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SUSCETIBILIDADE DE Helicoverpa armigera (Hiubner) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) A ENTOMOPATOGENOS

RESUMO: A pesquisa objetivou analisar a suscetibilidade de duas
populacdes distintas de Helicoverpa armigera a produtos comerciais a base de
Bacillus thuringiensis (Bt) e isolados de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e Metarhizium rileyi. As populacdes foram coletadas em lavouras de
soja nos municipios de Rio Verde (GO) e Luis Eduardo Magalhdes (BA) e criadas
em laboratério até a décima geragéo antes do inicio dos bioensaios. Os
formulados utilizados foram Dipel® PM (B. thuringiensis var kurstaki), Xentari® WG
(B. thuringiensis var. aizawai) e Agree- WG (B. thuringiensis var. aizawai GC91
transconjugado com B. thuringiensis var. kurstaki), com a aplicacdo de 50 pL da
suspensdo do produto biolégico, na concentracdo de 10’ esporos viaveis/mL,
sobre a superficie da dieta acondicionada em recipientes esféricos de plastico (2
cm de diametro x 3 cm de altura). Em cada recipiente foi inserida uma lagarta, de
cada instar larval, em um total de 100 lagartas por tratamento distribuidas em 10
repeticdes. As avaliacbes referentes a mortalidade foram efetuadas a cada 24
horas, até o sétimo dia apés a aplicacao dos tratamentos. Os fungos B. bassiana
e M. anisopliae foram obtidos a partir dos produtos comerciais biolégicos Boveril®
PM e Metarril® PM, respectivamente, enquanto que M. rileyi foi isolado de
cadaveres de H. armigera, sendo padronizados na concentragéo de 108 conidios
viaveis/mL. Como unidade experimental foram utilizados recipientes de plastico (2
cm de diametro x 3 cm de altura), com dieta artificial na qual uma aliquota de 50
uL do fungo foi misturada ou aplicada na superficie. Em cada recipiente foi
inserida uma lagarta de primeiro instar, com menos de 24 h de vida, totalizando
100 lagartas por tratamento distribuidas em 10 repeticbes. A mortalidade foi
avaliada a cada 24 h, até o décimo dia apO0s a aplicacdo dos tratamentos.
Lagartas de primeiro instar de H. armigera, de ambas as popula¢des e indiferente
do produto biolégico a base de B. thuringiensis utilizado, apresentaram elevada
mortalidade quando comparada com os demais instares, variando entre 80 *
4,22% e 88 + 3,59%. Para a maioria dos tratamentos ndo houve diferenca
significativa quanto a mortalidade larval entre o segundo, terceiro e quarto
instares. O quinto instar larval apresentou menor mortalidade dentro das duas
populacdes, considerando os trés produtos comerciais bioldgicos. Com relacdo a
populacdo de H. armigera coletada no municipio de Rio Verde, o fungo M. rileyi
causou 56% de mortalidade em lagartas de primeiro instar, diferindo
significativamente quando comparado com B. bassiana, com 34% de mortalidade.
Para a populagcédo de Luis Eduardo Magalhdes, a maior mortalidade de lagartas
de H. armigera também foi observada para o tratamento com M. rileyi, porém n&o
foi significativo em relacdo aos demais micro-organismos. As duas populacdes de
H. armigera foram suscetiveis aos produtos biolégicos a base de Bt, com maior
mortalidade nos primeiros instares larvais. O fungo entomopatogénico M. rileyi
ocasionou maior mortalidade em lagartas de primeiro instar de H. armigera
quando comparado com 0s demais entomopatdgenos, apresentando, porém,
baixa eficiéncia de controle.
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Palavras-Chave: Controle bioldgico, Bacillus thuringiensis, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi.

SUSCETIBILITY OF Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) TO ENTOMOPATHOGENS

ABSTRACT: The research aimed to assess the suscetibility of two distinct
Brazilian populations of Helicoverpa armigera to commercial Bacillus thuringiensis
insecticides and isolates of Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and
Metarhizium rileyi.The pest populations were collected in soybean fields located in
Rio Verde (GO) and Luis Eduardo Magalhdes (BA), taken to laboratory and reared
until the tenth generation on artificial diet, to be used in the experiment.The
bioassays were performed using spherical plastic receptacles (2-cm diameter x 3-
cm height) containing artificial diet until complete the half volume. The formulated
products used were Dipel® WP (B. thuringiensis var kurstaki), Xentari® WG (B.
thuringiensis var. aizawai) and Agree® WG (B. thuringiensis var. aizawai GC91
with B. thuringiensis var. kurstaki), spraying 50 uL of biological product solution at
107 viable spores/mL, on the surface of the diet. One caterpillar was inserted in
each receptacle, related with larval instar, totaling 100 caterpillars per treatment
and each group containing 10 caterpillars were considered a replication. Mortality
were assessed each 24h, until the seventh day after the beginning of the
bioassay. To perform the bioassays with entomopathogenic fungi, B. bassiana and
M. anisopliae were obtained from the bio-insecticides Boveril® WP and Metarril®
WP, respectively and M. rileyi was isolated from H. armigera cadavers at
concentration of 10® viable conidia/mL. The bioassays were performed using
spherical plastic receptacles (2-cmdiameter x 3-cm height) containing artificial diet
until complete the half volume. After this step, a solution of 50 pL containing the
entomopathogenic fungi was sprayed on the diet surface. One caterpillar was
inserted in each receptacle, with less than 24 h after hatch, totaling 100
caterpillars per treatment. Each group containing 10 caterpillars were considered a
replication. Mortality were assessed each 24h, until the tenth day after the
beginning of the bioassay. First instar caterpillars from the two populations,
independent of the Bt-based product showed high mortality when compared to the
other instars, with a range between 80 * 4,22% e 88 + 3,59%. Most treatments did
not show significant difference related to larval mortality to the second, third and
fourth instars. The fifth instar showed the lowest mortality to the populations,
considering the three commercial biological products. The two H. armigera
populations were susceptible to the Bt-based insectcides, and the highest mortality
was associated to the first instars. The entomopathogenic fungus M. rileyi caused
highest mortality only to the first instar when compared to the other
entomopathogens, however, showed the lowest efficiency when compared to the
other microbial agents to the other instars.

Keywords: Biological Control, Bacillus thuringiensis, Metarhizium anisopliae,

Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi.



Capitulo 1 - Considerag0Oes gerais

1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma
espécie-praga responsavel por grandes perdas econbémicas em varias culturas
(IGNACIMUTHU; JAYARAJ, 1982; SEKULIC et al., 2004; CHOUGULE et. al., 2005),
devido ao seu habito polifago e ampla distribuicdo geografica (ZALUCKI et al., 1986;
GUO, 1997; GUOQING et al., 2001). Este inseto ainda nédo tinha sido encontrado no
continente americano, porém a ocorréncia esta espécie no Brasil foi relatada por
Czepak et al. (2013).

As lagartas de H. armigera 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, incluindo Asteraceae, Fabeaceae, Malvaceae, Poaceae e
Solanaceae (FITT, 1989; ALI; POGUE, 2004; CHOUDHURY, 2009). No Brasil, esta
espécie ja foi encontrada alimentando-se de algodao, soja, milho, tomate, feijao,
sorgo, milheto, guandu, trigo, crotalaria e plantas daninhas (AVILA et al., 2013).

No final de margo de 2014, a Secretaria de Agricultura do Estado de S&o
Paulo confirmou a ocorréncia de H. armigera em quatro regides: Avaré, Assis, Sao
José do Rio Preto e Araraquara. Das 39 amostras obtidas, esta praga foi encontrada
em 36 coletas (92%), incluindo as culturas da soja (11 municipios), milho (4
municipios), algodao (Itai), amendoim e cana-de-acucar (Mirassol), hortalicas e
citros (Icem e Trabiju) e pastagens (Sao Carlos e Trabija).

Os adultos de H. armigera sdo atraidos por flores que produzem néctar. Este
recurso é essencial para a escolha do hospedeiro e influencia também a capacidade
de oviposicdo da fémea (CUNNINGHAM et. al, 1999). Uma Unica fémea € capaz de
colocar entre 2.000 a 3.000 ovos, o que facilita a sua disseminacdo (NASERI et al.,
2011).

Devido a sua alta capacidade de migracdo (AVILA et al., 2013; TAY et al.,
2013), diferentes populagdes de H. armigera podem se formar devido ao isolamento
geografico, com consequente isolamento reprodutivo, originando populacdes

fisiologicamente diferentes. Estas diferencas fisioldgicas podem influenciar a



suscetibilidade as taticas de controle o que implicaria na necessidade de elaboracéo
de sistemas de manejo de acordo com a variabilidade populacional. Essa variacao
de resposta pode ocorrer para entomopatdégenos conforme observado para
populacdes de Plutella xylostella (Linnaeus, 1759) (Lepidoptera: Plutellidae) e
Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) provenientes de paises
da América Latina, Europa e de diferentes estados brasileiros (GONZALES-
CABRERA et al., 2001; POLANCZYK et al., 2005; MONNERAT et al., 2006;).

A auséncia de plantas resistentes e a falta de medidas de controle
adequadas a H. armigera torna dificil controlar de forma satisfatéria esse inseto no
campo (CHOUGULE et al. 2005). Devido ao uso intenso de inseticidas populagdes
desta praga tem desenvolvido resisténcia a varios piretroides e também a alguns
novos inseticidas como fipronil, clorfenapir, indoxacarbe e spinosad (AHMAD et al.,
2003; PATIL et. al., 2006; WU, 2007;). Em todo mundo populacdes de H. armigera
sdo resistentes a 640 inseticidas (WYCKHUYS et. al.,, 2013), superando P.
xylostella.

Os relatos de rapida evolucao da resisténcia em populacdes desta espécie e
0 aumento da cobranca por parte do publico consumidor pela produgéo de alimentos
mais saudavel e sustentavel tém levado os agricultores a buscar medidas
alternativas aos agrotéxicos convencionais. Entre estas, a utilizacdo de agentes de
controle microbiano de pragas, como € o caso da bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (KARIM et al., 2000;
GLARE; O'CALLAGHAN, 2000; BOBROWSKI et al., 2003; POLANCZYK; ALVES
2003; BRAVO et al., 2011) A suscetibilidade de H. armigera a varias proteinas Cry
de Bt foi relatada em muitos paises nas ultimas décadas (VAN FRANKENHYUZEN,
2009). Na Australia, China e India as proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa e Cry2Ab
controlaram de maneira satisfatoria H. armigera (LIAO et al., 2002).

Fungos entomopatogénicos tém grande potencial como agentes de controle
de insetos-praga e sao importantes taticas de controle de pragas em sistemas de
manejo integrado de pragas (COATES et al., 2002; TONGMA, 2007; KAUR,;
PADMAJA, 2008; PENG et al, 2008, THUNGRABEAB). Diversos fungos
entomopatogénicos, como Lecanicillium sp. (JUNG et al., 2006; OWNLEY et al.,
2010), Beauveria bassiana (CHANDLER; DAVIDSON, 2005; QUESADA-MORAGA



et al.,, 2006) e Metarhizium anisopliae (SAHAYARAJ; FRANCIS BORGIO, 2010;
DONG et al., 2007) sdo utilizados para controlar hemipteros, lepidopteros e
coledpteros, sendo que o ultimo foi relatado como eficaz contra H. armigera (WANG;
LEGER, 2006).

A rapidez com que populacbes de H. armigera tornam-se resistentes a
inseticidas (WYCKHUYS et al.,, 2013) e a grande capacidade de migracdo dos
adultos que varia entre 1.000 a 2.000 km (AVILA et al., 2013; TAY et al., 2013) torna
imprescindivel a realizacao de estudos voltados ao manejo desta praga.

O manejo de H. armigera no Brasil ainda se encontra em fase inicial, sendo
importante avaliar a suscetibilidade de H. armigera a agentes de controle microbiano
também considerando a possivel variabilidade populacional. Desta forma este
trabalho teve como objetivo verificar a suscetibilidade de duas populacbes de H.
armigera a produtos comerciais a base de B. thuringiensis e isolados de Beauveria

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi.

