CONAB, 2015 a).
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A area cultivada em Mato Grosso do Sul, na safra 2014/15, foi estimada em
2.300,5 milhdes de hectares, 8,5% superior a safra anterior, com uma producao de
7.177,6 toneladas e produtividade estimada de 3.120 Kg/ha (CONAB, 2015 a).

Apesar deste desempenho expressivo na producao, a cultura da soja ainda tem
sua produtividade limitada por diversos fatores abiéticos e bioticos (RIFFEL et al.,
2012) e esta sujeita ao ataque de insetos-praga desde a germinacédo até a colheita,
sendo esta uma das principais causas de perdas econdmicas na producdo agricola
(FRONZA, 2013). O conhecimento do impacto dos insetos no desenvolvimento e na
producdo da soja € de extrema importancia para se adotar medidas de controle
(OLIVEIRA, 2013).

Dentre os fatores que podem influenciar no rendimento e a qualidade da
producdo da soja, estdo os patdgenos e as pragas, com destaque para as lagartas
desfolhadoras pertencentes a ordem Lepidoptera, com destaque para Spodoptera
cosmioides, cuja infestacado tem sido cada vez mais frequente nas Ultimas safras
(SANTOS et al., 2010; OLIVEIRA, 2013; LIMA et al., 2015).

2.2 Lagartas na cultura da soja

Diversas espécies de insetos e acaros se alimentam de folhas da cultura,
sendo as lagartas (principalmente os noctuideos) as pragas de maior importancia
(BUENO et al., 2012). Os danos das lagartas na cultura da soja, ocorre desde a
desfolha parcial do limbo e das nervuras foliares até a destruicdo completa da planta
(LOURENCAO et al., 2010).

Conhecida popularmente como lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) ja foi a espécie mais abundante e de ocorréncia frequente
em todas as regides do pais onde a soja € cultivada. Quando pequena (até 1 cm)
apresenta cor verde e possui quatro pares de pernas abdominais, sendo dois deles
vestigiais e mais um par anal. Nessa fase, ela se locomove medindo palmos e,
assim podendo ser confundida com lagarta-falsa medideira (Plusiinae como a
Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)
(HOFFMANN et al.,1979; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).
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Lagartas de A. gemmatalis tem de cinco a sete instares larvais, sendo seis
instares 0 mais comum. A duracdo de cada instar varia em decorréncia de varios
fatores, como a temperatura, a planta hospedeira e a qualidade do alimento (FUGI et
al., 2005; MILANO et al., 2008). As maiores do que 1,5 cm sao encontradas em
formas verdes apresentando trés linhas longitudinais brancas no dorso e quatro
pares de falsas abdominais, além de um par anal (SOSA-GOMEZ et al., 2010).

Cada lagarta de A. gemmatalis pode consumir de 85 cm? a 150 cm? de area
foliar de soja até completar a fase larval (BUENO et al., 2011). Esta lagarta,
manejada de forma errada, pode causar até 100% de desfolha, ocasionando perdas
consideraveis, ap0s seis instares larvais. Essas lagartas transformam-se em pupas,
gue apresentam coloragdo marrom, usualmente localizadas no solo (BUENO et al.,
2012).

A lagarta falsa medideira pertence a familia Noctuidae, subfamilia Plusiinae,
sendo que sua distribuicdo é restrita ao Hemisfério Ocidental, ocorrendo desde o
norte dos Estados Unidos até o sul da América do Sul (ALFORD; HAMMOND,
1982). Até final da década de 1990, o complexo de Plusiinae era considerado como
praga-secundaria em soja, representando ndo mais que 10% da incidéncia da
lagarta-da-soja (MOSCARDI, 1993). C. includens foi por muito tempo referido como
P. includens e mesmo publicacBes recentes de 2010 e 2011 ainda continuam
usando essa nomenclatura (BUENO et al., 2012).

Seus ovos sdo globulares, medem cerca de 0,5 mm de diametro e apresentam
coloracdo creme-clara logo ap6s a oviposicdo e marrom-clara proximo a ecloséo, o
desenvolvimento embrionario se completa em torno de 2,5 dias (PETERSON, 1964).
O periodo pupal dura de 7 a 9 dias até a emergéncia dos adultos, as fémeas
depositam os ovos individualmente e de preferéncia na superficie inferior das folhas
de soja, cada fémea ovipositam, em média, 700 ovos durante a sua vida
(MASCARENHAS; PITRE, 1997).

As lagartas que eclodem séo de coloracao verde-clara, com listras longitudinais
brancas e pontuacdes pretas, atingindo de 40 a 45 mm de comprimento em seu
altimo estadio larval, dltimo instar larval, esta lagarta se transforma em pupa, que
ocorre sob uma teia, em geral na face abaxial das folhas (SOSA-GOMEZ et al.,
2010).
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Com o surgimento da doenca fungica ferrugem asidtica (Phakopsora
pachyrhizi) Sidow a partir da safra 2001/2002, observou-se um aumento expressivo
do uso de fungicidas para seu controle, consequentemente ocorreu reflexo negativo
na populacao de fungos entomopatogénicos, os quais controlavam de forma natural
C. includens, neste caso o fungo N. rileyi, acarretando no aumento das populagdes
dessa lagarta (SOSA-GOMEZ et al., 2003).

No Brasil, nos ultimos anos, a lagarta falsa-medideira, tem-se tornado um sério
problema fitossanitario na cultura da soja, com varios surtos ocorrendo isolados ou
associados a lagarta-da-soja (BERNARDI, 2012).

No primeiro e segundo instar apenas raspam as folhas, enquanto, a partir do
terceiro instar, conseguem perfura-las, deixando, entretanto, as nervuras centrais e
laterais intactas, proporcionando aspecto caracteristico de folhas rendilhadas
(BUENO et al., 2007). O consumo total médio de folhas de soja por lagartas de C.
includens é bastante variavel, sendo encontrados valores de 64 cm? a 200 cm?
(SANTOS et al., 2010).

Alguns outros noctuideos como algumas espécies de Spodoptera tém também
se destacado como desfolhadores importantes da cultura da soja desde 2003,
aumentado sua ocorréncia nas Ultimas safras (BUENO et al., 2010). Causando
reducdes importantes na produtividade e considerados de grande importancia
econdmica devido as alterag6es no manejo das lavouras (BUENO et al., 2012).

Podem atacar a soja recém germinada, plantulas no inicio do desenvolvimento
e até a fase reprodutiva (GAZZONI; YORINORI, 1995), com caracteristica de se
abrigar no interior da planta, desta forma fica protegida (HOFMANN-CAMPO et al.,
2012).

As espécies Spodoptera cosmioides, Spodoptera eridania e Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) sdo consideradas pragas secundéarias. Nos sistemas
agricolas praticados atualmente em que se cultiva soja, algodao e milho, a frequente
sucessdo de cultivos e praticas de manejo inadequadas, tem proporcionado
continua oferta de alimento aos insetos e propiciado a ocorréncia de surtos
populacionais de algumas espécies de lagartas (SANTOS et al., 2009).

A S. eridania € um inseto nativo dos tropicos norte-americanos. Nos Estados
Unidos, ocorre principalmente nos Estados do Sudeste e Oeste, podendo chegar ao

Kansas e Novo México. As lagartas sao de coloracdo marrom, com uma faixa lateral
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longitudinal amarela, que é interrompida por uma mancha escura no térax (GALLO
et al., 2002).

A postura é feita em massa de ovos, coberta com as escamas do corpo da
mariposa, apresentando coloracdo esverdeada, o que a difere das demais espécies
do mesmo género (HOFMANN-CAMPO et al., 2012). As lagartas de S. eridania s&o
encontradas na parte mais baixa das plantas (“baixeiro”), sendo mais ativas durante
o periodo noturno. Seu periodo larval, tem duracédo de 15 a 19 dias (SANTOS et al.,
2005). Entre essas espécies de lagartas desfolhadoras a ocorréncia de S. eridania
tem sido mais frequente na cultura da soja (SOSA-GOMEZ et al., 1993; SANTOS et
al., 2005; QUINTELA et al., 2007).

Entre as causas para estes surtos em cultivos de soja, destaca-se a aplicacao
intensiva de produtos quimicos de largo espectro, diminuindo a incidéncia de
inimigos naturais (BAVARESCO et al., 2003). A alta densidade populacional e niveis
de desfolha maiores que os niveis de controle (de 30 e 15% para as fases vegetativa
e reprodutiva, respectivamente), tornou seu status nos ultimos anos como uma
praga importante nas regides de cultivo nos cerrados e nas varzeas (FRAGOSO;
SILVA, 2007). Esta espécie se desenvolve tanto em culturas comerciais como em
plantas daninhas (DIAS et al., 2009).

Uma outra espécie de importancia é a S. frugiperda, conhecida popularmente
no milho como lagarta-do-cartucho, sendo encontrada nas Américas e em algumas
ilhas da india. E uma praga polifaga, que ataca mais de 50 espécies de plantas
distribuidas em mais de 20 familias, especialmente gramineas como o milho (CRUZ,
1995). E considerada uma das pragas mais importantes nas Américas, inclusive no
Brasil, em funcdo da disponibilidade de suas diversas plantas hospedeiras
(PRATISSOLI et al., 2004; MARTINELLI et al., 2006).

