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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

PROSPECCAO DE FUNGOS PARA O CONTROLE DE
Anticarsia gemmatalis HUBNER, 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

AUTOR: FABIO RODRIGO DE OLIVEIRA
ORIENTADOR: SONIA THEREZA BASTOS DEQUECH
Local e data da defesa: Santa Maria, 15 de margo de 2013.

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis, € considerada o principal inseto-praga dessa
cultura. Para o seu controle, uma alternativa aos métodos quimicos é o controle microbiano,
inserido dentro do controle bioldgico de pragas. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o
isolamento de fungos de lagartas de A. gemmatalis contaminadas e avaliar o potencial
patogénico das culturas fungicas isoladas. Para o fungo que ocasionou a maior porcentagem
de mortalidade das lagartas expostas, foi verificada a capacidade de producdo enzimatica e a
viabilidade de producdo. Ainda, foi avaliada a patogenicidade e foram estabelecidas a DLz, €
a DLgo da melhor formulacdo obtida. O isolamento dos fungos se deu partir de lagartas, em
estdgio de mumificacdo, obtidas na regido central do Estado do Rio Grande do Sul. A
mortalidade das lagartas, aliada a observacdo de estadgio de mumificacdo nas mesmas, serviu
para identificar a espécie Aspergillus nomius como apresentando o melhor resultado (cerca de
95% de mortalidade) dentre os 20 fungos isolados. N&o se observou o crescimento desse
fungo em meios de cultura ricos em quitina e lipidios. Porém, houve crescimento em meio
contendo proteina, podendo-se sugerir que o fungo é um bom produtor de enzimas do tipo
proteases. No teste visando avaliar a viabilidade de producdo de A. nomius, a concentracao
média (conidios.mL™) de esporos em todos os tratamentos foi semelhante, sendo que a
maioria ficou na casa de 10 conidios.mL™. Visualmente, no tratamento com 25% de volume
de agua por volume de arroz (50mL), adicdo de caseina no meio e adicdo de 6 mL de
suspensdo de esporos do fungo A. nomius, e que resultou em 2,88x10 conidios.mL™, o arroz
ficou mais solto e, com isso, mais aerado, o que pode ter resultado numa tendéncia de melhor
desenvolvimento do fungo. Foi avaliada a patogenicidade desse formulado, obtendo-se um
alto nivel de mortalidade em lagartas de A. gemmatalis, semelhante aos resultados obtidos
qguando foram aplicadas suspensdes de esporos originadas diretamente das placas de
crescimento do fungo. Ainda, na mesma concentracdo de conidios mencionada, porém
testando-se varias dosagens, foram obtidos valores em torno de 2,23x10° e 1,46x10%
mL.lagarta™, correspondentes & CLsy  Cloo, respectivamente, estimadas utilizando-se o
método de Probit. Por fim, conclui-se que A. nomius apresenta um alto potencial com vistas a
uma possivel utilizacdo como agente de controle bioldgico de A. gemmatalis em cultivos da
soja. Porém, por se tratar de um fungo com potencial patogénico para 0 homem e para outros
animais da fauna nativa, é necessario aprofundar estudos relacionados a producdo de
aflatoxinas por esse entomopatdgeno e seus efeitos no ambiente.

Palavras-chave: controle bioldgico, entomopatogenos, Aspergillus nomius, lagarta-da-soja.
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The velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis, is considered a major insect pest of
soybean. For its control, an alternative to chemical methods is the microbial control, inserted
into the pest biological control. Thus, the objective of this study was to isolate fungi from
contaminated A. gemmatalis caterpillars and evaluate the pathogenic potential of isolated
fungal cultures. For the fungus that caused the greatest mortality percentage of larvae
exposed, enzymatic production capacity and production feasibility were found. Still,
pathogenicity was evaluated and LCsy and LCgq from the best formulation obtained were
established. The fungi isolation occurred from caterpillars on mummification stage, obtained
in the central region of Rio Grande do Sul. Larvae mortality, allied to observation of
mummification stage, lead to identify the species as Aspergillus nomius presenting the best
results (about 95% mortality) among the 20 isolated-fungi. There was no growth of this
fungus in culture media rich in chitin and lipids. However, there was growth in a media
containing protein, which might suggest that the fungus is a good protease type enzyme
producer. Testing to evaluate A. nomius production feasibility, the average spore’s
concentration (conidia mL™) in all treatments were similar, with the majority stayed with 10™°
conidia.mL™. Visually, the treatment with 25% water volume per rice volume (50mL),
addition of casein in the medium and adding of 6 mL of spore suspension of the fungus A.
nomius, which resulted in 2.88 x10™ conidia mL™, the rice was looser and, therefore, more
aired, which may have resulted in a trend toward to a better fungus development. It was
evaluated the pathogenicity of this formulated, yielding a high level of mortality among A.
gemmatalis larvae, similar to results obtained when spore suspensions originated were applied
directly from the fungus growth plates. Yet, at the same conidia concentration mentioned, but
testing various dosages, values around 2,23x10° and 1,46x10™° mL.lagarta™ were obtained,
corresponding to LCsp and LCg, respectively, estimated by probit method. Finally, it is
concluded that A. nomius presents a high potential regarding to a possible use as A.
gemmatalis biological control agent in soybean crops. However, because it is a fungus with
pathogenic potential for humans and other native fauna animals, it is necessary further studies
related to aflatoxin production by this pathogen and its effects on the environment.