2. Revisao de Literatura

2.1.Helicoverpa armigera

2.1.1. Importancia econémica

H. armigera esta presente em toda a Europa, Africa, Asia, Oceania e na
Ameérica do Sul, em areas de clima tropical e temperado (GUO, 1997; GUOQING et
al., 2001; LAMMERS; MACLEOD, 2007; OEPP, 2008). O comércio internacional de
plantas ornamentais € um dos principais fatores que contribui para a disseminacao
desse inseto-praga (CABI; OEPP, 1992; LAMMERS; MACLEOQOD, 2007).

H. armigera alimenta-se de cerca de 180 espécies de plantas pertencentes a
45 familias sejam elas cultivadas ou ndo, incluindo Asteraceae, Fabaceae,
Malvaceae, Poaceae e Solanaceae (PAWAR et al., 1986; FITT,1989; POGUE, 2004,
SRIVASTAVA et al, 2005; ALlI; CHOUDHURY, 2009). As lagartas s&o

extremamente polifagas, causando danos a diversas culturas em todo mundo como



algodao, legumes, grédo de bico, feijdo, guandu, milheto, sorgo, milho, girassol,
amendoim.

Na Europa H. armigera causa reducdo na producédo entre 28-40%, o que
resulta em perdas econdmicas de US$ 300 milhdes/ano (NAZRUSSALAM; AHMAD;
ALI, 2007; SHARMA et al., 2012;). Na Espanha, H. armigera é considerada uma
praga devastadora nos cultivos de tomate (ARNO et al., 1999). A perda mundial
causada por lagartas de H. armigera é estimada em US$ 5 bilhdes (LAMMERS;
MACLEQOD, 2007). A perda anual causada por H. armigera supera 2 bilhdes de
dolares apenas na regiao dos trépicos semiaridos da Europa e que o custo anual da
aplicacdo de inseticidas nas lavouras, para o controle dessa praga, € de 500 milhdes
de ddélares (SHARMA et al., 2008).

Em uma infestacdo uma Unica lagarta pode destruir de 30 a 40 vagens de
gréo-de-bico por planta (ALl et al., 2009). Araujo (1990) discorreu sobre os fatores
gue contribuem para a importancia econémica de H. armigera, altamente polifaga;
alta taxa de fertilidade dos ovos; elevada capacidade de migracdo auxiliada pelo
vento, consomem caules, folhas, frutos e sementes das plantas, e o uso abusivo de
inseticidas leva a eliminacdo dos seus inimigos naturais.

Nas Américas, essa praga nao havia sido detectada até 2013, quando sua
ocorréncia foi registrada em varias regides agricolas do Brasil (CZEPAK et al.,
2013). No Brasil, lagartas de H. armigera ja foram constatadas se alimentando de
varias culturas de importancia econémica, tais como algodao, soja, milho, tomate,
feijdo, sorgo, milheto, guandd, trigo e crotalaria, bem como em algumas espécies de
plantas daninhas. Devido a sua capacidade de dispersdo e condi¢cdes climaticas
favoraveis do Brasil existe a possibilidade de que H. armigera ja esteja disseminada
por todo o Pais (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

2.1.2. Biologia e morfologia

H. armigera tem atividade crepuscular e, por isso, a maioria da sua atividade
€ realizada durante a noite, permanecendo em repouso durante o dia (HARDWICK,
1965; FERREIRA, 1989; ARAUJO, 1990). H. armigera é fortemente condicionada

pela temperatura, umidade do ar e fotoperiodo e, por isso, o numero de geracdes



varia conforme o0 ano e o local. As condi¢des ideias para o seu desenvolvimento sao
temperatura de 25°C, com intervalo entre 15°C e 35°C, umidade relativa de 90% e
fotoperiodo de 16 horas (HARDWICK, 1965; ARAUJO, 1990; MARTINS, 1990). Em
condicBes ambientais adversas o inseto na fase de pupa, pode entrar em diapausa
como forma de garantir a sua sobrevivéncia (MARTINS, 1990).

H. armigera € um inseto de metamorfose completa, ou seja, holometabolo, em
gue o seu desenvolvimento biolégico passa pelas fases de ovo, lagarta, pré-pupa,

pupa e adulta.

2.1.3. Ovo

O ovo apresenta um diametro de 0,5 mm, forma oval, mais aguda na parte
apical e um achatado na base, a por¢édo apical do ovo € lisa, porém o restante da
sua superficie é esculpida em forma de nervuras longitudinais. A postura é de
coloragdo branco-amarelada com aspecto brilhante logo apés a sua deposi¢do no
substrato, tornando-se marrom-escuro proximo do momento de eclosdo da larva
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013), que apresenta uma faixa castanho a partir do
segundo dia (NASREEN; MUSTAFA, 2000).

Os primeiros ovos sdo normalmente inférteis e apos trés dias comegcam a ficar
amarelos (NASREEN; MUSTAFA, 2000) Cada fémea pode ovipositar entre 2.000
até 3.000 ovos. O tempo que decorre até a primeira postura pode demorar entre dois
a quatro dias a 25°C (FIGUEIREDO et al., 2006). O periodo de incubacdo dos ovos
€, em média, de 3,3 dias. As fémeas realizam a oviposi¢cdo de forma isolada ou em
pequenos agrupamentos preferencialmente na face adaxial das folhas ou sobre os
talos, flores, frutos e brotacdes terminais com superficies pubescentes (MENSAH,
1996).

2.1.4. Instares larvais
H. armigera apresenta de cinco a seis instares larvais, sendo que a existéncia

do 6° instar depende de fatores como caracteristicas genéticas, condi¢cdes climaticas
e qualidade da alimentacdo (ARAUJO, 1990).



O primeiro instar dura aproximadamente dois dias e a lagarta apresenta
linhas longitudinais de cor amarelada, capsula cefélica e pernas de coloragédo
escura. No segundo instar as lagartas apresentam coloracdo marfim com um ponto
dorsal preto no centro do terceiro segmento, este instar também apresenta duracao
aproximada de dois dias. As lagartas destes primeiros instares alimentam-se
inicialmente das partes mais tenras das plantas, onde podem produzir um tipo de
teia ou até mesmo formar um pequeno casulo (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI,
2013).

A partir do terceiro instar larval a cor da lagarta é variavel, oscilando do
amarelo-palha ao verde, com listras de coloragdo marrom laterais ao térax, abdémen
e na cabeca dependendo do tipo de alimento (ARAUJO, 1990; ALI; CHOUDHURY,
2009). A partir do quarto instar, as lagartas apresentam tubérculos abdominais
escuros e bem visiveis na regido dorsal do primeiro esta caracteristica determinante
para a identificacdo de lagartas de H. armigera (MATTHEWS, 1999). O periodo
larval dura entre 15 e 17 dias, aumentando a cada instar (FERREIRA, 1989;
FIGUEIREDO et al., 2006).

2.1.5. Pupa

No final do ultimo instar larval, a lagarta cessa sua alimentacdo e desloca-se
para o solo procurando condi¢cées de umidade e temperatura adequadas. A lagarta
entdo, tritura o substrato em que se encontra e com uma “rede” de fios de seda,
confecciona uma protecdo externa, um casulo e transforma-se em pupa. A pupa
apresenta coloragdo verde-claro no inicio, e ap6és um tempo o tegumento fica rigido,
apresentando entdo uma cor castanha. Nesta fase € possivel distinguir o sexo
através da observacdo da genitalia externa (ARAUJO, 1990). A pupa de H. armigera
€ do tipo obtecta, apresentando um formato fusiforme com a superficie arredondada
nas partes terminais. Este estagio dura entre 10 a 14 dias e as dimensdes variam
entre 12 a 20 mm (ALI; CHOUDHURY, 2009).

2.1.6. Adulto



Adultos de H. armigera apresentam dimorfismo sexual, podendo a fémea e o
macho ser diferenciados pela cor e tamanho das asas. Na fémea, as asas
apresentam um tom base castanho rosado e uma envergadura aproximada de 40
mm, enquanto nos machos as asas apresentam uma cor verde acinzentada e cerca
de 35 mm de envergadura. Outra diferenca visivel é o formato do abdémen, sendo o
da fémea mais arredondada (JAYARAJ, 1972). Em ambos os sexos, as asas
anteriores possuem uma mancha reniforme clara e na margem externa uma linha de
sete a oito pontos escuros. As asas posteriores sao brancas, com uma larga banda
distal preta que contém uma mancha branca.

As fémeas apresentam longevidade média de 11,7 dias; ligeiramente maior
do que nos machos (9,2 dias) (ALI; CHOUDHURY, 2009). Os adultos de H. armigera
sdo fortemente atraidos por flores que produzem néctar, sendo esse recurso
importante na selecdo do hospedeiro e influencia a sua capacidade de oviposi¢ao
(CUNNINGHAM et al., 1999). Cada fémea, durante o periodo de oviposi¢ao, que é
de cerca de 5,3 dias, pode colocar de 2.000 até 3.000 ovos (REED, 1965; NASERI

et al., 2011), o que caracteriza o elevado potencial reprodutivo desta espécie.

2.2.Controle microbiano

A utilizacdo de micro-organismos para o controle biolégico de pragas e
insetos vetores foi incialmente proposta no século 19, com as observagbes da
epizootia de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin em bicho da seda, Bombyx
mori L., 1758 (Lepidoptera: Bombicidae). Esta contatacdo impulsionou o uso de
fungos entomopatogénicos para o controle de pragas, no entanto, a producéo destes
agentes de controle microbiano em grande escala é bem mais recente (STARNES et
al., 1993; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Os principais microrganismos entomopatogénicos sao fungos, bactérias, virus
e nematoides entomopatogénicos, com muitos exemplos de sucesso em utilizagéao
comercial como Metarhizium anisopliae (Metchinikoff, 1879) Sorokin 1883 para o
controle de cigarrinhas de pastagem e da cana-de-acucar (Hemiptera: Cercopidae),
Bacillus thuringiensis para lepidépteros desfolhadores em grandes culturas como o

milho e algoddo (MARTINS et al., 2007), nematoides para o controle de moscas-



das-frutas (ALMEIDA et al.,, 2007) e virus da poliedrose nuclear (Baculovirus
anticarsia) para o controle da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae) (ALLEN; KNELL, 1977; SZEWCZYK et al., 2006).

Os micro-organismos entomopatogénicos sdo vantajosos no controle de
pragas devido a especificidade e a seletividade, possuirem a capacidade de
multiplicacdo e dispersdo no ambiente, efeitos secundarios que podem afetar as
geracfes seguintes, podem ser empregado juntamente com inseticidas seletivos,
podem sofrer modificacBes genéticas em laboratério, a facilidade de multiplicacdo e
disperséo, a producdo em meios artificiais e a auséncia ou reducao de poluicdo
ambiental e toxicidade ao homem e outros organismos ndo-alvo (TANADA; KAYA,
1993; ALVES, 1998).

2.3.Bacillus thuringiensis

2.3.1. Histérico

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria formadora de esporo gram-positiva
aerobica pertencente a familia Bacillaceae, isolada pela primeira vez em 1901 em
Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae), pelo pesquisador japonés
Shigetane Ishiwata, que a nomeou “Sottokin-Bacillus" (ISHIWATA, 1901,
STEINHAUS, 1961; HEIMPEL; ANGUS, 1963). Posteriormente em 1915 esta
bactéria foi redescoberta pelo bidlogo alemédo Ernst Berliner, que a isolou de
Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) (BERLINER, 1915).

Berliner mencionou a existéncia de cristais em culturas esporuladas de Bt,
mas a atividade inseticida deste cristal s6 foi descoberta tempos depois (SANCHIS,
BOURGUET, 2011). Hannay (1953) foi o primeiro pesquisador a relacionar o0s
cristais, chamados pelo mesmo de corpos parasporais, com a patogenicidade de Bt,
devido a possivel formacdo de uma substancia toxica que causava a morte dos
insetos, o que foi comprovado por Angus (1968).