Sua postura é em forma de massas, com média de 100 ovos por postura. O
namero de posturas por fémea pode ser variavel, sendo, em geral, de no maximo 13
e podendo fazer até oito posturas em um s6 dia. A fase de ovo tem duracédo de 3
dias a 25 °C (CRUZ, 1995). O periodo larval varia de 12 a 30 dias, sendo as lagartas
inicialmente claras, passando para pardo-escuras a esverdeadas, até quase preta.
Iniciam a alimentacdo pela casca dos préprios ovos e depois raspam as folhas mais
novas da planta (GALLO et al., 2002).
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Dependendo das condi¢cdes ambientais favoraveis, esta praga chega a causar
reducdes significativas no rendimento do milho, podendo chegar na ordem de 34 e
40% (FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006). Segundo Toscano et al. (2012),
quando as medidas de controle ndo sdo empregadas, os indices de produtividade
podem ser totalmente comprometidos, podendo chegar a perdas de até 100%.

A espécie S. cosmioides que foi considerada a algum tempo atrds como de
ocorréncia esporadica na cultura da soja, nos ultimos anos tem sido considerada
uma das pragas-chave em certas regides produtoras do cerrado brasileiro
(SANTOS, 2007; SANTOS, 2010; LIMA et al., 2015).

Nas ultimas safras novas ocorréncias de pragas, tem sido o foco de muitos
agricultores, se trata da ocorréncia da lagarta Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) que tem atacado intensamente culturas como a soja,
algodao e milho (CZEPAK et al., 2013), comprometendo a producao.

A lagarta H. armigera apresenta ampla distribuicdo geogréafica, sendo
registrada na Europa, Asia, Africa, Oceania (GUO, 1997; VASSAL et al., 2008). Na
safra 2012/13 foi identificada no Brasil, nos Estados da Bahia, Goias, Mato Grosso e
S&o Paulo (CZEPAK et al., 2013). E uma espécie polifaga, registrada como um
inseto prejudicial em 181 espécies de plantas cultivadas e silvestres em pelo menos
45 familias (SRIVASTAVA et al., 2010). As lagartas alimentam-se de folhas e caules
das plantas, causando danos diretos e indiretos em mais de 100 espécies de plantas
cultivadas e silvestres de 45 familias (FITT, 1989; POGUE, 2004; ALl
CHOUDHURY, 2009).

A H. armigera tem atividade crepuscular e, por isso, a maioria da sua atividade
é realizada durante a noite, permanecendo em repouso durante o dia (ARAUJO,
1990). Cada fémea, durante o periodo de oviposi¢do, que € de cerca de 5,3 dias,
pode colocar de 2.200 até 3.000 ovos sobre as plantas hospedeiras (NASERI et al.,
2011). O periodo larval € de 13 a 25 dias, composto por 5 estadios. As lagartas
variam da cor verde ao preto e com listras brancas longitudinais e, no ultimo estadio
as lagartas deixam a parte aérea e migram para o solo, onde empupam (CZEPAK et
al., 2013).



19

2.3 Biologia da Spodoptera cosmioides

A lagarta S. cosmioides foi relatada em pesquisas a partir da década de 1980
(SPECHT et al., 1996; BAVARESCO et al., 2001). Em seu histérico foi descrita no
género Prodenia Guennée, 1852, que foi considerada sinbnimo de Spodoptera
latisfascia (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) no inicio do século XX por HAMPSON
(1909) até 1997. A partir desta data véarios estudos sobre morfologia de sua
genitélia, feroménios e DNA de diversas espécies neotropicais do género, foi
possivel revalidar sua identidade, como espécies distintas (SILVAIN; LALLANNE-
CASSOU, 1997).

S. cosmioides € uma espécie que foi descrita por Walker em 1858 com holétipo
coletado no Estado do Para, Brasil e foi considerada sinonimia de S. latifascia, esta
descrita por Walker em 1856 na Jamaica, até recentemente, quando descreveram
as diferencas moleculares, morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais que as
separavam como espécies distintas (SILVAIN; LALANNE-CASSOU, 1997,
LALANNE-CASSOU et al.,1999).

Ambas sdo membros de um complexo de espécies neotropicais, em que S.
latifascia encontra-se estabelecida na América Central, Antilhas e Sul do Estados
Unidos, enquanto S. cosmioides € encontrada na América do Sul (LALANNE-
CASSOU et al.,1999).

O género Spodoptera Guenée é cosmopolita e composto por 30 espécies das
quais 15 séo pragas agricolas polifagas (ZENKER et al., 2007). No Brasil, vérias
culturas séo citadas como suas hospedeiras, entre as quais o algodoeiro, a soja, 0
pimentdo, o tomateiro, a mamona, o feijdo o caupi, o eucalipto, o abacaxizeiro, 0
arroz, a cebola, a mangueira, a berinjela, entre outras (BERTELS, 1953; SANTOS et
al., 1980; GALLO et al., 2002).

De acordo com Gallo et al. (1988) e Gazzoni; Yorinori (1995), a S. cosmioides,
juntamente com Spodoptera eridania (Cramer), formam o principal grupo de lagartas
gue atacam vagens da soja. A espécie S. cosmioides, na cultura da soja, tem sido
considerada uma das pragas-chave em algumas regides produtoras do cerrado
brasileiro (SANTQOS, 2007).

Segundo Santos et al. (2003) S. cosmioides sdo mariposas pequenas que

medem aproximadamente 40 mm de envergadura, de coloragdo parda com
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desenhos brancos nas asas anteriores e asas posteriores brancas, nas fémeas.
Para os machos estes apresentam as asas anteriores amareladas com desenhos
escuros, carater através do qual se permite a diferenciacéo sexual da espécie.

Os ovos de S. cosmioides sdo colocados em ooplaca na parte inferior das
folnas perto da nervura principal, sdo de coloracdo amarela e recobertos por
escamas que a fémea coloca para protecdo dos mesmos. Essas massas de ovos
séo irregulares, com uma variagdo de 30 a 300 ovos (KING; SAUNDERS, 1984,
SANTOS et al., 2003; SANTOS, 2007).

As lagartas possuem uma coloracao que pode variar do amarelo-palido a preto,
com listas corpdreas longitudinais e reticulares de formas variadas (POGUE, 2002).
As lagartas recém eclodidas possuem o corpo com coloracdo marrom-claro,
possuindo cabeca preta. Nos primeiros estadios de crescimento, as lagartas
apresentam tom pardo-negro-acinzentado, com 3 listras longitudinais alaranjadas,
uma dorsal e duas laterais, com pontos brancos (ZENKER et al., 2007; ARAUJO,
2009).

As pupas de S. cosmioides apresentam caracteristicas em comum em
comparacdo no padrdo aos outros noctuideos, estas sdo encontradas solo,
abrigadas dentro de um envoltério pouco elaborado, glabras, lustras, de coloracdo
castanha, tendo cremaster pequeno, comprimento em torno de 15 a 30 mm e com
largura variando de 4 a 5 mm (ANGULO; WEIGERT, 1975).

Quando o ataque da lagarta S. cosmioides ocorre nas folhas da soja, seu
consumo € o dobro em relagdo ao consumo foliar de cada uma das demais espécies
de lagartas desfolhadoras que também ocorrem na cultura (BUENO et al., 2011).
Quando o ataque ocorre na soja em estadio danifica diretamente as vagens da soja
(PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012).

2.4 Controle bioldgico

O controle de pragas tem sido realizado quase que exclusivamente com o0 uso
de agrotdxicos, gerando cada vez mais problemas de intoxicacdo humana e da
fauna silvestre, residuos nos alimentos, agua e solo, o aparecimento de novas

pragas e de populagdes resistentes a esses produtos (ALVES et al., 2008).
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O termo controle biologico é definido como sendo a reducédo da populacao de
um organismo alvo por outro organismo vivo (STIRLING, 1991). De acordo com Berti
Filho; Ciociola (2002) e Freitas (2006) num agroecossistema equilibrado, os insetos-
praga sdo controlados naturalmente por patdégenos (virus, bactérias, fungos,
protozoarios e nematoides), parasitoides ou predadores e seu efeito permite diminuir
0 uso de produtos fitossanitarios quimicos responsaveis por danos ao ambiente.

Quando comparado a outros paises, 0 uso de controle biolégico de pragas no
Brasil é recente. Na busca por uma agricultura sustentavel, o controle biologico é
uma importante ferramenta a ser utilizada no manejo integrado de diferentes insetos-
praga, uma vez que utiliza inimigos naturais para manter a populacdo da praga
abaixo dos niveis de dano econdmico, evitando ao mesmo tempo prejuizos
ambientais componente que assume importante papel dentro do programa integrado
de pragas (ALVES, 1998).

Quando se trata de controle bioldgico, o uso de microrganismos no Brasil € um
dos métodos que vem sendo empregado em grandes areas. Entre os agentes de
biocontrole de insetos, os fungos entomopatogénicos representam importante papel,
principalmente no caso de insetos dotados de aparelho bucal sugador (hemiptera)
(PEREIRA, 2003).