Key words: biological control, entomopathogens, Aspergillus nomius, velvetbean caterpillar
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1 INTRODUCAO

No contexto das grandes culturas produtoras de grdos, a soja figura como uma das
principais e foi a que mais cresceu em termos percentuais nas Ultimas décadas, tanto no Brasil
qguanto em nivel mundial. A producdo de soja no Brasil, na safra 2011/2012, foi de 68,75
milhdes de toneladas, sendo que a area de plantio totalizou 24,97 milhdes de hectares,
correspondendo a um acréscimo de 3,3% ou 791,2 mil hectares sobre safra 2010/2011,
passando a ser a maior safra cultivada com soja no Pais (BRASIL, 2012).

A modernizacdo da agricultura, atraves do pacote tecnoldgico adotado a partir da Il
Guerra Mundial, levou a adocdo de praticas como a simplificacdo dos agroecossistemas
através da implementacédo de sistemas de producgédo baseados na monocultura, sobreposicao de
ciclos naturais, mecanizacdo intensiva, irrigacdes pesadas, adubagcbes muitas vezes
excessivas, especialmente através do uso de fertilizantes altamente sollveis e uso
indiscriminado e massivo de agrotdxicos, portanto com alto aporte e dependéncia de insumos
externos de alto custo. Embora essas préaticas agricolas tenham impulsionado a producéo
mundial de alimentos, efeitos negativos da adocdo de tais praticas, tais como erosao,
contaminacdo dos solos e mananciais, perda da diversidade da fauna e flora, ressurgimento de
pragas e resisténcia de pragas aos agrotoxicos, comecaram a ser percebidos (MENEZES,
2003).

Assim, a sustentabilidade, definida como sendo a capacidade da geracdo presente de
suprir suas necessidades sem comprometer a capacidade de suprimento das necessidades das
geracOes futuras, passou a ser um dos grandes desafios da humanidade e, principalmente do
setor primario, produtor de alimentos. Por outro lado, a sustentabilidade da sojicultora, do
ponto de vista econdmico e ambiental, vem sendo, nos ultimos anos, constantemente
ameacada devido as intempéries climaticas, a elevada incidéncia de plantas daninhas, de
insetos-praga e de doengas que até pouco tempo ndo causavam danos econdmicos a cultura
(LIMA et al., 2008).

Dentre as pragas da soja destaca-se, nas diferentes regides produtoras, a lagarta-da-
soja, Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), considerada um dos principais
insetos-praga da cultura. Além do uso de agroquimicos, diferentes alternativas de controle s&o
exploradas para viabilizar a manutencdo de A. gemmatalis abaixo do nivel de dano

econdmico.



13

Nesse contexto, o0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) torna-se uma ferramenta
imprescindivel para o sucesso no cultivo, pois seus principios estdo baseados na reducdo
significativa no uso de agroquimicos a partir do monitoramento de infestagdes e no uso de
alternativas mais sustentaveis para o controle de insetos-praga, como, por exemplo, o controle
bioldgico. Esse método torna-se uma alternativa viavel no controle de pragas agricolas por
ser de custo relativamente baixo e de menor risco & saude humana e ao meio ambiente.
Porém, se utilizado isoladamente, nem sempre é suficiente para reduzir a densidade
populacional de pragas abaixo do nivel de dano econémico, sendo as vezes necessario
associa-lo a outras medidas de controle que ndo interfiram na atuacdo dos agentes de controle
bioldgico e que mantenham uma boa condicao sanitaria da cultua (MENEZES, 2003).