As primeiras tentativas de usar Bt para o controle de insetos ocorreu no final
de 1920 visando ao controle de Lymantria dispar (Linnaeus) (Lepidoptera: Erebidae)
no nordeste dos Estados Unidos (METALNIKOV, CHORINE, 1929) e contra a broca



européia do milho, Ostrinia nubilalis Hibner (Lepidoptera: Crambidae), na Hungria
(HUSZ, 1930) e em outros paises da Europa oriental (METALNIKOV et al., 1930).
Em 1938, o primeiro produto comercial a base de Bt chamado Sporéine; foi
produzido na Franca pelo Laboratoire Libec para o controle de lagartas da traca da
farinha (LAMBERT; PEFEROEN, 1992; ENTWISTLE et al., 1993; RAMOS, 2008).

Os progressos no desenvolvimento de bioinseticidas a base de Bt foram
interrompidos com a descoberta, em 1939, pelo quimico suico Paul Muller, das
propriedades inseticidas do DDT e pelo inicio da Segunda Guerra Mundial. A
Segunda Guerra Mundial uma série de avancos na industria quimica e cientistas
alemaes sintetizaram o inseticida organofosforado parathion, o que reduziu ainda
mais o interesse no uso de patdégenos de insetos.

A utilizacdo de Bt como bioinseticida aumentou no inicio de 1950, nos
Estados Unidos, principalmente para o controle de lepidopteros (BEEGLE;
YAMAMOTO, 1992). O ressurgimento do interesse em Bt pode ser atribuido a
Edward Steinhaus, que iniciou testes com bactérias entomopatogénicas
(STEINHAUS, 1951). Apesar dos ensaios em campo produzirem resultados
inconsistentes, suas conclusdes foram otimistas.

Em 1956, Steinhaus convenceu o presidente de uma empresa da California a
produzir um produto a base de Bt nos Estados Unidos. Os testes iniciais com o
bioinseticida denominado iniciaram em 1958. Outros produtos a base de Bt também
foram desenvolvidos em grande escala na década de 1950 em varios outros paises,
incluindo a Unido Soviética, Alemanha e Franca (SANCHIS, 2011).

Em 1964, "Biospor" tornou-se o primeiro inseticida a base de Bt licenciado na
Alemanha (SANCHIS, 2011). No entanto, apesar desses avancos, o Bt permaneceu
apenas um componente menor de manejo de pragas, pois inseticidas sintéticos
altamente eficientes foram sempre prontamente disponiveis.

Em 1970, Dulmage isolou uma potente estirpe de Bt de lagartas de
Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae), e designou como
cepa HD-1 (DULMAGE, 1970). Esta cepa tornou-se a base para produtos que eram
competitivos com inseticidas quimicos em termos de desempenho e custo. Esta

cepa se tornou comercialmente disponivel através Abbott Laboratories como Dipel®.
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Apdés poucos anos havia varios produtos para o controle de lagartas da ordem
Lepidoptera.

O uso de Bt se intensificou com a descoberta do B. thuringiensis israelensis,
ativo contra dipteros e utilizado no controle de insetos vetores de doencas,
principalmente dos géneros Aedes, Culex, Anopheles e Simulium. Em 1983, foi
descoberto o B. thuringiensis tenebrionis, utilizado para controlar larvas de
Coleoptera (GLARE; O"CALLAGHAM, 2000).

O inicio da utilizacdo de produtos a base de Bt no cenario agricola brasileiro
foi na década de 1960, com incremento significativo na pesquisa e utilizacao a partir
de entdo (CAPALBO et al.,, 2008). Porém, até a década de 1990, apenas trés
produtos comerciais estavam disponiveis no mercado, o Dipel®, Thuricide® e o
Bactospeine® (HABIB; ANDRADE, 1991).

Em 2010 bioinseticidas a base de B. thuringiensis representaram 53% de
todos o0s bioinseticidas comercializados mundialmente (CPL BUSINESS
CONSULTANTS, 2010), e o produto Dipel® (Bt kurstaki HD-1) é o que mais se
destaca no mercado mundial, pois, embora ndo seja téxico para acaros, coledpteros,
dipteros e hemipteros é altamente eficiente para 170 lepidopteros-pragas (GLARE;
O’CALLAGHAM, 2000).

2.3.2. Aspectos gerais

B. thuringiensis € uma bactéria da familia Bacillaceae, gram e catalase
positiva, aerobia, podendo também crescer em anaerobiose entre 10 e 45°C
(HABIB; ANDRADE, 1998; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000; MONNERAT; BRAVO,
2000); € quimio heterotréfica, cuja temperatura ideal de crescimento é em torno de
30 + 2°C (MORAES; CAPALBO, 1986). Suas células vegetativas possuem forma de
bastonete, medindo cerca de 1,0 a 2,0 um de largura por 3,0 a 50 um de
comprimento. Na célula ocorre a formacdo de esporos entre elipticos e cilindricos,
em posicdo central, com um esporangio nao nitidamente estendido (HABIB;
ANDRADE, 1998; GLARE; O'CALLAGHAM, 2000). Esta bactéria pode ser
encontrada em diferentes regides do mundo e em diversos substratos como solo,

4gua, insetos mortos e superficie de algumas plantas (HOFTE; WHITELEY, 1989;
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BRAVO et al., 1998; VALICENTE; BARRETO, 2003; BIZZARRI; BISHOP, 2007;
HERNANDEZ et al., 2005).

O ciclo de vida desse entomopatégeno pode ser dividido em duas fases
principais, sendo uma de crescimento vegetativo, na qual a bactéria se multiplica por
biparticdo, e outra de esporulagdo, que consiste na diferenciacdo da bactéria em
esporos. Quando o esporo se encontra em um ambiente favoravel ao seu
crescimento, com nutrientes e temperatura adequados, pode germinar e iniciar o
crescimento vegetativo (MONNERAT; PRACA, 2006).

A atividade tdxica desta bactéria esta relacionada, principalmente, a producéo
de inclusdes cristalinas denominadas &—endotoxinas ou proteinas Cry na fase
estacionaria e que se acumulam na célula mae durante a esporulacao
(YAMAMOTO; DEAN, 2000). Estas inclusdes cristalinas podem conter uma ou mais
proteinas Cry e cada toxina € codificada por um gene cry especifico (LI; CARROL;
ELLAR, 1991).

2.3.3. As toxinas e a atividade inseticida

Uma das caracteristicas mais interessantes de toxinas Cry é sua
especificidade determinada pela ligacdo especifica das toxinas Cry a superficie
proteicas localizadas nas microvilosidades apicais das células colunares do intestino
médio (BRAVO, 2011)

As toxinas Cry séo classificadas pela sua sequéncia primaria de aminoacidos
e mais de 700 diferentes sequéncias de genes cry foram classificadas em 73 grupos
(cryl ao cry73) (CRICKMORE et al., 2014).

Além das proteinas Cry, B. thuringiensis produz também outras toxinas com
atividade inseticida, que podem aumentar a toxicidade das d—endotoxinas, como a
o—exotoxina, a [-exotoxina, as hemolisinas, as exoenzimas e as proteinas
inseticidas vegetativas (VIPs) (HOFTE; WHITELEY, 1989; HABIB; ANDRADE,
1998). Os esporos também podem contribuir com a patogenicidade da bactéria pela
acao sinérgica junto as proteinas Cry (JOHNSON; MCGAUGHEY, 1996).

2.3.4. a—exotoxina
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Também conhecida como fosfolipase C, lecitinase ou fosfatidilcolina
fosfohidrolase, a a—exotoxina € uma enzima com atividade citolitica que age sobre
os fosfolipideos presentes nas membranas celulares. E termolabil, soltvel em agua,
sendo altamente téxica para alguns insetos e também para vertebrados, causando
degeneracéao e lise das células. Pode ser encontrada no sobrenadante de algumas
culturas, durante a fase logaritimica de crescimento de certas estirpes da bactéria, e
atua causando a degeneracdo e a lise de hemdcitos (HABIB; ANDRADE, 1998;
HANSEN; SALAMITOU, 2000).

2.3.5. B—exotoxina

E produzida por certas estirpes de B. thuringiensis durante a fase vegetativa e
secretada no meio de cultura; pode ser chamada também de Thuringiensina. E
termolabil, com baixa massa molecular. Existem dois tipos de P-exotoxinas,
conhecidas como tipo I e tipo Il (FARKAS et al., 1969).

A toxina tipo | € analoga ao ATP, composta por adenina, ribose, glicose e
acido fosfoalarico (FARKAS et al., 1969). Sua atividade toxica esta relacionada com
a inibicdo da RNA polimerase através da competicdo com ATP, apresentando um
amplo espectro de toxicidade para varias ordens de insetos, acaros, nematdides e
também vertebrados, provocando efeitos teratogénicos e mutagénicos (HANSEN;
SALAMITOU, 2000).

A tipo Il € analoga de UTP e é mais toxica que a do tipo I, principalmente para
coledpteros (LEVINSON et al., 1990). Por ser extremamente toxica a mamiferos,
para a producdo comercial deve-se selecionar estirpes de B. thuringiensis que nao
produzam essa toxina (McCLINTOCK et al., 1995).

2.3.6. Exoenzimas
Exoenzimas como as quitinases e as proteases sao produzidas por B.

thuringiensis e também estdo relacionadas com a patogenicidade a insetos. Essas

exoenzimas sao liberadas pela bactéria e provocam a ruptura da membrana
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peritréfica favorecendo o acesso das &—endotoxinas ao epitélio intestinal (REDDY et
al., 1998; SAMPSON; GOODAY, 1998).

2.3.7. Proteinas vegetativas inseticidas (VIP)

As proteinas VIPs (“vegetative insecticidal proteins”) s&o produzidas por
algumas estirpes de Bt durante a fase vegetativa de crescimento e de esporulacéo
(ESTRUCH et al., 1996). Por serem secretadas, ndo formarem inclusdes cristalinas
e por ndo apresentarem homologia de sequéncia ou de estrutura, as VIPs foram
excluidas da nomenclatura das proteinas Cry (SCHNEPF et al., 1998).

Essas proteinas sdo patogénicas a insetos pouco sensiveis a maioria das
proteinas Cry como Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae),
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera exigua
(Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae). O modo de acao ainda nao foi totalmente esclarecido,
sabe—se que a VIP3A se une as células epiteliais do intestino médio do inseto
provocando a lise celular. As manifestacfes toxicas sdo semelhantes as que

ocorrem com as proteinas Cry (YU et al., 1997).

2.3.8. 6—endotoxina

Em condig6es nutricionais desfavoraveis, Bt interrompe a divisdo celular e da
inicio ao processo de esporulacdo. Durante a fase de esporulacdo, ocorre a
producdo das d—endotoxinas ou proteinas Cry. As d—endotoxinas se acumulam no
compartimento da célula—mée e, no final da esporulacdo, o cristal € liberado
juntamente com o esporo. Existem dois tipos de d—endotoxinas: as proteinas Cry e
as Cyt. O espectro de acdo das O—endotoxinas é normalmente restrito a
determinadas ordens de insetos (Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera),
nematoides e acaros (HABIB; ANDRADE, 1998; SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et
al, 2007).

Essa bactéria pode produzir uma ou mais proteinas Cry com massa molecular
variando de 40 a 140 kDa (SERAFINI et al., 2002). A forma do cristal é determinada
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pela composicédo e estrutura das d—endotoxinas presentes, podendo variar de
bipiramidal, cubdide, ovoéide, esférica ou até mesmo ndo possuir forma definida
(HABIB; ANDRADE, 1998; POLANCZYK; ALVES, 2003).

As proteinas Cyt ndo apresentam homologia com as proteinas Cry e possuem
atividade citolitica, apresentando afinidade para acidos graxos insaturados na
porcdo lipidica da membrana celular (THOMAS; ELLAR, 1983). As proteinas Cyt sdo
constituidas pelos grupos Cytl e Cyt2, sendo que as Cytl sdo: CytlAa, CytlAb e
CytlBa (THIERY et al.,, 1997), jA as Cyt2: Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e
Cyt2Ca. Apresentam massa molecular de 27 — 30 kDa e toxicidade para insetos da
ordem Diptera. Além disso, a proteina Cyt2Ca apresenta também atividade contra
coledpteros (CRICKMORE et al., 1998).