No Brasil, o controle biolégico comecou a ser empregado de maneira aplicada
com o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok
(Ascomycota: Clavicipitaceae) e com o0 virus entomopatogénicos Baculovirus
anticarsia, no controle das cigarrinhas da cana e das pastagens e no controle da A.
gemnatalis na soja, respectivamente (BROGLIO et al., 2006). Os fungos
entomopatogénicos, vém sendo estudados no Brasil desde 1923, quando entdo
Pestana identificou duas espécies de cigarrinhas infectadas por M. anisopliae que
ele chamou na ocasido de Penicillium anisopliae (REZENDE, 2009).

Quando se trabalha com controle microbiano, utilizando microrganismos
entomopatogénicos, algumas vantagens devem ser levadas em consideracdo como:
especificidade e seletividade desses agentes no controle de pragas, sua disperséo e
producdo em meios artificiais, a auséncia de poluicdo ambiental e toxidade a
organismos nao alvo e o homem (PAULA JUNIOR, 2005).

Atualmente, o controle das principais pragas deve ser feito baseado nos
principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP). O manejo de pragas neste sistema
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consiste em tomar a decisdo de controlar a praga baseado no nivel de controle, no
tamanho e numero de insetos-pragas assim como o seu estadio de desenvolvimento
na cultura que se esta manejando (BRASIL, 2011).

O controle biolégico é um componente que assume importante papel dentro do
programa integrado de pragas (ALVES, 1998), podendo ser considerado a base do
manejo integrado de pragas (GALLO et al.,, 2002). Na pratica, de acordo com o
manejo empregado, o controle biolégico é dividido em: Controle Biologico Natural,
Controle Bioldgico Aplicado e Controle Biolégico Classico

O controle biolégico natural, ocorre naturalmente nos diferentes
agroecossistemas, sendo observado sempre que o ambiente ndo é impactado por
praticas culturais. Esta modalidade pode ser favorecida quando praticas
conservacionistas sdo realizadas com finalidade de conservar os inimigos naturais
presentes ou quando se utilizam agrotoxicos seletivos no MIP (HOFMANN-CAMPO
et al., 2012).

O controle biolégico aplicado, com a utilizacdo de bioinseticidas, consiste na
importacdo de agentes de controle biolégico de um pais para outro, ou de uma
regido para outra, para o controle da praga-alvo, ou seja, busca-se geralmente na
regido de origem da praga-alvo, um agente bioldgico que seja efetivo no controle
(SIMONATO et al.,, 2014). Um exemplo desse tipo de controle biol6gico é o
Baculovirus anticarsia (AgMNPV), utilizado para o manejo da lagarta-da-soja A.
gemmatalis (MOSCARDI et al., 2011).

O controle biologico classico, refere-se a introducdo e ao estabelecimento de
inimigos naturais exéticos em areas em que eles ndo ocorriam previamente (PARRA
et al., 2002). O primeiro caso de sucesso de controle biolégico classico no mundo foi
obtido com a introducdo da joaninha Rodolia cardinalis (Mulsant) (Coleoptera:
Coccinellidae) oriunda da Australia, em 1889, para o controle da cochonilha Icerya
purchasi Maskell (Hemiptera: Margarodidae) nos pomares de citros da California,
EUA (HOWARTH, 1991).

Na década de 90 uma nova tatica de manejo integrado de pragas na soja foi
adotada, para o controle biolégico de percevejos da soja com a utilizacdo de
parasitoides (CORREA-FERREIRA, 1993).

O controle biolégico feito através da utilizacdo do parasitoide de ovos

Trissolcus basalis (Wollaston, 1858), foi mais tarde incrementado com a utilizacao
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também do parasitoide Telenomus podisi Ashmead, 1893; em funcdo das mudancas
ocorridas na pentatomofauna da soja ao longo do periodo, ambos utilizados para
controle do percevejo da soja. (HOFMANN-CAMPO et al., 2012).

Entre a década de 80 e 90 um novo enfoque no controle de uma das
principais pragas, a lagarta-da-soa, A. gemmatalis, controlada com o virus AQMNPV,
conhecido por baculovirus, que ocorria naturalmente, agrupado com sucesso no MIP
e passou a ser o principal produto para o controle dessa lagarta. (HOFMANN-
CAMPO et al., 2012).

Segundo Alves (1998) cada espécie de inseto é suscetivel ha pelo menos um
microrganismo patogénico capaz de causar algum tipo de doenca a esse inseto.

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos, sendo que
destas apenas foram descritas cerca de 74 mil espécies (ESPOSITO; AZEVEDO,
2004).

As principais vantagens do uso de microrganismos entomopatogénicos para o
controle de pragas s&o a especificidade e a seletividade desses agentes de controle,
bem como a facilidade de multiplicacéo, dispersao e producdo em meios artificiais,
auséncia da poluicdo ambiental e toxicidade em homens e outros organismos nao
alvos e néo selecionarem populacBes de insetos resistentes (PAULA JUNIOR,
2005). O controle de lagartas também considera a presenca de patdgenos,
principalmente o fungo N. rileyi.

No entanto, o controle biolégico no sentido amplo deve ser o primeiro item a
ser considerado em qualquer planejamento de manejo integrado de pragas. As
estratégias utilizadas para o controle biolégico consistem na regulacdo do nimero
de vegetais e animais por seus inimigos naturais, sendo realizado através da
utilizacdo racional de patdégenos, visando a manutencéo da populagcdo de pragas a
niveis abaixo dos niveis de dano econémico (ALVES, 1998).

Ao lado de tantos outros métodos de controle, como culturais, fisicos, de
resisténcia de plantas a insetos, comportamentais (feromdnios), que podem ser
harmoniosamente integrados com métodos quimicos (especialmente reguladores de
crescimento e produtos quimicos de Ultima geragdo, pouco agressivos ao meio
ambiente) (PARRA, 1998).

Portanto, € importante destacar que para realizar o controle biolégico devemos

saber sobre a biologia de um inseto, que € de fundamental importancia para o
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desenvolvimento de estratégias de manejo eficientes, dentro do MIP (PARRA,
2000).

3.0 FUNGO Nomuraea Rileyi

Os principais agentes entomopatogénicos relacionados ao controle microbiano
de insetos sdo fungos, bactérias, virus, protozoarios e nematoides, com varios casos
estudados. Segundo Alves (1998) os fungos foram os primeiros agentes a serem
utilizados no controle microbiano, sua variabilidade genética é sua principal
vantagem, alguns sao patégenos de largo espectro, com capacidade de infectar seu
hospedeiro em diversas fases como ovos, larvas, pupas e adultos.

Quando os fungos sdo comparados quanto ao modo de acdo com bactérias,
protozoarios e 0s virus, eles apresentam uma caracteristica especifica de infeccéo
qgue ocorre pela sua penetracdo em seus hospedeiros ndo dependendo da ingestao
para que possa iniciar sua infecgcdo (FRANCESCHINI et al., 2001).

Diferente de outros agentes entomopatogénicos como bactérias, virus ou
protozoarios, os fungos ndo necessitam serem ingeridos por seus hospedeiros para
ocasionarem infeccdo. Sendo assim o0 modo de contagio dos fungos
entomopatogénicos sdo auxiliados pela producdo de enzimas que degradam a
cuticula (CHARNLEY, 1984).

O fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson (Ascomycota: Clavicipitaceae) se
caracteriza por apresentar micélio septado e conidiéforos com fidlides se originado
do mesmo ponto. A espécie N. rileyi € dimoérfica e apresentam coldnias verdes,
conidios elipsides a cilindricos, medindo 3,1 a 3,5 x 1,7 a 1,9 um (ALVES, 1998;
DEVI et al., 2003).

E um fungo patogénico cosmopolita que infecta naturalmente larvas de varias
espécies, que atacam algumas culturas de importancia econbmica em muitas
regides do mundo, tendo importancia comercial e grande potencial de controle. Seus
hospedeiros sdo basicamente lepidopteros, apresentando uma certa preferéncia por

representantes da superfamilia Nococtuoide e familia Noctuidae (IGNOFFO et al.,
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1975; SUWANNAKUT et al., 2005), podendo infectar mais de 30 espécies diferentes
de lepidopteros desta familia (SUJII et al.; 2002).

A relacdo de N. rileyi com seus hospedeiros, como em outros fungos
entomopatogénicos, depende das condicbes ambientais como a temperatura, luz,
umidade e radiacdo ultravioleta além das condi¢cdes nutricionais do hospedeiro
(ALVES et al., 1998).

O fungo N. rileyi foi utilizado em estudos relacionados a epizootias e seu modo
de acdo como agente de controle. Foram relatadas epizootias em lagartas da familia
Noctuidae nas culturas de algodao e soja, (BARBOSA et al.; 1997; EDELSTEIN, et
al. 2004; COSTA et al.; 2015; LIMA et al.; 2015). Portanto tornando este agente
entomopatogénico importante ferramenta de controle natural, principalmente na
cultura da soja.