2.3.9. Modo de acéao

O modo de acédo das proteinas Cry envolve diversas etapas, ingestdo do
complexo esporo-cristal pela larva suscetivel, solubilizacdo e processamento da
toxina, ligacdo ao receptor, insercdo na membrana, formacgéo do poro e citdlise. As
proteinas Cry apresentam—se na forma de pro—toxinas e precisam ser ativadas por
proteases para liberarem fragmentos toxicos (SCHNEPF et al.,1998; MONNERAT,;
BRAVO, 2000).

Para a solubilizagdo da pro—toxina ela deve entrar em contato com o pH
alcalino do intestino médio das larvas dos insetos suscetiveis (KNOWLES, 1994).
Diferencas na solubilizacdo podem contribuir para determinar as alteracdes no grau
de toxicidade entre as proteinas Cry (ARONSON et al., 1991).

Apds a solubilizacdo, é necesséario o processamento das pro-toxinas por
proteases presentes no intestino médio do inseto, para que ocorra a liberacdo do
fragmento toxico (TOJO; AIZAWA, 1983). A clivagem proteolitica é um fator
importante que pode contribuir para determinar a especificidade; a principal protease
digestiva de Lepidoptera e Diptera € a serino—protease, enquanto que para
Coleoptera sao principalmente cisteino e aspartico—proteases (DE MAAGD et al.,
2001). Alguns autores sugerem que o mecanismo de resisténcia desenvolvido no

inseto pode estar relacionado com a reducao de solubilidade e proteases envolvidas



15

(ARONSON et al., 1991; CHANG et al., 2012; HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2012).

Apoés serem ativadas, as proteinas Cry se unem a receptores especificos
presentes nas microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio das
larvas de insetos suscetiveis, sendo um fator importante para a toxicidade e
especificidade, determinando o espectro de agcdo das d—endotoxinas (MONNERAT,;
BRAVO, 2000; DE MAAGD et al., 2001; BRAVO et al., 2007). Ocorre entdo a
formacdo de poros que propiciam o extravasamento do conteudo intestinal para a
hemocele (COPPING; MENN, 2000; PRACA et al., 2004).

Os sintomas de intoxicacao nos insetos sédo: param de se alimentar, paralisia
do intestino, vémito, diarréia, paralisia total e posterior septicemia, levando o inseto a
morte (GUPTA et al., 1985; BRAVO et al., 1992; MONNERAT; BRAVO, 2000).

2.3.10. Produtos comerciais: utilizagcédo e mercado

B. thuringiensis € utilizado no controle bioldgico de pragas ha mais de 70 anos
e suas vantagens sdo: acao especifica sobre o inseto-alvo, in6bcuo ao meio ambiente
mamiferos e vertebrados (MONNERAT; BRAVO, 2000; RAMOS, 2008). No mercado
de bioinseticidas, os produtos a base dessa bactéria sédo os mais utilizados (GLARE;
O’CALLAGHAN, 2000; BRAR et al.,, 2006) e representam 53% de todos os
bioinseticidas vendidos mundialmente (CPL BUSINESS CONSULTANTS, 2010).

Apesar disso, esses produtos nunca se destacaram nas vendas de
inseticidas, principalmente por problemas relacionados a perda de estabilidade, ao
espectro limitado de acdo e a degradacdo rapida pela acdo da luz ultravioleta
(NAVON, 2000).

O mercado de bioinseticidas em geral, incluindo botéanicos, semioquimicos e
macro-organismos, representa 2,5% do mercado mundial de inseticidas. Estima-se
gue, as vendas desses produtos a base de bactérias, virus, fungos, protozoarios e
nematoides alcancaram US$ 396 milhdes em 2007/8 sendo que, desse total, os a
base de B. thuringiensis correspondem a US$ 210,79 milhdes (CPL BUSINESS
CONSULTANTS, 2010).
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2.4.Beauveria bassiana

Dentre os agentes bioldgicos de controle de insetos, os fungos causam
grande parte das doencas (Alves, 1998). A eficiéncia dos fungos é devida a grande
biodiversidade em diversos ecossistemas o0 que torna possivel a obtencdo de
isolados mais virulentos com objetivo de desenvolver agentes de controle bioldgico
competitivos e indcuos ao meio ambiente (THOMAS, READ, 2007)

Beauveria bassiana é um fungo generalista que é hospedeiro natural do solo,
e infecta diversas ordens de insetos (ZIMMERMANN, 2007). B bassiana pode ser
isolado de amostras de solo cultivado ou ndo cultivado, como florestas (BIDOCHKA
et al.,, 1998). B. bassiana estd inserido na ordem dos Hypocreales e na familia
Clavicipitaceae (FERNANDES et al., 2006), sendo conhecido vulgarmente como o
fungo da muscardine branca devido sua coloracdo que pode variar do branco até o
amarelo claro.

A importancia deste fungo no controle microbiano de insetos vem desde o
inicio da histéria da patologia de insetos, iniciando com as observacdes feitas em
manifestagfes de fungos em criacdo de B. mori, até na propor¢ao da sua utilizagéo
para o controle de diversos artropodes como insetos e acaros (FERRON, 1978). A
dispersdo de B. bassiana por insetos tem sido explorada no manejo de pragas
usando a estratégia de auto-propagacdo (MEADOW et al., 2000; DOWD, VEGA,
2003; VICKERS et al., 2004).

O fungo entomopatogénico B. bassiana € uma conhecida estratégia comercial
para o controle biolégico de importantes pragas da agricultura e de insetos vetores
de doencas animais e humanas (FAN et al., 2011). A ocorréncia natural de B.
bassiana foi documentada em mais de 700 espécies de hospedeiros (INGLIS et al.,
2001). Estudos sobre a prevaléncia de fungos em insetos tém sido geralmente
limitados a espécies que sdo pragas ou sao importantes espécies ndo-alvo, tais
como certos predadores e parasitéides (MEYLING, EILENBERG, 2007).

O modo de acdo de B. bassiana € através do contato, onde o fungo em
contato com o tegumento do inseto e na presenca de umidade e temperatura
adequadas emite o apressorio; estrutura de penetracdo que pode entrar em contato

com os espiraculos, ou ainda degradar o exoesqueleto para, posteriormente
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colonizar o inseto, crescer e se multiplicar. No entanto, pode ocorrer também a
ingestao de conidios, que séo a estrutura reprodutiva de B. bassiana e a colonizacao
se inicia de dentro para fora, 0 que é uma condicdo mais atipica (SHAH & PELL,
2003).

O grande potencial de controle deste fungo entomopatogénico esta
comprovado em Varios trabalhos que exploram o uso em diversas ordens de insetos
como Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera (MEYLING & EINLENBERG, 2007).

2.5.Metarhizium anisopliae

Metarhizium € um dos géneros de fungos entomopatogénicos mais conhecido
e abundante em amostras de solo (LOMER et al., 2001; ROBERTS, ST. LEGER,
2004). E pertencente a familia Moniliaceae da ordem Moniliales. Foi identificado pela
primeira vez por Metschnikoff, em 1879 , em Anisopliae austriaca (Coleoptera:
Scarabaeidae). Estes fungos caracterizam-se por atacar um grande numero de
espécies de insetos (ZIMMERMANN, 1993).

A classificagdo de Metarhizium é baseada em caracteres morfologicos e a
taxonomia do género Metarhizium foi recentemente revista (BISCHOFF et al., 2009).
Sendo que as espécies desse género sao potenciais agentes de controle microbiano
de pragas (DRIVER et al., 2000).

A descoberta de que este fungo pode ser encontrado em raizes de diversas
plantas, onde pode atuar como bioinseticida aumentou o interesse na utilizacdo
deste fungo como agente de controle biolégico (LEGER, 2008). M. anisopliae
apresenta um metabolismo extremamente versétil, permitindo o crescimento em
véarias condi¢cbes ambientais, com nutrientes esparsos e na presenca de compostos
letais para outros fungos (ROBERTS, LEGER, 2004).

Metarhizium cresce vegetativamente como micélio produzindo hifas e
conidios, que séo os propagulos em artrépodes hospedeiros e em meios de cultura.
Embora a gama de hospedeiros geral de M. anisopliae seja ampla, algumas estirpes
podem ser hospedeiras especificas (SCHRANKA, VAINSTEIN, 2010). M. anisopliae
infecta hospedeiros suscetiveis via penetracdo direta através da cuticula. As etapas

do processo de infec¢do sdo: adesao dos conidios a cuticula do hospedeiro através



18

de interacdes hidrofébicas e de material mucilaginoso fino; a germinacdo e o
desenvolvimento dos conidios; a diferenciacdo de tubo germinativo em apressorios;
a penetracdo da cuticula; a diferenciacdo de hifas em blastésporos e presenca de
hifas na hemolinfa; a colonizacdo do hospedeiro; extrusdo para a superficie do
cadaver do hospedeiro e a formacdo de conidiéforos e producdo dos conidios
(CHARNLEY, 2003; SCHRANKA, VAINSTEIN, 2010).

No Brasil M. anisopliae tem sido utilizado principalmente para o controle de
pragas, como a cigarrinha Mahanarva fimbriolata (STAL, 1854)(HEMIPTERA:
CERCOPIDAE) na cultura da cana-de-acucar e pastagens (ALVES et al. 2008).

2.6.Metarhizium rileyi

O fungo entomopatogénico Metharhizium rileyi (Farlow) (Kepler, Humber,
Bischoff, Rehner), foi originalmente descrito como Botrytis rileyi (Farlow) e mais tarde
como Spicaria rileyi (Farlow) Charles, depois sendo redescrito por Kish et al. (1974)
e transferida para o género Nomuraea. Em 2014, Kepler et al. reclassificaram o
fungo como Metharhizium rileyi.

M. rileyi é um fungo patogénico dimoérfico que ao contrario dos
entomopatdégenos generalistas como, B. bassiana e M. anisopliae, € um fungo
especialista que infecta apenas larvas de lepidopteros com preferéncia para
espécies dentro da familia Noctuideae (SUWANNAKUT; BOUCIAS; WIWAT, 2005).
Este fungo € exigente em termos nutricionais, possui uma gama de hospedeiros
estreita e ndo tem uma fase saprofitica no solo (BOUCIAS et al., 2000). Em todo o
mundo, este fungo provoca epizootias em diversas populagdes das principais pragas
que infestam sistemas agricolas (IGNOFFO, 1981). Mais de trinta espécies de
lepiddpteros foram identificados como susceptiveis a M. rileyi (SUJII; CARVALHO;
TIGANO, 2002).

M. rileyi € exigente em termos de fonte de carbono, bem como uma boa
aeracdo e umidade para melhor esporulagcéo (DEVI; PRASAD, 2000). Para germinar
e penetrar no corpo do inseto a temperatura ideal é de 20 £ 25 °C (BOUCIAS et al,
1984; GARDNER, 1985; CARRUTHERS et al, 1985; MCDONALD, RICHARD, 1995).

A elevada umidade tambem é essencial para o0 esporo se anexar a cuticula
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(GETZIN, 1961, ALLEN et al.,, 1971, IGNOFFO et al, 1977;. HAJEK et al, 1990).
Além disso, a sobrevivéncia dos esporos e viabilidade apds armazenagem s&o
influenciados pela umidade (DAOUST; ROBERTS, 1983;. IGNOFFO et al, 1985). A
esporulacdo do fungo em cadaveres de insetos também requer alta umidade.

Em condicbes ambientais adequadas, M. rileyi reduziu drasticamente as
populac6es de noctuideos pragas nos Estados Unidos, México, Equador, Brasil,
Argentina, india e Australia (CARNER, 1980; CORREA; SMITH, 1975; FARIA et al.,
1993; DEVI et al, 2003). Em alguns sistemas agricolas subtropicais e temperadas,
este entomopatdégeno provoca uma mortalidade superior a 90% (BOUCIAS et al.,
2000). A eficacia do fungo M. rileyi tem sido relatado contra Helicoverpa armigera
em culturas de soja e algoddo (TANG; HOU, 2001; HEGDE et al.,, 2004
RAMEGOWDA, 2005).
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Capitulo 2 - Suscetibilidade de diferentes instares de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) a bioinseticidas a base de

Bacillus thuringiensis Berliner

Resumo: A suscetibilidade de diferentes instares de duas populacdes de
Helicoverpa armigera a bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis,

encontradas nos produtos comerciais Dipel®, Xentari®e Agree® foi estudada
utilizando contaminacdo da superficie da dieta para lagartas de primeiro instar e
incorporacdo das toxinas na dieta para os demais instares. Lagartas de H.
armigera expostas aos produtos bioldgicos entre o 2° e 5° instares foram menos
suscetiveis que lagartas de 1° instar com a mortalidade variando entre 31 a 88%,
respectivamente. Na maioria dos tratamentos ndo houve diferencas significativas
na suscetibilidade encontrada entre 2°, 3°, 4° instares. As lagartas de 5° instar
apresentaram menor mortalidade em todos os tratamentos. A presenca de varias
toxinas Cry nestes bioinseticidas pode ser fator determinante do efeito sobre o
inseto. As diferengas na suscetibilidade entre os estadios demonstram a
necessidade de conhecer a composicdo etaria da praga em condigdes de campo a
fim de determinar qual o melhor periodo de aplicagéo.

Palavras chave: Controle biologico; Bactéria entomopatogénica; Toxinas Cry.

1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma espécie-praga
responsavel por grandes prejuizos econémicas em todo o mundo [1-3], devido ao seu habito
polifago e ampla distribuicdo geogréafica [4-6]. Recentemente, o primeiro relato de ocorréncia
desta espécie no continente Americano foi feito no Brasil [7]. As lagartas de H. armigera
alimentam-se de folhas e caules, causando danos diretos e indiretos em mais de 100 espécies
de plantas cultivadas e silvestres, compreendendo 45 familias hospedeiras, incluindo
Asteraceae, Fabeaceae, Malvaceae, Poaceae e Solanaceae [8-10]. No Brasil, foi constatada a
presenca de H. armigera se alimentando de algoddo, soja, milho, tomate, feijdo, sorgo,

milheto, guandu, trigo, crotaléria e plantas daninhas [11].
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Devido a sua alta capacidade de migracdo, é possivel a formacdo de diferentes
populacdes de H. armigera, com consequente isolamento reprodutivo, de forma a originar
populacdes fisiologicamente diferentes, o que pode influenciar na suscetibilidade as taticas de
controle e implicar na necessidade de elaboracdo de sistemas de manejo de acordo com a
variabilidade populacional. A variacdo na resposta frente a reducdo populacional da praga
pode ocorrer também com a utilizacdo do controle microbiano, conforme observado para
populacdes de Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera frugiperda
(Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), oriundas de paises da América Latina, Europa e de
diferentes estados brasileiros [12-14]. Este fato reforca a necessidade de se utilizar todas as
ferramentas do manejo, de maneira especifica para a populagéo de cada regiao.

A auséncia de plantas resistentes e a falta de medidas de controle adequadas ao
controle de H. armigera dificultam a reducdo populacional deste inseto no campo [1]. Devido
ao uso intensivo de inseticidas em paises onde essa praga causa elevados danos econémicos,
estas populacGes tém desenvolvido resisténcia a varios grupos de inseticidas, como 0s
piretroides, além de alguns ingredientes ativos considerados recentes, como fipronil,
clorfenapir, indoxacarbe e spinosad [15-17].

Os relatos da réapida evolugéo da resisténcia em populagdes desta espécie e 0 aumento
da cobranca por parte do publico consumidor por uma producdo de alimentos mais saudavel e
sustentavel tém levado os agricultores a buscar medidas alternativas aos agrotoxicos. Entre
estas, a utilizacdo de agentes de controle microbiano de pragas, com destaque a bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae) [18-23]. A
suscetibilidade de H. armigera a proteinas Cry € relatada na literatura [24]. Na Australia,
China e India as proteinas CrylAb, CrylAc, Cry2Aa e Cry2Ab controlaram de maneira
satisfatoria H. armigera [25-26]. Porém, o0 manejo de H. armigera no Brasil ainda se encontra
em fase inicial, portanto sdo imprescindiveis estudos que avaliem a suscetibilidade de H.
armigera aos agentes de controle microbiano, considerando a possivel variabilidade
populacional. O objetivo da pesquisa foi verificar a suscetibilidade dos instares larvais de
duas populagdes distintas de H. armigera a diferentes toxinas encontradas em produtos
comerciais bioldgicos a base de B. thuringiensis.

2. Resultados e Discussao
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2.1 Mortalidade de diferentes instares de H. armigera a bioinseticidas a base de Bt.

As lagartas de primeiro instar de ambas as populacbes de H. armigera nao
apresentaram diferencas significativas quanto a mortalidade, sendo portanto suscetiveis as
toxinas Cry presentes nos produtos biolégicos Dipel® (CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2),
Xentari® (Cry1Aa, CrylAb, CrylC e Cry1D) e Agree® (CrylAc, CrylC, CrylD e Cry2), com
mortalidade variando entre 80 e 88% . Entretanto, a suscetibilidade em larvas neonatas de H.
armigera foi significativamente maior quando comparada aos demais instares das duas
populacdes (Figura 1).

As proteinas Cry sdo normalmente formadas em combinacfes de estirpes naturais de
B. thuringiensis [27], muitas vezes com mais de uma toxina. Esta caracteristica torna dificil
identificar o potencial individual de determinada toxina Cry. A associacdo de toxinas pode ser
essencial para o sucesso comercial de um bioinseticida. As toxinas Cry presentes nos produtos
bioldgicos testados mostraram-se eficientes ao controle de H. armigera, especialmente para o
primeiro instar, relatado como o mais suscetivel em outros trabalhos [28-29]. As proteinas
CrylAb, CrylAc, CrylC, CrylD e CrylF encontradas nos produtos comerciais também
foram relatados como toxicas a H. armigera [24,25,26,30].

Para a associacdo das toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2 encontradas no
Dipel®, a mortalidade de lagartas de 2° instar foi de 58 para a populacdo RV, que diferiu
significativamente da populacdo LEM, com mortalidade de 37 (Figura 1A). Lagartas de
terceiro instar, quando expostas a associa¢do destas toxinas, apresentaram mortalidade de 24
para a populacdo de RV e de 43 para a populagdo LEM (F = 52,06; gl = 9, 90; P < 0,001).
Porém, lagartas de quarto e quinto instar ndo apresentaram diferenca significativa quanto a
mortalidade entre as duas populacdes (Figura 1A). A menor suscetibilidade foi observada em
lagartas de quinto instar, com mortalidade de 12% para a populacdo RV, e de 6% para a
populacédo LEM (Figura 1A).

As toxinas Cry presentes no produto comercial Xentari® ndo ocasionaram mortalidade
significativa para as populacdes RV e LEM quando comparadas para cada instar larval
(Figura 1B). O quinto instar foi menos suscetivel as toxinas presentes no referido produto
biologico, diferindo significativamente dos demais instares, com mortalidade de 6 % para a
populacdo RV, e de 4 % para a populacdo LEM (F = 42,98; gl = 9, 90; P < 0,001) (Figura
1B). Em relacdo as toxinas Cry, presentes no a do produto bioldgico Agree®, observou-se que

lagartas de quinto instar foram menos suscetiveis em relagdo aos demais instares, com
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mortalidade de 5,00 % para a populacédo RV, e de 3,00 %para a populacdo LEM (F = 68,18;
gl =9, 90; P <0,001) (Figura 1C).

Figura 1. Mortalidade média (%) dos diferentes instares larvais de duas
populacbes de Helicoverpa armigera submetidas as toxinas presentes no produto
bioldgico Dipel® (A), Xentari® (B) e Agree® (C). Colunas representadas por cada
tratamento, seguida de mesma néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A barra de erro representa o erro padrdo (x EP).
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Os estudos realizados com toxinas Cry individualizadas, visando o controle de H.
armigera, ressaltam a grande importancia da interacdo CrylAb e CrylAc, com Cry2Aa e
Cry2Ab [24, 26, 31]. Bird et al. [32] também constataram maior mortalidade em lagartas de
primeiro instar de H. armigera e H. punctigera (Wallengren) (Lepidoptera: Noctuidae),
quando comparada aos demais instares, utilizando isoladamente as toxinas CrylAc e Cry2Ab,
presentes os produtos biolégicos Dipel® e Agree® Isolados contendo as toxinas CrylAa,
CrylAb, CrylC e Cryl1D apresentaram mortalidade acima de 90% em lagartas de H. armigera
[33], sendo as mesmas encontradas no produto biolégico Xentari®.

A elevada mortalidade causada pela associacdo de toxinas contidas nos produtos
comerciais pode ser justificada pelo sinergismo entre estas, pois, toxinas como CrylAc e
Cry2Aa podem agir conjuntamente e ocasionar maior mortalidade, pois possuem sitios de
receptores diferentes, ndo competindo entre si pelos mesmos receptores [34], o que
potencializa a eficacia dos produtos que possuem diferentes toxinas em sua composicao.
Além da associacdo de toxinas, os produtos biolégicos Dipel® Xentari® e Agree® sio
compostos por cristais e esporos de B. thuringiensis, cuja interacdo também pode promover
maior toxicidade ao produto bioldgico em relacdo a determinada praga. A toxicidade da
mistura entre esporos e cristais € maior quando comparado a toxicidade independente dos seus
componentes, no entanto, 0 sinergismo entre esporos e toxinas depende das concentracdes
desses dois componentes na solugéo utilizada [35].

A comparacdo da mortalidade de lagartas de 1° instar dentro da populacdo RV néo
mostrou resultados significativos entre as toxinas presentes nos produtos bioldgicos, sendo 85
% para Dipel®, 80 para Xentari® e 87 + 3 % para Agree® , porém todos os formulados
apresentaram diferenca significativa quando comparados com o tratamento controle, com
mortalidade de 9 % (F = 111,95; gl = 3, 36; P < 0,001) (Figura 2A). O mesmo ocorreu com 0s
resultados obtidos em lagartas de 1° instar da populacdo LEM, em que a mortalidade foi de
88,00 % quando se utilizou Dipel®, 81 % para Xentari® e 82 % para Agree®, diferindo da
testemunha, que apresentou mortalidade de 10,00 % (F = 129,09; gl = 3, 36; P < 0,001)
(Figura 2B).

O produto biolégico Dipel® causou maior mortalidade em lagartas de 2° instar da
populacdo RV quando comparada aos demais produtos, com mortalidade de 58,00 %,
enquanto que Xentari® e Agree® causaram mortalidade de 47,00 % e 31,00 %,

respectivamente (F = 59,38; gl = 3, 36; P < 0,001) (Figura 2C). Entretanto, para a populagédo
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LEM nédo foi observada diferenca significativa em relacdo a mortalidade de lagartas de
segundo instar (Figura 2D). Para lagartas de 3° instar ndo houve diferenca quanto a
mortalidade relacionada entre o uso dos produtos bioldgicos para com a popula¢do RV,
enquanto que para a populacdo LEM, a maior mortalidade foi observada para o tratamento
com Dipel® (Figura 2E,F). Em relagdo ao quarto instar, as toxinas presentes no formulado
biolégico Dipel® também ocasionaram maior mortalidade em relagdo aos demais tratamentos,
com 45,00 £+ 4,77% (F = 30,23, gl = 3, 36; P < 0,001) (Figura 2H). Em lagartas de quinto
instar ndo houve diferenca significativa entre os produtos bioldgicos testados, para ambas as
populagdes (Figura 21,J).

A reducdo na mortalidade de lagartas a medida que estas se desenvolvem também foi
observado em estudos com H. zea [36-37]. A diminui¢do na suscetibilidade de diferentes
instares aos formulados a base de B. thuringiensis também foi observada para H. armigera e
H. punctigera, quando expostas ao Cry2Ab. No entanto, CrylAc foi igualmente tdxica para
neonatas e lagartas de 3° instar de H. punctigera [32]. Liao et al. [26] relataram que a
mortalidade de H. armigera diminuiu significativamente no quinto instar em compara¢do com
0 segundo instar, sem diferenca na mortalidade entre o terceiro instar e neonatas, com dieta
incorporada por solucéo de Dipel®.