Trabalhos realizados por LOPES; BARROS (1995), avaliando a viruléncia dos
conidios de trés linhagens do fungo N. rileyi, armazenadas em temperatura a 4 °C,
verificaram baixa taxa de mortalidade em A. gemmatalis. Kulkarni (1999) testando
diferentes concentragcfes relatou que a concentracdo letal média contra o segundo
instar de S. litura (1,26x10° conidios mL™) foi relativamente menor que os valores de
5,8x10°% 5,89x10° e 11,33x10° conidios mL™.

Yang et al. (2007) realizaram testes de mortalidade acumulada na China em S.
litura na concentracdo 1 x 10® de conidios mL™ de N. rileyi o resultado foi de
62,10% de mortalidade. Em pesquisas realizadas por ALVES et al. (2008) verificou-
se a eficiéncia de controle do N. rileyi, controlando 75 a 85% de S. frugiperda.
Recentemente, trabalho realizado na India por Chaudhari et al. (2015) testando a
eficiéncia de N. rileyi em S. litura, mostrou resultados de 82,22 e 64,44% de
mortalidade em diferentes instares.

No entanto, outros trabalhos também tém sido realizados com o fungo N. rileyi
com propositos de melhor entendimento sobre sua dindmica de acgéo, variabilidade
genética entre outros aspectos. Pesquisas com periodo de contato e acgao inicial
foram realizados, evidenciando existir variagdo conforme o isolado de N. rileyi e a
espécie hospedeira (MORROW; BOUCIAS, 1988).

O periodo de contato e agdo inicial do patégeno com o hospedeiro até a sua
morte dura em meédia de 6 a 8 dias, com variacdo entre linhagens e entre
hospedeiros (BOUCIAS et al, 2000; SUWANNAKUT et al, 2005;
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SRISUKCHAYAKUL et al., 2005). Pesquisas com o [rDNA mitocondrial
demonstraram que N. rileyi apresenta escassa variabilidade genética, sendo bem
proximo dos representantes do género Metarhizium (BOUCIAS et al., 2000; SOSA-
GOMEZ et al., 2009).

A penetracdo direta na cuticula € o modo natural de entrada utilizada pela
maioria dos fungos entomopatogénicos. O fungo penetra no inseto, frequentemente
via tegumento, abrangendo dois processos principais: o fisico, devido a pressao da
hifa terminal que rompe as areas membranosas ou esclerosadas e o quimico,
resultante da elaboracdo de enzimas (proteases, quitinases e lipases), as quais
facilitam a penetracdo mecanica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo (EL-
SAYED et al., 1993; ALVES, 1998).

N. rileyi e outros fungos que normalmente ndo produzem apressorio, podem
formar uma massa mucilaginosa ao redor do tubo germinativo, a qual também teria
funcdo de adesdo e de facilitar a producdo de enzimas (ALVES, 1998;
SRISUKCHAYAKUL et al., 2005). Esta substancia mucilaginosa € higroscopica e
pode criar um ambiente favoravel para a secrecdo de enzimas extracelulares
(BOUCIAS; PENDLAND, 1991).

Essa adesdo dos conidios no tegumento do inseto pode estar relacionada a
camada de microbastonetes. A germinacao ocorrera se as condi¢cdes de umidade,
oxigénio, pH e temperatura estiverem ideais. A velocidade do processo germinativo
depende do isolado, das condi¢cdes ambientais e do passado térmico do conidio. A
germinacao pode ser beneficiada pela presenca de nutrientes como aminoacidos,
esterol, hexoses, podendo ser afetada por substancias quimicas existentes na
superficie do hospedeiro, como &cidos graxos (C6 a C12), lipideos, fendis e pela
flora saprofitica presente na superficie do inseto (ALVES 1998).

Em uma extremidade do tubo germinativo ocorre uma dilatacdo das hifas,
formando uma estrutura denominada apressorio. E nesta fase que ocorrera uma
grande atividade metabdlica neste local, caracterizada pela presenca de
mitocondrias, ribossomos e outros componentes nucleares (SRISUKCHAYAKUL et
al., 2005).

Apds a penetracdo o processo de colonizacdo se iniciar4. A hifa penetra e se
ramifica inicialmente no tegumento do inseto e na hemocele, com o objetivo de se

proteger contra o sistema de defesa do inseto (encapsulacdo). Geralmente nao
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ocorre um grande crescimento hifal dentro do inseto antes de sua morte. Apds a
morte do inseto, o fungo ira crescer no interior do inseto e todos os tecidos serao
penetrados pelas hifas filamentosas, a colonizacao dos diversos 6rgdos comecgando
pelos corpos gordurosos, apOs sistema digestorio e os tubos de Malpighi, sistema
nervoso, os musculos e por fim a traqueia (ALVES, 1998).

O ciclo completo de infecgdo do fungo N. rileyi é de 8 a 12 dias a 25°C sendo
gue a germinacao pode ocorrer em 12 horas e a invasao da hemocele em 24 horas.
A colonizacdo do hospedeiro dura cerca de 3 a 5 dias e a morte pode ocorrer entre 6
a 7 dias. Os conidiéforos e conidios se formam apés 8 a 12 dias do inicio da

infeccdo (ALVES, 1998). Completando assim, o ciclo do fungo.

3.1 Bioprospeccéo de fungos entomopatogénicos

A prética de recolher, de avaliar e de comercializar material biol6gico € tao
antiga quanto a civilizacdo humana. Ha milhares de anos a humanidade busca
novas formas de aprimorar a producao de alimentos e fazer outras descobertas que
podem melhorar a qualidade de vida no planeta (PEREIRA, 2009).

A busca na natureza por recursos genéticos e bioquimicos para o
desenvolvimento de produtos € descrita atualmente, por um novo termo
“bioprospeccao ou prospecgao da biodiversidade” (LAIRD, 2007).

A bioprospeccéo pode ser definida como a exploracédo da biodiversidade a fim
de se extrairem recursos genéticos e bioquimicos de valor econdmico e social
(BEATTIE, 2005). De acordo com Saccaro Junior (2011) a bioprospeccdo é uma
busca sistematica por organismos, genes, enzimas, Compostos, processos e partes
provenientes de seres vivos, que tenham potencial econémico e, eventualmente,
levam ao desenvolvimento de um produto.

A bioprospecgdo est4d organizada baseada em quatro elementos que se
fundamentam para as atividades de bioprospecgcdo: as politicas macro, 0s
levantamentos da diversidade bioldgica e os sistemas de gestdo de informacao, as
transferéncias de tecnologia e o desenvolvimento de negocios (QUEZADA et al.,
2005).
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A utilizacdo dos recursos da biodiversidade estd baseada num novo
paradigma, alicercado na ciéncia e na tecnologia, com aplicacdo no processo
produtivo das empresas (Lasmar, 2005), surgindo um regime internacional para
tratar dos interesses e ganhos advindos da biodiversidade (ENRIQUEZ, 2005).

Como a atividade de bioprospeccao tem cunho econdmico, demanda cuidados
adicionais, como contratos de distribuicdo de beneficios, a fim de que haja uma
reparticdo justa dos seus resultados. Existem trés formas de contratos sobre os
recursos genéticos: o contrato de prospeccao in situ, o contrato de transferéncia de
material e o contrato de uma organizagao de pesquisa (ANDRADE, 2006).

Para que a bioprospeccao tenha credibilidade cientifica, politica e econdmica
deve-se observar os seguintes principios: principio da prevencdo dos recursos,
equidade distributiva, participacdo publica, principio da publicidade, principio do
controle publico e o processo deve ser controlado pelos 6rgdos de fiscalizacdo
(SANTOS, 2008).

Segundo Sheidt et al. (2009) a bioprospecgcdo tem como forte tendéncia
propiciar intenso debate no interior da sociedade, sobre temas os mais diversos, que
dizem respeito a sobrevivéncia das espécies e a do proprio planeta, ao aproximar o
mundo biolégico do mundo politico, 0 mundo natural do mundo tecnolégico.

A bioprospeccédo de isolados de um determinado fungo é de fundamental
importéancia quando se quer implantar um programa de controle microbiano de
pragas e representa a principal etapa para o desenvolvimento de bioinseticidas.
Esse procedimento é sempre possivel uma vez que existe uma grande variabilidade
genética, podendo ser considerada uma das principais vantagens da utilizacédo
desses patdgenos como agentes de controle de artropodes (ALVES, 1998). Séo
utilizados alguns parametros para diferenciar isolados, entre os quais destacam-se 0
crescimento e producdo de conidios em diferentes meios de cultura, sensibilidade a
produtos quimicos, producdo de exoenzimas e sobrevivéncia a luz ultravioleta
(FRIGO; AZEVEDO, 1986; FENG; JOHNSON, 1990; SOSA-GOMEZ et al., 1994).

Cerca de 80% das doencas tém como agentes etiologicos os fungos,
pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies, a maioria dos géneros
de fungos entomopatogénicos foram relatados ocorre no Brasil, sendo que desses,
mais de 20 incidem sobre pragas de importancia econdmica (ALVES, 1998). Na

grande maioria os fungos atuam por contato e por ingestdo, sua variabilidade
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genética permite estudos de selecdo de cepas ou isolados e avaliacdo dos mais
virulentos para o controle de pragas (LEITE et al., 2003).