Os resultados encontrados mostram que lagartas de instares mais adiantados séo
menos suscetiveis as toxinas presentes nos formulados comercias, em que, a toxicidade dos
produtos utilizados diminui com o aumento da idade larval. A reducdo de toxicidade para
estadios mais adiantados tem sido observada em varias espécies de insetos em relacdo a B.
thuringiensis [29,37,39]. Em contrapartida, ha relatos conflitantes na literatura sobre a
suscetibilidade de diversos instares para B. thuringiensis. Alguns dos instares posteriores de
Cadra cautela (Walker) (Lepidoptera: Pyralidae), Plodia interpunctella (Hubner)
(Lepidoptera: Pyralidae) e H. zea foram relatados como mais suscetiveis a B. thuringiensis em
relacdo aos primeiros instares [37,40-41]. No entanto, Cooper [43] relatou que o quinto e
sexto instares de H. punctigera foram suprimidos por B. thuringiensis da mesma forma que os
estadios anteriores.

As diferencas encontradas em testes de mortalidade com as mesmas proteinas Cry [26,
30, 32, 33, 43] podem estar relacionadas a metodologia empregada, como a incorporacao da
solucdo inseticida em dieta ou tratamento de superficie, os componentes da dieta utilizada, o

nivel de transformacgdo das toxinas Cry utilizadas nos bioensaios, como as protoxinas ou
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toxina ativada, o0 método de quantificacdo dos cristais proteicos, e a temperatura em que
foram realizados os bioensaios [32, 43]. Portanto, os resultados obtidos em bioensaios devem
ser analisados cuidadosamente [26, 30, 31, 32, 43]. Alem disso, varios fatores podem causar
diferencas na toxicidade relativa das proteinas Cry as mesmas espécies de insetos, como
diferentes niveis de precisdo obtidos por métodos de bioensaios, 0 uso de populacGes
geograficamente distintas, e avaliacdo dos estagios de desenvolvimento de determinada
espécie [24,43].

Os resultados obtidos na referida pesquisa e em outros trabalhos ja citados mostram
que um dos principais fatores que determinam a mortalidade € o estagio de desenvolvimento
das lagartas, que foi significativamente maior para as neonatas quando comparados com 0s
demais instares. A base bioquimica da suscetibilidade reduzida entre os estadios ja foi
investigada em lagartas do género Spodoptera [44-45], sendo proposta uma variacdo na
densidade de receptores de toxina durante o desenvolvimento das lagartas, o que explica a
diminuicdo da capacidade das toxinas Cry em induzir alteracbes na permeabilidade das
microvilosidades das células estriadas epiteliais do intestino médio em lagartas de estadios
tardios. Para H. armigera, os alvos das proteinas Cry de B. thuringiensis sdo as
microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio. Uma vez que a toxina se
liga aos receptores das células epiteliais, estas proporcionam a lise celular [46].

Raussell et al. [29] demostraram em seu trabalho com Thaumetopoea pityocampa
(Schiff ) (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) diminuicdo da afinidade entre um dos dois
receptores de CrylAb durante o desenvolvimento das lagartas, o que contribuiu com a
reducdo na suscetibilidade desta toxina com o aumento da idade das lagartas. A diferenca na
suscetibilidade entre os estadios mostraram que os danos para as culturas tendem a aumentar
com os estadios posteriores, o que resulta em um controle eficiente no inicio do aparecimento
do inseto na éarea. Portanto, € necessario determinar um sistema de amostragem em campo
para detectar a presenca e analisar a idade da praga, com o intuito de efetuar o controle nos
primeiros instares. Em paises onde H. armigera esta amplamente disseminada existe um
sistema de manejo que envolve feromdnio sexual, monitoramento, plantas expressando
toxinas de B. thuringiensis, virus da poliedrose nuclear, Trichogramma spp. e inseticidas [47].
A falta de uma estratégia de MIP para esta praga tem incrementado o mercado de agentes de

controle muitas vezes ndo apropriados para o controle de H. armigera no Brasil. Estes
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resultados devem ser contabilizados durante o desenvolvimento de uma estratégia de manejo

desse inseto praga para o uso da toxina B. thuringiensis como agente de controle.
Figura 2. Mortalidade média (%) de H. armigera relacionada as toxinas
presentes nos produtos bioldgicos a base de B. thuringiensis. (A) 1°
instar populagdo RV; (B) 1° instar populacdo LEM; (C) 2° instar
populacdo RV; (D) 2° instar populacdo LEM; (E) 3° instar populacdo
RV; (F) 3° instar populacdo LEM; (G) 4° instar populacdo RV; (H) 4°
instar populacdo LEM; (1) 5° instar populacdo RV; (J) 5° instar
populacdo LEM. Colunas representadas por cada tratamento, seguida de
mesma ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra de

erro representa o erro padrao (+ EP).
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3. Secéo Experimental
3.1 H. armigera
Duas populac@es distintas de H. armigera, provenientes dos municipios de Rio Verde

(GO) e Luis Eduardo Magalhédes (BA) (Figura 3), presentes na cultura da soja (Glycine max
L.), foram utilizadas nos bioensaios. As duas populagdes foram cedidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo, Sete Lagoas (MG), Nucleo de Biologia Aplicada, Area de Pesquisa em Controle
Biologico, sob coordenacdo do Dr. Fernando Hercos Valicente, em um total de 100 lagartas
de cada populacgéo.

Figura 3. Localizacdo das coletas das duas populacGes de Helicoverpa armigera

utilizadas na referida pesquisa. (1) municipio de Luis Eduardo Magalhdes (BA);

(2) municipio de Rio Verde (GO).

Os insetos foram conduzidos ao laboratério e identificados, sendo realizada a criagdo
massal por 10 geracdes, para posterior confeccdo dos bioensaios. Para a criacédo foi utilizada
uma dieta artificial proposta por GREENE et al. [48] com a adi¢cdo de uma solucdo vitaminica
(&cido folico: 0,125 g; biotina: 0,01 mg; vitamina B12: 0,001 g; vitamina B6: 0,125 g;
vitamina B2: 0,25 g; vitamina B1: 0,125 g; vitamina B5: 0,5 g; e vitamina B3: 0,5 g) diluida
em 100 mL de agua estéril.
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3.2 Patogenicidade de B. thuringiensisa H. armigera

Para realizacdo dos bioensaios foram selecionados trés formulados comerciais a base
®
de B. thuringiensis, Dipel PM (Sumitomo Chemical do Brasil repres. Ltda), com as toxinas

®
CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2 presentes em sua formulacdo, Xentari WG (Sumitomo

Chemical do Brasil repres. Ltda.), que contém em sua composicdo as toxinas CrylAa,

®
CrylAb, CrylC e CrylD, e Agree WG (Bio Controle Métodos de Controle de Pragas Ltda),
composto pelas toxinas CrylAc, CrylC, CrylD e Cry2. Foram realizados pré-testes para
determinar a concentracdo dos produtos biol6gicos responsaveis por ocasionar mortalidade

entre 80 a 95% de lagartas de 1° instar de H. armigera, sendo entdo determinada a

concentracédo de 1 x 107esporos/mL. Foram realizados também dois pré-testes para avaliar o
melhor método de bioensaio para os diferentes instares do inseto, relacionados com a
aplicacdo superficial de uma pequena aliquota da solucdo de B. thuringiensis na dieta e
também pela incorporacao da solugdo na dieta, conduzidos de acordo com Beegle [49] e Ferré
et al. [50].

Os ensaios para lagartas de primeiro instar foram realizados em recipientes plasticos
esfericos de 2 cm de didmetro e 3 cm de altura. Em cada recipiente plastico foi vertido dieta
de criacdo até completar 1 cm de altura. Apdés a secagem da dieta foi aplicado
superficialmente 50puL da solu¢do de cada produto comercial bioldgico, em que, apds a
evaporacdo do excesso de umidade, foi inserida uma lagarta de primeiro instar com menos de
24 h de vida, em um total de 100 lagartas por tratamento, em que, cada conjunto de 10
lagartas representou uma repeticdo. Para as lagartas de 2°, 3° 4° e 5° instares, a dieta foi
preparada com um teor de agua reduzido em 10%, em que, a dieta foi mantida liquida em
banho-maria entre 55-60 °C, ao atingir esta temperatura era acrescido a dieta a solucdo de
cada produto a base de B. thuringiensis, a dieta entdo foi vertida nos recipientes plasticos e,
apos a secagem da mesma, foi inserida uma lagarta para cada recipiente. A idade das lagartas
utilizadas foi entre 12 a 24 h apds a muda.

O mesmo procedimento foi realizado para o controle, porém, utilizando-se somente
agua destilada estéril sobre ou incorporada a dieta. Os experimentos foram conduzidos em
sala climatizada (26 + 1 °C, 70 £ 10% de UR e fotofase de 12 h). A patogenicidade dos
produtos comerciais a base de B. thuringiensis foi avaliada diariamente até o sétimo dia, para

a determinacdo da mortalidade.
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3.3 Andlise dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos e 10 repeticdes. Os dados de mortalidade foram corrigidos de acordo com
metodologia proposta por Abbott [51]. Quando a mortalidade no tratamento controle foi
superior a 10%, o referido bioensaio foi descartado e novamente conduzido. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (P < 0,05) utilizando o programa estatistico SAS Institute [52].

4. Concluséao

As toxinas contidas nos produtos comerciais Dipel®, Xentari® e Agree® foram
eficientes no controle das duas populacdes estudadas, principalmente sobre lagartas de
primeiro instar.
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Capitulo 3 - Suscetibilidade de duas populacdes brasileiras de
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) aos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi e

Metarhizium anisopliae.

Resumo: A pesquisa objetivou analisar a suscetibilidade de duas populacdes de
Helicoverpa armigera aos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e M. rileyi. As populagbes de H. armigera foram coletadas
em cultivos de soja oriundos dos municipios de Rio Verde (GO) e Luis Eduardo
Magalhaes (BA), sendo conduzidas ao laborat6rio e mantidas em dieta artificial até a
décima geracdo. Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae foram
obtidos a partir dos produtos comerciais biolégicos Boveril® PM e Metarril® PM,
respectivamente, enquanto que M. rileyi foi isolado de cadaveres de H. armigera,
sendo padronizados na concentracdo de 10° conidios viaveis/mL. Os bioensaios
foram conduzidos em recipientes esféricos de plastico (2 cm de didmetro x 3 cm de
altura), sendo vertido dieta artificial de criagdo até completar 1 cm de altura. Apés
este processo foi realizada a imersao das lagartas de 1° instar na solucao do fungo
entomopatogénicos. Em cada recipiente foi inserida uma lagarta de primeiro instar,
com menos de 24 h de vida, totalizando 100 lagartas por tratamento, distribuidas em
10 repeticoes. As avaliacdes foram efetuadas a cada 24 h, até o decimo dia da
confeccdo do bioensaio. Com relacdo a populacdo de H. armigera coletada no
municipio de Rio Verde, o fungo M. rileyi causou 56% de mortalidade em lagartas de
primeiro instar, diferindo significativamente quando comparado com B. bassiana,
com 34% de mortalidade. Para a populagdo de Luis Eduardo Magalhdes, a maior
mortalidade de lagartas de H. armigera também foi observada para o tratamento
com M. rileyi, porém nao foi significativo em relacdo aos demais micro-organismos.
O fungo entomopatogénico M. rileyi ocasionou maior mortalidade em lagartas de
primeiro instar de H. armigera quando comparado com os demais entomopatogenos,

apresentando, porém, baixa eficiéncia de controle para com a referida praga.