Dentro deste contexto, a bioprospecc¢éo de fungo entomopatogénico apresenta-
se como uma perspectiva de suma importancia.

S&o varios os relatos na literatura de trabalhos de selecéo ou bioprospeccao de
isolados de fungos com vistas ao controle de diversas pragas no Brasil.

Trabalhos como o de (EL-SAYED et al.,) verificando os efeitos da fonte de
cuticula e concentracéo sobre a germinacao de conidios de dois isolados de N. rileyi
em diferentes plusineos. A cinética da esporulacdo e viabilidade de conidios de N.
rileyi, visando subsidiar o desenvolvimento de um modelo para simulacdo da
ocorréncia deste fungo em condi¢cbes encontradas em regides produtoras de soja no
Brasil (SUJII et al., 2002).

Selegcdo de Isolados de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. contra o Cascudinho Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) (ROHDE et al., 2006). E de selecdo de isolados de
fungos entomopatogénicos para o controle de leptopharsa heveae (Hemiptera:
Heteroptera, Tingidae), os fungos entomopatogénicos Sporothrix insectorum,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria spp (SILVA et al., 2012) A
eficiéncia de lIsolados de M. anisopliae para controle de Diatraea saccharalis
Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) (HAYASHIDA et al., 2014).

Por meio destes trabalhos obteve-se isolados e fungos promissores para serem
utilizados com sucesso em programas de controle microbiano de pragas (ALMEIDA,
BATISTA FILHO, 2001). Mas para N. rileyi, ndo ha relatos na literatura especializada
de bioprospeccao. Este € o primeiro trabalho de bioprospeccédo de isolados dessa
espécie para o controle de lagartas nas condi¢cfes brasileiras.

Considerando a importancia econémica e ambiental, buscou-se neste trabalho,
contribuir com a selecao do melhor isolado e qual concentracdo mais eficiente na
tentativa de se controlar o desenvolvimento e reprodugéo da lagarta S. cosmioides

sob efeito do fungo N. rileyi.
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CAPITULO 01 - Bioprospeccdo de isolados do fungo Nomuraea rileyi (Samson) (Ascomycota:
Clavicipitaceae) no controle de Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo: A selecdo de isolados de fungos entomopatogénicos se faz necessaria para se escolher o
isolado mais adequado para ser utilizado em programas de controle biolégico. O objetivo da pesquisa
foi avaliar, em condi¢bes de laboratorio, a eficiéncia de isolados do fungo entomopatogénico
Nomuraea rileyi sobre Spodoptera cosmioides. O ensaio experimental foi composto por delineamento
inteiramente casualizado, com oito tratamentos e 10 repeticbes, cada repeticdo com 5 lagartas
padronizadas em 2mm cada. Foi pulverizado 1mL de cada isolado na concentragdo de 1,0x10°
conidios viaveis mL™ com auxilio da Torre de Potter. Os dados de mortalidade foram transformados
arcsen (x/100)°* para realizacdo da analise de variancia e comparacio das médias, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia. A eficiéncia de controle foi calculada através da formula de Abbott. A
mortalidade foi verificada diariamente durante 27 dias e avaliada por regressao linear e polinomial. De
modo geral, N. 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 (TLs,) em 14,7 dias, maior eficiéncia, com potencial
como agente de controle bioldgico.

Palavras-chave: Controle microbiano, entomopatégenos, 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 Nomuraea 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 during 27 days and evaluated by linear regression and polynomial in such
a way, N. rileyi was pathogenic to S. cosmioides caterpillars. The treatment with strain UFMS 03,
UFMS 08 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

Key words: Microbial control, entomopathogen, Glycine max, caterpillar of the pods, defoliating
caterpillar soy.

INTRODUCAO
A soja (Glycine max (L.) Merill) é considerada um dos principais produtos agricolas brasileiro

de exportacdo. O Estado de Mato Grosso do Sul, é um dos principais produtores, com uma area
estimada em 2.300,5 milhdes de hectares, na safra 2014/2015, 8,5% superior a safra anterior, com uma
producéo de 7.177,6 toneladas e produtividade estimada de 3.120 Kg/ha (CONAB, 2015).

Dentre os fatores que podem influenciar no rendimento e a qualidade da producéo dessa cultura,

estdo os insetos-praga, os quais podem causar perdas médias anuais de 7,7% na producdo agricola no
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Brasil, o que corresponde a redugdo de aproximadamente 25 milhdes de toneladas de alimentos, fibras
e biocombustiveis (Goulart et al., 2015).

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 econdmica (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 (Lourencdo et al., 2010, Santos et al.,
2010). Quando seu ataque acontece na fase vegetativa o consumo das folhas é quase o dobro em
relacdo das demais espécies de lagartas desfolhadoras que ocorrem na cultura (Bueno et al., 2011).

O uso do controle quimico ainda é 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, eliminagdo de insetos polinizadores, surgimento de pragas
secundarias e principalmente selecionando populagBes de pragas resistente aos inseticidas (Preza e
Augusto, 2012; Boiga Junior et al., 2015).

O uso exagerado de agrotdxicos, tem motivado estudos de formas alternativas para controle de
pragas. A utilizacdo de agentes biolégicos para o controle de insetos-praga tem se intensificado nos
Gltimos anos no Brasil, com resultados significativos no manejo desses organismos fit6fagos (Antunes
et al., 2010), além de proporcionar a reducdo do impacto ambiental, maior seguranga para sua
manipulagdo, menor custo de aplicagdo, especificidade, comparando com inseticidas convencionais
(Franceschini et al., 2001).

O uso de microrganismos entomopatogénicos no Brasil € 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 Nomuraea 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 et al., 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). Lee et al.
(2012) relataram eficiéncia de N. riley variando de 20 a 54% em lagartas de S. exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae). Chaudhari et al. (2015) testando a eficiéncia de N. rileyi em S. litura
verificaram 64,44 e 82,22% de mortalidade em diferentes instares.

Porém, diversas pesquisas com fungos entomopatogénicos sdo realizadas para selecionar
microrganismo com maior viruléncia a uma determinada praga. Diante destas informagdes e

verificando a importancia desta praga da soja, o objetivo da pesquisa foi avaliar, em condicGes de
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laboratério, a eficiéncia de isolados do fungo entomopatogénico N. rileyi no controle populacional da

lagarta S. cosmioides.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e criacdo das lagartas

Para instalacéo dos bioensaios foram utilizadas lagartas de S. cosmioides oriundas da 22 geracéo
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 alimentagdo fornecida foi pasta a base de mel e
levedo de cerveja em proporc¢des iguais (\VV/V) colocada em algodao hidrofilo embebido em recipiente
de vidro preso na parte superior, substituida a cada dois dias.

Os ovos obtidos foram destinados aos bioensaios e a manutengdo da criacdo. Lagartas recém-
eclodidas foram mantidas em potes plasticos cilindricos com didametro de 5 cm e capacidade 145 mL.
Para a manutencdo da criacdo foi fornecida dieta artificial, adaptada de Grenne et al. (1976).

Obtencéo e multiplicacdo dos isolados de N. rileyi

Os isolados do fungo entomopatogénico N. rileyi utilizados neste bioensaio foram multiplicados
a partir de cadaveres, que apresentavam sinais caracteristicos de contaminacéo pelo fungo, de lagartas
das espécies Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), Helicoverpa armigera (Hubner, 1805),
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818), Alabama argilacea (Hubner, 1818) e S. cosmioides (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae), 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
esterilizada para fins de desinfestagdo e transferidas para cAmaras imidas (placas de Petri de 9cm de
didmetro), mantidas em camara climatizada a temperatura de 26+2 °C, UR 70+10% e 12h fotofase
para promover a esporulacdo do fungo. Apds este periodo foi realizado o isolamento em meio de

cultura Sabouraund de acordo com Alves (1998).

Selecdo dos isolados

Apos 10 dias, as colbnias de cada isolado foram observadas em microscopio Optico e aquelas
gue ndo apresentaram contaminacdo foram repicadas em meio de cultura Sabouraud, incubadas em
camaras climatizada a (251 °C, UR 70+10% e 12 h de fotofase) até completa esporulagdo. As
suspensdes fangicas 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 N. rileyi, raspando-se a superficie do meio
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de cultura com o auxilio de uma al¢a 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 concentracdo de 1,0x10° mL™ conidios viveis, quantificadas em camara de

Neubauer® com o auxilio do microscopio 6ptico.

Condugcéo do experimento

O ensaio experimental foi composto por delineamento inteiramente casualizado, com oito
tratamentos e 10 repeti¢Bes, 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 area foliar de 4,0
cm?, previamente desinfestada com alcool 70% e agua destilada esterilizada, com o peciolo envolvido
por um pedaco de algoddo hidréfilo umedecido com &gua destilada esterilizada e por dltimo as
lagartas.