65

1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga mundial
gue se alimenta de mais de 300 espécies de plantas e desenvolveu resisténcia a
inseticidas quimicos e bioldgicos (Wang, 2010) sendo conhecida por ser a praga
mais adaptavel em todo o mundo (Rajapakse, 2007), € responsavel por grandes
perdas econémicas em todo o mundo (Chougule et. al., 2005; Sekulic et al., 2004;
Ignacimuthu & Jayaraj, 2003), devido ao seu habito polifago, alta mobilidade dos
adultos (2.000 km) (Nibouche et al. 1998), fecundidade e diapausa facultativa e
ampla distribuicdo geogréafica sdo as caracteristicas fisioldgicas importantes que
facilitam a sobrevivéncia de H. armigera mesmo em habitats adversos (Guoqing et
al., 2001; Guo, 1997; Zalucki et al., 1986; Fitt, 1989).

Sua alta capacidade de migracédo pode ocasionar a formacao de diferentes
populacdes de H. armigera podem se formar devido ao isolamento geogréafico, com
consequente isolamento reprodutivo, originando populagbes fisiologicamente
diferentes. Estas diferencas fisiologicas podem influenciar na suscetibilidade as
diversas taticas de controle o que implicaria na necessidade de elaboracdo de
sistemas de manejo de acordo com a variabilidade populacional. Essa variacdo de
resposta pode ocorrer para entomopatdogenos conforme observado para populacdes
de Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda oriundas de paises da América Latina,
Europa e de diferentes estados brasileiros (Monnerat et al., 2006; Polanczyk et al.,
2005; Gonzales-Cabrera et al., 2001).

Devido a uma longa historia de uso de inseticidas no controle desta praga,
populacbes de H. armigera gradualmente tornaram-se resistentes a muitos
inseticidas, incluindo fipronil, chlorfenapyr, spinosad e indoxacarb (Ahmad et al.
2003; Wu 2007). Este fato aliado a auséncia de plantas resistentes e a falta de
medidas de controle adequadas a H. armigera torna dificil controlar de forma
satisfatoria esse inseto no campo (Chougule et al. 2005).

Os relatos de rapida evolucdo da resisténcia em populagcfes desta espécie e
0 aumento da cobranca por parte do publico consumidor por uma producdo de
alimentos mais saudavel e sustentavel tem levado os agricultores a buscar medidas

alternativas aos agrotoxicos. Fungos entomopatogénicos tém grande potencial como
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agentes de controle de insetos-praga e sdo um componente importante dentro de
sistemas integrados de manejo de pragas (Kaur & Padmaja, 2008; Peng et al. 2008;
Thungrabeab & Tongma, 2007; Coates et al. 2002). Diversos fungos
entomopatogénicos, como Lecanicillium sp. (Ownley et al. 2010; Jung et al.2006),
Beauveria bassiana (Quesada-Moraga et al. 2006; Chandler & Davidson, 2005) e
Metarhizium anisopliae (Sahayaraj & Francis Borgio, 2010; Dong et al. 2007) séo
utilizados para controlar hemipteros, lepidopteros e coleépteros.

H. armigera uma praga recentemente encontrada no Brasil (Czepak et al.,
2013) o manejo desta praga ainda se encontra em fase inicial, portanto é
imprescindivel estudos que avaliem a suscetibilidade de H. armigera a agentes de
controle microbiano considerando a possivel variabilidade populacional. Desta forma
este projeto tem como objetivo verificar a suscetibilidade de duas populacbes
distintas de H. armigera a isolados e de Beauveria bassiana, Metarhizium rileyi e

Metarhizium anisopliae.

2. Materiais e métodos

Duas populacdes de H. armigera, provenientes dos municipios de Rio Verde
(GO) e Luis Eduardo Magalhdes (BA), coletadas na cultura da soja (Glycine max L.),
foram utilizadas nos bioensaios. Cem lagartas das duas populacdes foram cedidas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa), Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas (MG), Nucleo de Biologia Aplicada, Area de
Pesquisa em Controle Biologico, sob coordenacdo do Dr. Fernando Hercos
Valicente.

Os insetos foram identificados e criados em laboratorio, sendo realizada a
criacdo massal por 10 geracdes, para posterior realizacdo dos bioensaios. Para a
criacao foi utilizada uma dieta artificial proposta por GREENE et al. (1976) com a
adicdo de uma solugdo vitaminica (acido félico: 0,125 g; biotina: 0,01 mg; vitamina
B12: 0,001 g; vitamina B6: 0,125 g; vitamina B2: 0,25 g; vitamina B1: 0,125 g;

vitamina B5: 0,5 g; e vitamina B3: 0,5 g) diluida em 100 mL de agua estéril.

2.1.Patogenicidade dos fungos entomopatogénicos.
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Foram utilizados dois formulados comerciais a base de fungos
entomopatogénicos, Boveril® WP, 5,0x10° conidios vidveis por grama, Itaforte Bio
Produtos (Beauveria bassiana) e Metarril® WP, 5,0x10° conidios viaveis por grama,
Itaforte Bio Produtos (Metarhizium anisopliae). Os formulados comerciais foram
diluidos em &gua destilada estéril e a concentracéo ajustada a 10° conidios/mL, com
auxilio de camara de Neubauer e microscépio 6ptico, de acordo com a especificacao
do fabricante. Também foi testado um isolado de Metarhizium rileyi encontrado em
cadaveres de H. armigera. O isolado foi replicado em pacas de petri contendo meio
de cultura BDA (batata, dextrose e agar), apos 15 dias de crescimento o fungo foi
raspado do meio de cultura com o auxilio de uma al¢ca de platina e colocado em
agua destilada estéril e a concentracao ajustada a 10%conidios/mL.

Os ensaios foram realizados em recipientes plasticos esféricos, do tipo brilho
labial, com 2 cm de diametro e 3 cm de altura. Em cada recipiente plastico foi vertido
dieta de criacdo até completar 1 cm de altura. Apds a secagem da dieta foi inserida
uma lagarta de primeiro instar com menos de 24 h de vida, que antes de serem
acondicionadas nos recipientes foram imersas por 5 segundos na solucdo do
produto na concentracdo 10° conidios/mL. Apds a evaporacdo do excesso de
umidade, 100 lagartas de primeiro instar foram acondicionadas individualmente por
tratamento, em que, cada conjunto de 10 lagartas representou uma repeticéo.

O mesmo procedimento foi realizado para a testemunha, mas utilizando
somente agua destilada estéril para a imersdo das lagartas. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 10
repeticdes, sendo conduzido em sala climatizada (26 + 2°C, 70 + 10% de UR e
fotofase de 12h) e avaliados diariamente até o decimo dia. A mortalidade das
lagartas foi avaliada diariamente, determinando a mortalidade e o tempo letal medio
(TL50), para a analise da TLsp serdo considerados apenas os formulados que
apresentaram mortalidade superior a 80%. Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa Mini-Tab. A TLso sera determinada atraves do programa Mini-
Tab.

2.2.Efeito Subletal
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Com o objetivo de observar possiveis efeitos subletais nos insetos
sobreviventes nos testes de patogenicidade, foi realizada a pesagem das pupas dos
tratamentos, e da testemunha. A pesagem de pupas foi realizada em balanca
analitica devidamente calibrada. Os insetos foram individualizados em recipientes
plasticos similares aos utilizados para criacdo de H. armigera, e foi realizada a
sexagem para determinar a propor¢cdo de machos e fémeas. Apds a emergéncia
foram montadas gaiolas com dois casais de adultos sobreviventes que foram usados
para avaliar a oviposicdo, viabilidade dos ovos e longevidade. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade, utilizando o programa Mini-Tab.

3. Resultados

3.1.Mortalidade de neonatas de H. armigera aos fungos entomopatogénicos

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi.

Nos bioensaios de mortalidade utilizando os fungos entomopatogénicos as
lagartas da populacdo proveniente do municipio de Rio Verde apresentaram
mortalidade de 34 % para o fungo B. bassiana, apresentando diferenca significativa
para os tratamentos controle e M. rileyi. A mortalidade foi igual a 39% para M.
anisopliae que apresentou diferenca significativa apenas para o tratamento controle,
e para o fungo M. rileyi a mortalidade foi de 56% n&o mostrando diferenca

significativa para o tratamento com M. anisopliae (Fig. 1).

Figura 1. Mortalidade média (%) de neonatas de Helicoverpa armigera provenientes
do municipio de Rio Verde — GO submetidas aos fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi. Colunas representadas por cada
tratamento, seguida de mesma néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A barra
de erro representa o erro padrao (+ EP)
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Figura 2. Mortalidade média (%) de neonatas de Helicoverpa armigera provenientes
do municipio de Luis Eduardo Magalhdes — BA submetidas aos fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi. Colunas representadas por
cada tratamento, seguida de mesma néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). A

barra de erro representa o erro padrdo (+ EP)
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Na populacdo vinda do municipio de Luis Eduardo Magalhdes os tratamentos
com B. bassiana, M. anisopliae e M. rileyi apresentaram mortalidade igual a 36,00%,
42% e 53% respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos,

porem todos se diferenciaram significativamente da testemunha que apresentou

uma mortalidade de 7% (Fig. 2)
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3.2.Efeitos subletais nos insetos provenientes da cidade de Rio Verde
sobreviventes nos testes de patogenicidade.

De maneira geral o periodo larval das lagartas submetidas aos tratamentos
com os fungos entomopatogénicos mostrou-se ligeiramente maior do que o periodo
larval do controle (Tabela 1). O periodo larval das lagartas da testemunha da
populacdo de Rio Verde foi em média de 16,20 dias, diferenciando
significativamente dos demais tratamentos. As lagartas desta populacdo tratadas
com B. bassiana apresentaram um periodo larval médio de 20,47, com diferenca
significativa para M. anisopliae e M. rileyi. O periodo larval médio de lagartas
tratadas com o fungo M. anisopliae foi de 21,07 dias, diferindo significativamente
apenas do tratamento controle. O tratamento com M. rileyi ndo se diferenciou do
tratamento com M. anisopliae e apresentou periodo larval de 21,57 + 0,24 dias (Tab.
1).

As pupas das lagartas sobreviventes dos tratamentos com B. bassiana e M.
anisopliae apresentaram respectivamente peso de 0,297 + 0,001 e 0,298 = 0,001
gramas, se diferenciando significativamente dos tratamentos controle e do
tratamento com M. rileyi (Tab. 1).

As pupas provenientes das lagartas submetidas ao fungo M. rileyi pesaram
em média 0,287 + 0,004 gramas, estatisticamente diferentes dos demais tratamentos
(Tabela 1).

O numero de ovos por fémea nao apresentou diferenca significativa nos
tratamentos B. bassiana, M. anisopliae e M. rileyi em qual cada fémea ovipositou em
media respectivamente 169,80 + 9,82, 147,40 + 22,05 e 166,40 = 20,93 ovos, todos
os tratamentos se diferenciaram do tratamento controle no qual as fémeas
ovipositaram 354,60 * 15,95 ovos (Tab. 1).

Tabela 1. Periodo larval, peso de pupa fecundidade e fertilidade dos sobreviventes
de H. armigera oriundos do municipio de Rio Verde submetidos ao tratamento com o0s

fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi.
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Colunas representadas por cada tratamento, seguida de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Fecundidade (n°

Tratamento Periodo Larval (dias) Peso de Pupa (Q) Fertilidade (%)

ovos/fémea)
Controle 16,20+ 0,15 ¢ 0,331 +0,001a 354,60+1595a 72,40+291a
Beauveria bassana 20,47 +£0,31b 0,297 +£0,001b 169,80+9,82b 5340+240Db
Metarhizum anisopliae 21,07 +£0,19ab 0,298 +0,001 b 147,40+22,05b 51,60%+3,26b
Metarhiziumrileyi 21,57 +0,24a  0,287+0,004c 166,40 +20,93b 48,60+ 2,87 b
F 113,75 92,34 29,64 14,03
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Os ovos das fémeas provenientes do tratamento controle apresentaram maior
fertilidade com 72,40 + 2,91%, diferenciando significativamente dos demais
tratamentos que obtiveram uma porcentagem de fertilidade de 53,40 £ 2,40% para o
fungo B. bassiana, 51,60 + 2,40% para M. anisopliae e uma fertilidade de 48,60 *
2,87% para M. rileyi (Tab. 1).

3.3.Efeitos subletais nos insetos provenientes da cidade de Luis Eduardo

Magalhdes sobreviventes nos testes de patogenicidade.