Em seguida foi pulverizado 1 mL de suspensdo fungica com auxilio de Torre de Potter
adaptada, a pressdo de 15 libras/pol®. Apés, 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 ap6s a pulverizacdo, registrando-se diariamente o nimero de insetos mortos e realizada a
reposicdo das folhas, por um periodo de 27 dias. Os cadaveres, individualmente, foram
acondicionados em cdmara Umida composta por placas de Petri contendo algoddo umedecido,
mantidas em camara climatizada nas condicGes climéticas citadas acima. Neste experimento também

se avaliou a eficiéncia dos isolados sobre S. cosmioides.

Analise de dados

Os dados obtidos foram transformados em arcsen (x/100)°° para realizagdo da analise de
variancia e a comparacdo das médias, 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 avaliagdo da mortalidade diaria foi calculado o tempo letal mediano (TLsg)

avaliada por regressao polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os isolados de N. rileyi utilizados foram patogénicos as lagartas de S. cosmioides nas

condi¢bes do experimento. O periodo compreendido entre o inicio das avaliagdes até o nono dia
verificou-se diferenca significativa em relacdo a mortalidade de lagartas de S. cosmioides, para 0s
diferentes tratamentos com o fungo entomopatogénico N. rileyi, exceto para os isolados UFMS 07 e
08 (Tabela 1).
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Apdbs 24 h da aplicacdo do fungo, iniciou-se a avaliacdo diaria da mortalidade e a partir do nono
dia que se verificou sinais de infec¢do 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¢cBes ambientais, da espessura da cuticula do inseto (Hajek et al., 2002) e da
quantidade de conidio, assim como as enzimas extracelulares que sdo sintetizadas por fungos
entomopatogénicos responsaveis pela degradagdo da cuticula (Nunes et al., 2010; Li et al., 2012).

Nas avaliagdes realizadas entre o décimo ao décimo oitavo dia apos a aplicacdo, os isolados
UFMS 02, 03, 04, 05, 06 apresentaram comportamento semelhante ao 1° periodo de avaliacdo
diferindo estatisticamente quando comparados com a testemunha e demais isolados testados,
resultando em maior mortalidade de lagartas (Tabela 1). O periodo entre o contato inicial do patégeno
com o inseto e durante o desenvolvimento do processo infectivo até a morte decorre em média 6 a 8
dias em S. litura (Srisukchayakul et al., 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 et al., 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 N.
rileyi e ocorréncia de variabilidade genética.

Para o periodo compreendido entre o décimo nono e vigésimo sétimo dia de avaliagdo, 0s
isolados ndo apresentaram diferenga significativa entre si, apenas entre a testemunha (Tabela 1). Haja
visto, que as lagartas sobreviventes mudaram para o ultimo instar diminuindo a a¢do do fungo.
Chaudhari et al. (2015) verificaram que o aumento da idade das larvas de S. litura (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae) diminuiu a viruléncia de N. rileyi.

Outro fator que se deve considerar em estudos de selecdo é a velocidade que o entomopatdgeno
é capaz de atuar sobre o hospedeiro. Em relagdo ao tempo letal mediano dos isolados, foi observado
que o isolado UFMS 03 proporcionou maior indice de mortalidade (20 e 96%) aos cinco dias e aos
vinte e seis dias apés a pulverizacdo, respectivamente, e o tempo letal mediano (TLsy) em 14,7 dias
(Figura 01). Chaudhari et al. (2015) concluiram que a viruléncia e tempo letal mediano sdo as
principais caracteristicas dos fungos entomopatogénicos para controlar insetos-praga em condicdes de
campo. A distribuicdo da mortalidade é um importante fator a ser considerado durante a sele¢do de
isolados, sendo imprescindivel selecionar patdégenos 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 enzimética (proteases, quitinase e

lipases), as quais facilitam a penetracdo mecéanica do fungo (Xiong et al., 2013), o que poderia
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interferir na velocidade de colonizacdo 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.
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, corroboram com o trabalho de Chaudhari et al. (2015) que obtiveram a eficiéncia de
diferentes isolados de N. rileyi em S. litura causando 82,22 e 64,44% de mortalidade em lagartas de
segundo instar e terceiro instares, respectivamente, na concentracdo de 1x10° conidios mL™. Vega-
Aquino et al. (2010) testando a eficiéncia de diferentes isolados de N. rileyi em S. frugiperda de
terceiro instar obtiveram 85% de mortalidade.

Os resultados obtidos pelos isolados N. 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 bioensaios devem ser realizados.
Lee et al. (2012) relataram eficiéncia de N. riley (isolado SDSe) variando de 20 a 54% em lagartas de
terceiro instar de S. exigua. Neste contexto, buscando-se desenvolver sistemas de producdo mais
sustentavel a utilizacdo do fungo N. rileyi pode ser uma alternativa para a diminuigdo das populagdes
de S. cosmioides, podendo auxiliar na reducéo de impactos ambientais e reducéo no custo da produgao
da cultura da soja. O controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos é um componente que
assume importante papel dentro do programa integrado de pragas (Alves, 1998). 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 viavel e vantajosa.

Novos estudos utilizando diferentes concentracfes 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.

CONCLUSAO
O fungo Nomuraea 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.
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Tabela 1- Mortalidade acumulada (£EP) (%) de lagartas Spodoptera cosmioides (Lepidoptera:
Noctuidae) expostas aos isolados do fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi (temperatura de 25+1

°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 h). Chapadédo do Sul-MS. 2015.

Periodo de avaliacdo (Dias)

Tratamentos 1-9 1-18 1-27

Testemunha 0,00+0,0b 0,00+0,0b 0,00+0,0b
UFMS 02 14,00 +5,99 a 38,00+ 11,30a 78,00 £ 2,66 a
UFMS 03 18,00+ 9,16 a 58,00 + 10,93 a 96,00 + 12,08a
UFMS 04 8,00+4,42a 48,00+ 8,53 a 82,00+ 3,59a
UFMS 05 12,00+ 3,26 a 28,00+£6,80a 80,00+ 7,89 a
UFMS 06 18,00+ 7,57 a 32,00+£9,97 a 86,00 £ 5,20 a
UFMS 07 0,00+0,0b 1400+£5,99b 88,00 +4,39a
UFMS 08 400+£2,66b 22,00+ 7,18b 62,00 + 10,81a

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

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

teste de Scott-Knott (0,05%)
EP= erro padréo da média.
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Figura 1. Mortalidade diaria acumulada de Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) apds
pulverizacdo dos isolados de Nomuraea rileyi. Chapaddo do Sul- MS. 2015. *p< 0,05.
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Capitulo 02 O fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi (Samson) (Ascomycota:
Clavicipitaceae) € virulento a lagarta das vagens?

Resumo — A lagarta Spodoptera cosmioides tem aumentado sua ocorréncia na cultura da soja
e para 0 seu controle, uma alternativa aos métodos quimicos é o controle microbiano, inserido
dentro do controle biolégico de pragas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
patogenicidade do isolado UFMS 03 de Nomuraea rileyi as lagartas Spodoptera cosmioides
em condigdes de laboratério. O ensaio experimental foi composto por delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos. Cada tratamento foi composto por 10
repeticdes, contendo cinco lagartas de S. cosmioides, padronizadas em 3 mm de comprimento.
As lagartas de S. cosmioides foram pulverizadas com auxilio de Torre de Poter utilizando 1
mL das concentragbes 1,0x10™, 1,0x10°, 1,0x10°% 1,0x10" e 1,0x10° conidios mL™. As
concentragdes do isolado UFMS 03 de N. rileyi mostraram-se eficientes, com destaque para a
concentracdo 1,0x10° conidios mL™ apresentando 98% de eficiéncia, em menor tempo letal
(14,11 dias). Esses resultados evidenciam o isolado UFMS 03 de N. rileyi como agente de
controle de S. cosmioides.

Palavras-chave: Glycine max (L.); Controle Bioldgico; Entomopatégenos; Spodoptera
cosmioides; Noctuideos.

Abstract - The caterpillar Spodoptera cosmioides has increased its occurrence in soybean and
their control, an alternative to chemical methods is the microbial control, inserted into the
biological control of pests. This work aimed to evaluate the pathogenicity of isolated UFMS
03 Nomuraea rileyi the Spodoptera cosmioides caterpillars under laboratory conditions. The
experiment was composed of completely randomized design with six treatments, each
treatment consisted of 10 repetitions, with five larvae of S. cosmioides, standardized, 3 mm in
length each. Caterpillars of S. cosmioides were sprayed with Poter Tower of aid using the
concentrations 1.0x10%%, 1.0x10°, 1.0x10%, 1.0x10’ and 1.0x10° conidia mL™. The
concentrations of isolated N. rileyi UFMS 03 were effective, especially the concentration
1.0x10® conidia mL™ presenting 98% efficiency at lower median lethal time (14.11 days.
These results show the isolated UFMS 03 N. rileyi as promising S. cosmioides control agent.

Keywords: Glycine max (L.); Biological control; entomopathogen; Spodoptera cosmioides,

Noctuidae.

Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merill) é uma cultura de grande importancia socioecondémica
no Brasil, sendo uma das principais cadeias produtivas da estrutura agropecuaria brasileira,
ofertando grdos, farelos e Oleos para o abastecimento do mercado interno e externo
(ESPINDOLA; CUNHA 2015). No entanto, problemas fitossanitarios como o ataque de
lagartas desfolhadoras, tem reduzido seu potencial produtivo (LOURENCAO et al., 2010). Os
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ataques modificam a arquitetura do dossel, reduzindo a area foliar efetiva, diminuindo a taxa
de crescimento e promovendo decréscimo do rendimento de grdos (Gazzoni; Moscardi,
1998). Neste grupo de pragas destacam-se as lagartas pertencentes a familia Noctuidae com
destaque para a Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) conhecida
popularmente por lagarta das vagens (LOURENCAO et al., 2010).

Esta espécie causa prejuizos econémicos nas principais culturas de importancia
econdmica (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 (LIMA et al.,
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
populacgdes 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 implicacBes, é importante a busca por novos métodos que
supram o elevado uso de inseticidas e que causem menos efeitos adversos ao meio ambiente
(SILVA; BATISTA,; BRITO, 2009).

No entanto, para 0 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). Para amenizar o impacto da utilizacéo
exagerada de inseticidas quimicos uma das estratégias adotadas no MIP é a utilizacdo de
agentes de controle bioldgico (BATISTA FILHO et al., 2003).

Dentre os agentes de controle bioldgico, os fungos entomopatogénicos como Nomuraea
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; SUWANNAKUT; BOUCIAS; WIWAT, 2005; COSTA et
al., 2015; LIMA et al.; 2015).

Vaérios trabalhos vém sendo realizados com isolados de N. rileyi no controle do
complexo de lagarta do género Spodoptera. Nos experimentos conduzidos por Lee et al.
(2012) relataram eficiéncia de N. riley promovendo mortalidade de 20 a 54% sobre lagartas
Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae). Experimentos realizados por
Chaudhari et al. (2015) testando a eficiéncia de N. rileyi em Spodoptera litura (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae) verificaram 64,44 e 82,22% de mortalidade em diferentes instares.
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Apesar de S. cosmioides ter sido constatada em diversas culturas de interesse econdmico
no Brasil, trabalhos de controle dessa praga com fungos entomopatogénicos sdo inexistentes.
Neste sentido, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o isolado UFMS 03 do fungo
entomopatogénico N. rileyi em diferentes concentragdes quanto a sua patogenicidade a lagarta

S. cosmioides em condi¢des de laboratorio.

Material e Métodos
O isolado de N. rileyi utilizado neste trabalho, foi proveniente da Colecdo de

Microrganismos Entomopatogénicos do Laboratério de Entomologia da UFMS/CPCS,
Chapadéo do Sul-MS.

Inicialmente foi realizado um bioensaio para verificar a eficiéncia de diferentes isolados
do fungo N. rileyi, ap0s esta selecdo realizou-se a multiplicacdo do isolado UFMS 03 em
meio de cultura a base de Sabouraud segundo metodologia descrita por ALVES (1998). As
concentracdes flngicas utilizadas no bioensaio foram 1,0x10%°, 1,0x10°, 1,0x10%, 1,0x10’ e
1,0x10° conidios viaveis mL™.

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 cdmara climética 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 eléstico 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 proporg¢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 manutencdo da criacdo. Lagartas
recém-eclodidas com 24 h de idade foram mantidas em potes plasticos cilindricos com
diametro 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.
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Em seguida foi pulverizado 1 mL de suspensao fungica com auxilio de Torre de Potter
adaptada, a pressdo de 15 libras/pol’. Ap6s, 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 ap6s a pulverizagdo, registrando-se diariamente o nimero
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 algodao
umedecido, mantidas em camara climatizada nas condicdes climaticas citadas acima. Neste
experimento também se avaliou a eficiéncia dos isolados sobre S. cosmioide.

Os dados de mortalidade de lagartas e o tempo letal mediano (TLsp) obtido para cada
concentracdo, foram submetidos a andlise de regressdo linear e polinomial. Para a avaliacéo
da eficiéncia das concentracdes, os resultados obtidos foram corrigidos pela mortalidade da
testemunha, utilizando-se a férmula de Abbott (ABBOTT, 1925).

Resultados e Discusséo
O fungo N. 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. As
avaliacOes 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 1). O tempo requerido para verificar o efeito
da infecdo pelo fungo no presente estudo, foi superior aos trabalhos realizados com
entomopatogeno. 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).

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 (GUO;
BLONQUIST, 1991). Segundo Alves (1998) o conidio necessita atravessar a cuticula e
invadir a hemocele para que possa atuar no hospedeiro. Durante 0 processo germinativo, a
velocidade pela qual a estrutura reprodutiva do fungo consegue penetrar na cuticula do inseto
pode ser dependente do isolado, das condi¢gdes ambientais e da espessura da cuticula do inseto
(HAJEK et al., 2002). A presenca de compostos de natureza anti-oxidante, pode atuar como
uma provavel fungdo protetora, como a vitamina E, presente em grande quantidade na
cuticula larval de S. cosmioides (FRONZA et al., 2013).
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Figura 1. Mortalidade total (%) das lagartas de S. cosmioides decorridos vinte e dois dias ap6s aplicacdo de N.
rileyi (isolado UFMS 03), (25+1 °C, fotofase de 12h e 70£10% UR). Chapaddo do Sul-MS. 2015.

Quando se estuda bioensaios de patogenicidade com diferentes concentracdes espera-se
gue a maior concentracdo é a que possa causar maior mortalidade em menor tempo possivel.
Nas condicBes deste experimento verificou-se que a maior concentracéo de inéculo (1,0x10%
conidios mL™) foi a que causou a menor percentagem de mortalidade (66%). Quando se
utiliza um elevado potencial de indculo, os resultados podem ser inesperados, pois um grande
namero de conidios de fungo sobre o tegumento do inseto pode ter influéncia negativa na
germinacao dos mesmos ou ainda, favorecer a penetracao de bactérias contaminantes, gerando
septicemia e resultando na morte rapida do inseto (ALVES; LECUONA, 1998).

Os maiores percentuais de mortalidade (98%) foram obtidos com a concentracdo de
1,0x10® conidios mL™, este fato indica uma caracteristica interessante, uma vez que quanto
menor a necessidade de propagulos infectivos do patdgeno aderidos ao corpo do inseto para
que ocorra o desenvolvimento da doenca, maior € a viruléncia de um isolado.

Testando a eficiéncia de diferentes isolados de N. 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
concentracdo de conidios (1,0x10%) préximos obtidos no presente trabalho. O
entomopatdgeno mostrou potencial como agente de controle bioldgico de lagartas de S.

cosmioides, por causar mortalidade acima de 66% em todas as concentracgdes testadas.
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As lagartas de S. cosmioides tratadas com N. 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 ndo apresentarem
mobilidade, o que caracteriza o processo de infeccdo (Figura 2), visto que se realizou apenas
uma aplicacdo do fungo. Alves (1998) em seus estudos com fungos entomopatogénicos
verificou que o0s agentes microbianos necessitam de maior tempo de exposicdo e
desenvolvimento para causarem mortalidade, e em alguns casos torna-se dificil atribuir a
causa de morte.

As mortalidades confirmadas para as diferentes concentra¢bes do isolado UFMS 03
apresentaram correlagcdo polinomial positiva com a concentracdo de conidios viaveis (Figura
2). A diferenga na origem do isolados e do hospedeiro que foi infectado resulta em diferentes
valores de patogenicidade (SUWANNAKUT, LINGAPPA; GIRADDI, 2005).

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, 0s tempos
letais aumentaram & medida que as concentragdes aumentaram. O desempenho do fungo N.
rileyi testado em Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) melhorou em
concentracdo mais elevada (108 conidios ml-*) em comparacéo as concentracfes mais baixas
(107, 10°, 10° e 10? conidios mL™) (GUNDANNAVAR et al., 2008).

A porcentagem de mortalidade diaria que mais se ajustou a reta foi a concentracdo de
1,010’ conidios mL™, com ajuste de R? 0,90 mostrando nas condicdes deste experimento que
a maior concentracdo deste fungo pode interferir a acdo do mesmo. Levando em consideracédo
a espécie de lagarta e suas caracteristicas cuticulares e as diferentes concentragdes uma
hipotese 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 contaminacdo na
hemolinfa destes insetos.

Gundannavar; Lingappa; Giraddi (2005) relataram que a patogenicidade de N. rileyi a
importantes lepiddpteros praga e a mortalidade acumulada de larvas aumenta com o

acréscimo no tempo de exposicao e a concentragao.
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Figura 2- Mortalidade didria acumulada (%) de Spodoptera cosmioides apds pulverizacdo de Nomuraea rileyi
isolado UFMS 03 submetidas as diferentes concentra¢fes. Chapadao do Sul- MS. 2015.
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Manjula e Murthy (2005) concluiram que a mortalidade de S. litura aumentou com o
aumento de concentracdo de esporos de N. rileyi, apesar da concentracdo de 1x10" conidios
mL™ tem sido a mais eficaz quando comparada a concentraces mais elevadas (1x10% e 1x10°
conidios mL™) em diferentes instares. Estudo recente com linhagens de N. rielyi, isolado Nr-
Kc com concentracéo de 1,6x10° conidios mL™ proporcionou menor tempo letal (TLso) no
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 sera o risco de uma possivel contaminacao externa.