O periodo larval das lagartas submetidas aos tratamentos com os fungos
entomopatogénicos foi maior quando comparado com o controle, os tratamentos
com os fungos néo se diferenciaram entre si, mas diferenciaram significativamente
do controle.

Os tratamentos com os fungos entomopatogénicos nao se diferenciaram entre
si em relagcdo ao peso das pupas, apenas o tratamento controle com peso de 0,326
+ 0,001 gramas apresentou diferenca significativa (Tabela 2). O mesmo aconteceu
para a fecundidade dos ovos, apenas o tratamento controle apresentou diferenca
significativa para os demais tratamentos, apresentando um numero médio de ovos
por fémea de 384,20 + 13,84 para o tratamento controle, 167,00 + 17,18 para o
tratamento com B. bassiana, 163,20 + 20,63 para M. anisopliae e 137,40 + 24,58
para M. rileyi (Tabela 2).

Na avaliacdo da fertilidade dos ovos o tratamento B. bassiana apresentou
48,40 + 4,17% de fertilidade, M. anisopliae apresentou 45,40 + 3,01% de fertilidade e
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53,60 * 4,27% para M. rileyi os trés tratamentos ndo apresentaram diferenca

significativa entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Periodo larval, peso de pupa fecundidade e fertilidade dos sobreviventes
de H. armigera oriundos do municipio de Luis Eduardo Magalhdes submetidos ao
tratamento com os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
e Metarhizium rileyi. Colunas representadas por cada tratamento, seguida de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Fecundidade  (n°

Tratamento Periodo Larval (dias) Peso de Pupa (g) ovos/femea) Fertilidade (%)
Controle 1553+0,17b 0,326 £0,001a 384,20+13,84a 77,80+3,06a
Beauveria bassana 21,37+056a 0,295+0,001b 167,00+17,18b 48,40+4,17b
Metarhizium anisopliae 19,90+ 0,80a  0,295+0,002b 163,20+ 20,63b 4540+3,01b
Metarhiziumrileyi ~  20,12+0,27a _ 0,294+0,003b 137,40+24,58b 53,60 +4,27b
F 24,29 63,41 34,84 16,02
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

4. Discussao

Os

bassiana, Metarhizium anisopliae e Metarhizium rileyi sdo patogénicos para lagartas

resultados mostram que os fungos entomopatogénicos Beauveria

de Helicoverpa armigera. Os fungos entomopatogénicos tém grande potencial para o
controle de pragas de insetos lepidépteros (Vega-Aquino et al.,, 2010), porem as
cepas dos fungos utilizados ndo mostraram resultados satisfatorios no controle dos
primeiros estagios larvais. Trabalhos com bioensaios demonstram a eficacia de
fungos entomopatogénicos contra varios estagios larvais de H. armigera (Nguyen et
al. 2007; Wakil et al., 2013) estes resultados vao contra os resultados obtidos neste
trabalho.

De maneira geral os trabalhos que testam a mortalidade de lepidopteros com
fungos demonstram uma maior mortalidade nos primeiros instares larvais, com a
mortalidade apresentando uma queda nos ultimos estagios (Hafez et al., 1997, Inglis
et al., 2001). Os diferentes estagios de desenvolvimento de insetos mostram
variacdo na sua susceptibilidade a infeccdo por fungos entomopatogénicos. Isto

pode ser devido ao aumento de melanina na cuticula que impede a penetracédo do
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tubo de germe de fungos (Wilson et al., 2001). A concentracdo utilizada de cada
patbgeno também ¢é fator determinante para a mortalidade dos insetos
(Koppenhofer, Kaya, 1997; Malakar et al., 1999; Wraigth, Ramos, 2005).

Na relacdo patdgeno-hospedeiro, o processo de infeccdo inicia-se pela
adesdo da estrutura reprodutiva do fungo na cuticula do inseto, podendo ser
especifico ou ndo especifico (Fargues, 1984). Para B. bassiana e M. anisopliae este
mecanismo nao é especifico, sendo relacionado a camada hidrofobica presente na
superficie destas estruturas (Mozes, Rouxhet,1987; Boucias et al., 1988). Além
deste mecanismo, existem complexos especificos representados por substancias
quimicas secretadas por fungos entomopatogénicos, que sdo responsaveis por
facilitar a adesdo das estruturas reprodutivas na cuticula do inseto (Boucias et al.,
1988), fatores que podem ter influenciado na baixa mortalidade de H. armigera.

Além destes mecanismos, a reduzida capacidade do entomopatégeno em
utilizar os nutrientes disponiveis na superficie da cuticula do inseto para seu
desenvolvimento e a auséncia de caracteristicas necessarias para o reconhecimento
de um hospedeiro suscetivel ou do local de infeccdo penetravel sdo importantes
fatores para a auséncia ou reduzida infeccdo de um fungo entomopatogénico em
relacéo a determinada espécie de inseto (Hajek, St. Leger, 1994).

Durante o processo germinativo, a velocidade pela qual a estrutura
reprodutiva do fungo consegue penetrar na cuticula do inseto pode ser dependente
do isolado utilizado, das condi¢cdes ambientais, da espessura da cuticula do inseto,
do passado térmico das estruturas reprodutivas, da densidade do conidio e da
variedade de enzimas extracelulares sintetizadas por fungos entomopatogénicos
responsaveis pela degradagdo da cuticula (David, 1967; St. Leger et al., 1986;
Paterson et al., 1994; Alves, 1998; Hajek et al., 2002). O fungo pode demorar até
trés dias para penetrar na cuticula do inseto (Moino Junior et al., 2002).

A mortalidade significativa observada pode estar relacionada a penetracao
fungica no tegumento do inseto através da combinacdo dos processos de pressao
mecanica e a¢do enzimatica (Goettel et al., 1989; El-Sayed et al., 1991; Arruda et
al., 2005). As enzimas sintetizadas pelos fungos entomopatogénicos, responsaveis
pela degradacdo da maioria dos componentes da cuticula dos insetos, sao

compostas principalmente por proteases, quitinases e esterases (Charnley, St.
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Leger, 1991), com variabilidade quanto a composicdo em relacdo a espécie e/ou
isolado do entomopatdégeno, que pode ter sido um importante fator na mortalidade
de H. armigera. Devi et al. (2003) tambem relata, através de bioensaios, uma menor
susceptibilidade de H. armigera ao fungo M. rileyi, quando comparada com outras
espécies de lepidopteras como Spodoptera litura (Fabricius) (Lepdoptera:
Noctuidae). Porem essa variagao na susceptibilidade pode estar ligada a viruléncia
das cepas testadas (Ignoffo, Garcia, 1985; Prasad, et al., 1989).

A mortalidade causada pelos fungos entomopatogénicos é dependente de
fatores limitantes como componentes nutricionais da cuticula, reagdes quimicas e
acdo de micotoxinas (Smith, Grula, 1982; Kerwin, 1984; Li et al., 2012), com
importancia em relacdo a viruléncia de determinado entomopatégeno (Zhang et al.,
2008). A baixa mortalidade de H. armigera obtida nos bioensaios podem sugerir um
grau de resisténcia das populacdes brasileiras as cepa utilizadas no estudo, pois H.
armigera apresenta um alto grau de adaptacdo. Ha varios relatos de resisténcia
desse inseto a diversos inseticidas em todo o mundo (Kranthi et al., 2002; Wyckhuys
et al. 2013) mostra que em um estudo onde foram incluidos 30 espécies de
artropodes pragas, com importancia agricola, onde todos apresentam alta incidéncia
de resisténcia a inseticidas, H. armigera se destaca apresentando 640 casos de
resisténcia, ficando bem a frente de insetos como Plutella xylostella (Linnaeus)
(Lepidoptera: Plutellidae) e Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae).
Aléem da facilidade de desenvolver resisténcia H. armigera apresenta uma alta
imunidade inata nas larvas que respondem tanto nos niveis celular e humoral contra
agentes patogénicos (Wang et al, 2013). A imunidade inata de H. armigera possui
plasmatdcitos capaz formar uma massa de cipsulas em torno de corpos estranhos e
hemdécitos granulares fagocitam patdégenos estranhos, este sistema imune dificulta a
entrada de patdgenos como, fungos, bactérias e virus no sistema da lagarta (Wang
et al, 2013; Ribeiro, Brehélin, 2006). Alves, (2008) relata que conidios e micélios do
fungo M. rileyi sdo reconhecidos pelo sistema imune dos insetos, dificultando assim
sua colonizagao.

No presente estudo, o0s mdultiplos efeitos subletais dos fungos
entomopatogénicos foram encontrados nas lagartas sobreviventes e nos adultos de

H. armigera. Em geral, houve pouca diferenca nos efeitos causados pelos fungos B.
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bassiana, M. anisopliae e M. rileyi. Os efeitos negativos no desenvolvimento dos
insetos resultou em redugdo no tamanho das lagartas, bem como o potencial
reprodutivo. Da mesma forma, Hafez et al. (1997) documentaram diferentes efeitos
subletais em Phthorimaea operculella (Zeller) (Lepidoptera: Gelechiidae), tratadas
com B. bassiana. Reducédo na longevidade e fecundidade de traca das cruxiferas, P.
xylostella, devido ao tratamento inseticida também foi documentada por Kumar e
Chapman (2006).

O menor peso encontrado nas pupas é provavelmente parte de uma resposta
imune das lagartas infectadas pelos fungos, que podem consumir nutrientes,
suprimir a defesa, ou afetar a fungéo vital dos insetos (Clarkson, Charnley, 1996),
sendo relatada a reducédo na alimentacdo em alguns insetos infectados por fungos,
(Hornbostel et al., 2004; Hajek e St. Leger, 1994). O inseto hospedeiro apresenta
diversos tipos de reac¢des imunes, humoral e celular, contra o fungo (Vey and Gotz,
1986), mas o patdgeno pode supera-los através de uma combinacdo de eventos,
incluindo danos mecéanicos por um crescimento de hifas e produgcdo de toxinas
(Inglis et al., 2001). A um nivel subletal, qualquer destes processos em conjunto com
0 esgotamento de nutrientes causado pelo crescimento do fungo pode direta ou
indiretamente afetar o hospedeiro (Quesada-Moraga et al., 2004).

Sharma et al. (1994) estudou as alteracfes fisiologicas em lagartas de H.
armigera tratadas com B. bassiana e descobriram que as toxinas presentes no
fungos destruiram o equilibrio normal do sistema fisioldégico dos insetos, reduzindo a
eficiéncia respiratéria 0 que permitiu 0 acumulo de carboidratos. Eles também
demonstraram que metabolitos toxicos desempenham um papel importante na
reducdo de proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos. Deficiéncia nutricional e
toxinas, atuando isoladamente ou em conjunto, pode afetar drasticamente o
desenvolvimento de um inseto, especialmente em processos criticos, tais como
reproducao e muda que tém uma alta demanda energeética.

Efeitos inibidores tais como a reducdo da fecundidade e fecundidade dos
ovos indica sucesso na invasdo do fungo no inseto hospedeiro. H4 uma possivel
ligacdo entre a infeccdo e os efeitos subletais, como a capacidade reprodutiva dos

adultos, como sugerido por Mulock e Chandler (2001). Daniels et al. (1996) relata



76

gue o unico fator entre sucesso e o fracasso na reproducdo por Ixodes scapularis
(Acari: Ixodidae). foi o tamanho do corpo das femeas.

No entanto, existem poucos estudos conclusivos disponiveis sobre os efeitos
subletais de fungos em potencial reprodutivo de insetos. Por isso, pode-se levantar a
hipotese de que as larvas infectadas por fungos pode ter adquirido e armazenado
recursos de nutrientes menores do que a de larvas do tratamento controle, podendo

afetar a fecundidade das fémeas.

5. Concluséo

Os fungos B. bassiana, M. anisopliae e M. rileyi sdo patogénicos para H.
armigera. O fungo entomopatogénico M. rileyi ocasionou maior mortalidade em
lagartas de primeiro instar de H. armigera quando comparado com o0s demais
entomopatdgenos, apresentando, porém, baixa eficiéncia de controle para com a

referida praga.
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