A viruléncia esté relacionada com a habilidade de um fungo entomopatogénico degradar
hidrocarbonetos cuticulares do inseto hospedeiro (PEDRINI; CRESPO; JUAREZ, 2007). Nas
condigdes deste experimento verificou-se que o fungo N. rielyi apresentou maior tempo letal
mediano para matar as primeiras lagartas de S. cosmioides nas concentracdes utilizadas
guando comparado aos trabalhos da literatura.

As proteinas sdo componentes estruturais predominantes da cuticula da 60% de insetos
e as proteases liberadas durante as primeiras fases de invasdo do entomopatégeno estdo
envolvidas na penetracdo da cuticula, um importante fator de viruléncia (St. LEGER et al.,
1988). Possivelmente esta espécie possui em sua cuticula elementos que auxiliam o seu
sistema de defesa, dificultando a penetracdo 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 fungica, como quimica, aumentando a resisténcia da
cuticula (GOLEBIOWSKI et al., 2008).

Este estudo evidencia que o fungo entomopatogénico N. rileyi € um agente de controle
de S. cosmioides. Portanto, vale ressaltar que estudos de patogenicidade com isolados de N.
rileyi remetem apenas as condi¢des de laboratério, ainda esses resultados sé@o escassos em

relacdo as condi¢des de campo.
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Conclusao
O fungo entomopatogénico N. rileyi isolado UFMS 03 foi patogénico as lagartas de S.

cosmioides.
As concentracOes testadas mostraram-se eficientes, com destaque para a concentracdo

1,0x10° conidios mL™ apresentando 98% de eficiéncia, em 14,11 dias.

Agradecimentos
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel superior (CAPES) pela
concesséo da bolsa de estudo.

REFERENCIAS

ABBOTT, W. S. A. A method of computing the effectiveness of an inseticide. Journal of
Economic Entomology, College Park, v. 18, n. 1, p. 265-267, 1925.

ALVES, S. B. Fungos Entomopatogénicos. In: Controle Microbiano de Insetos, Alves, S. B.
editor. Fundacdo de Estudos Agrarios Luiz de Queiroz — FEALQ — Piracicaba/SP. 1998. p.
289-371.

ALVES, S. B.; LECUONA, R. E. Epizootiologia aplicada ao controle microbiano de insetos.
In: ALVES, S. B. (Ed.) Controle microbiano de insetos. Fealq, Piracicaba, 1998 p. 97-170.
1998.

BATISTA FILHO, A. et al. Manejo integrado de pragas em soja: impacto de inseticidas sobre

inimigos naturais. Arquivos do Instituto Bioldgico, S&o Paulo, v. 70, n. 1, p. 61-67, 2003.

BOICA JUNIOR, A. L. et al. Determinac&o dos tipos de resisténcia a Spodoptera cosmioides
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) em genétipos de soja. Semina: Ciéncias Agrarias.
Londrina. v.36, n.2, p. 607-618, 2015.



261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
2901
292
293

67

CHAUDHARI, C. S. et al. Pathogenicity of Different Isolates of Entomopathogenic Fungus,
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson Against Tobacco Caterpillar, Spodoptera litura
(Fabricius). Proceedings of the National Academy of Sciences, India Section B: Biological
Sciences. India, v,2 p. 1-7, 2015.

COSTA, V. H. D. et al. Valicente. 2015. Nomuraea rileyi (Hypocreales: Clavicipitaceae) in
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) larvae in Brazil. Florida Entomologist.
Florida. v. 98, n. 2, p. 796-798, 2015.

ESPINDOLA, CARLOS. J.; CUNHA, R. C. A dinamica geoecondmica recente da cadeia
produtiva da soja no Brasil e no mundo. Geotextos (Online), Salvador, v. 11, p. 217-238,
2015.

FRONZA, E. et al. Identification of a-tocopherol and a-tocopheryl acetate from the cuticle of
soybean pods armyworm (Spodoptera cosmioides). Natural Product Research (Print), v.
27, p. 1808-1811, 2013.

GAZZONI, D. L.; MOSCARDI, F. Effect of defoliation levels on recovery of leaf area, on
yield and agronomic traits of soybeans. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 33, n.
4, p. 411-424, 1998.

GOLEBIOWSKI, M. et al. The cuticular fatty acids of Calliphora vicina, Dendrolimus pini
and Galleria mellonella larvae and their role in resistance to fungal infection. Insect
Biochemistry and Molecular Biology, Califérnia, v.38, n.6, p.19-627, 2008.

GOULART, M. M. P. et al. Host preference of the egg parasitoids Telenomus remus and
Thichogramma pretiosum in laboratory. Revista Brasileira de Entomologia, Curitiba, v. 55,
n. 1, p. 129-133, 2011.

GREENE, G. L.; LEPPLA, N. C.; DICKERSON, W. A. Velvetbean caterpillar: a rearing
procedure and artificial medium. Journal of Economic Entomology, Washington, 69: 487-
488. 1976.



294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326

68

GUNDANNAVAR, K. P.; LINGAPPA, S.; GIRADDI, R. S. Dose mortality response
between Helicoverpa armigera (Hubner) and mycopesticide Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson. Karnataka Journal of Agricultural Science, Karnataka, v.18, n.1, p.141-143.
2005.

GUNDANNAVAR, K. P. et al. Susceptibility of Helicoverpa armigera (Hubner) to
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson. Journal of Entomological Research, Nova Deli, v.32,
n.1, p.11-13, 2008.

GUOQ, L.; BLOMQUIST, G. J. Identification, accumulation, and biosynthesis of the cuticular
hydrocarbons of the southern armyworm, Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera:
Noctuidae). Archives of insect Biochemistry and Physiology, Malden, v.16, n.1, p.19-30,
1991.

HAJEK, A. E. et al. 2002. Deposition and germination of conidia of the entomopathogen
Entomophaga maimaiga infecting larvae of gypsy moth, Lymantria dispar. Journal of
Invertebrate Pathology v.79, p. 37-43, 2002.

IGNOFFO, C. M. et al. Seasonal incidence of the entomopathogenic fungus Spicaria rileyi
associated with noctuid pests of soybeans. Journal of Invertebrate Pathology, Califérnia,
v.25n.1, p. 135-137, 1975.

KOGAN, M. Integrate pest management historical, pespectives and contemporary
developments. Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 43, p. 243-270, 1998.

LEE, W.W. et al. Characteristics and Virulence Assay of Entomopathogenic Fungus
Nomuraea rileyi for the Microbial Control of Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae).
Korean Journal of Microbiology, Korea, 48: 284-292. 2012.

LIMA, A. R. et al. Ocorréncia de Nomuraea rileyi (Farlow) Samson na Spodoptera
cosmioide (Walk.) 1858 (Lepidoptera: Noctuidae) em Chapaddo do Sul-MS. Tecnologia &
Ciéncia Agropecuaria, Jodo Pessoa, v.9, n.2, p.57-59, 2015.



327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359

69

LOURENCAO, A. L. et al. Produtividade de gen6tipos de soja sob infestacéo da lagarta da
soja e de percevejos. Neotropical Entomology, Londrina, v.39, n.2, p.275-281. 2010.

MANJULA, K.; MURTHY, K. V. M. K. Efficacy of Nomuraea rileyi against different instars
of Spodoptera litura and Helicoverpa armigera. Annals of Plant Protection Sciences,
Amsterdam, v.13, n.2, p.347-350, 2005.

PEDRINI, N.; CRESPO, R.; JUAREZ, M.P. Biochemistry of insect epicuticle degradation by
entomopathogenic fungi. Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology, v.146, n.1-2, p.124- 137, 2007.

SANTOS, K. B. et al. Characterization of the damage of Spodoptera eridania (Cramer) and
Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) to structures of cotton plants.
Neotropical Entomology, Londrina, v.39. n.4, 626-631. 2010.

SILVA, A. B.; BATISTA, J. L.; BRITO, C. H. Aspectos biologicos de Euborellia annulipes
sobre ovos de Spodoptera frugiperda. Engenharia Ambiental, Espirito Santo do Pinhal, v. 6,
n. 3, p. 482-495, 2009.

SRISUKCHAYAKUL, P., C. WIWAT, C.; PANTUWATANA, E. S. Studies on the
pathogenesis of the local isolates of Nomuraea rileyi against Spodoptera litura, Science Asia,
Kuala Lumpur, v.3, p. 273-276, 2005.

ST. LEGER, R. J. et al. Regulation of production of proteolytic enzymes by
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliaea. Archives Microbiology. v.150, p.413-
416, 1988.

SUWANNAKUT, S., D.G. BOUCIAS, E C. WIWAT, Genotypic analysis of Nomuraea rileyi
collected from various noctuid hosts. Journal of Invertebrate Pathology, Califérnia, v. 90,
n.3, p.169-176, 2005.