O uso de agentes microbianos é uma tatica utilizada dentro do controle bioldgico ha
bastante tempo, para o controle de diversos insetos-praga de importancia econémica em
variadas culturas. Dentre as suas principais vantagens estdo a especificidade e a seletividade
desses agentes de controle, a facilidade de multiplicacdo, dispersédo e produgdo em meios
artificiais e a reducdo ou auséncia de contaminacdo ambiental e toxicidade ao homem e outros
organismos n&o-alvo (JUNIOR, 2005).

Entre os microrganismos utilizados para o controle microbiano de pragas, destacam-se
os fungos entomopatogénicos, cujo elevado potencial de utilizacdo baseia-se, principalmente,
na sua grande variabilidade genética, largo espectro de hospedeiros e a ndo necessidade de
ingestdo por parte dos insetos-praga que se deseja controlar, pois sua infeccao €, geralmente,
via tegumento, diferente de bactérias e virus que a infeccdo é exclusivamente por ingestdo
(ALVES, 1998).

Apesar de seu grande potencial de utilizacdo, os fungos entomopatogénicos sdo pouco
utilizados na agricultura, devido, principalmente, a qualidade insatisfatoria dos produtos que
se encontram no mercado, no que diz respeito a pureza, a viabilidade e a eficacia do agente de
controle. Os produtos a base de fungos sdo ainda produzidos, em sua grande maioria, de
forma artesanal, mesmo em escala comercial (JUNIOR, 2005).

Além disso, embora existam avangos cientificos que permitem a producgéo de soja com
menor agressao ao ambiente, verifica-se que grande parte dessas tecnologias sustentaveis nao
sdo adotadas pelos agricultores ou sdo adotadas de maneira isolada e/ou dissociadas, nao
causando o impacto positivo desejado (LIMA et al., 2008)

Apesar de ser verificada, em cultivos de soja, uma grande quantidade de lagartas-da-
soja infectadas por fungos, no Brasil inexistem produtos comerciais a base desses

microrganismos visando o controle de A. gemmatalis. Assim, o presente trabalho objetivou
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realizar o isolamento de fungos de lagartas de A. gemmatalis contaminadas e avaliar o
potencial patogénico das culturas fangicas isoladas. Para Aspergillus nomius, que
correspondeu ao fungo que ocasionou a maior porcentagem de mortalidade das lagartas
expostas, foi verificada a capacidade de producdo enzimatica e a viabilidade de producéo.
Ainda, foi avaliada a patogenicidade e estabelecidas a CLsp e a CLgp da melhor formulagéo
obtida.

O fungo A. nomius € conhecido como uma espécie produtora de toxinas do tipo
aflatoxinas, que além de possivelmente atuar na infeccdo de insetos por via respiratoria, pode

atingir de maneira toxica outros organismos, até mesmos 0s seres humanos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da soja

A soja, Glycine max (Linnaeus) Merrill, é uma leguminosa de alto valor nutricional,
rica em 6leo e proteinas, sendo uma fonte importante de divisas para varios paises, inclusive o
Brasil, que € o segundo maior pais produtor, consumidor e exportador de soja, perdendo
somente para os Estados Unidos (DE BORTOLLI, 2005).

A cultura da soja, hoje cultivada em todo o mundo, é muito diferente dos ancestrais
que Ihe deram origem. Nos seus primoérdios, era uma planta rasteira e habitava a costa leste da
Asia, principalmente a regido norte da China. Sua evolucio ocorreu de plantas oriundas de
cruzamentos naturais entre duas espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e
melhoradas por cientistas da antiga China. Apesar de conhecida como um grdo sagrado e
explorada intensamente na dieta alimentar do Oriente ha mais de cinco mil anos, o Ocidente
ignorou o seu cultivo até a sequnda década do século vinte, quando os Estados Unidos (EUA)
iniciaram sua exploracdo comercial - primeiro como forrageira e, posteriormente, como gréo
(DALL’AGNOL, 2008).

A planta adaptou-se bem ao ambiente brasileiro, principalmente no que se refere as
exigéncias hidricas, que chegam a ser de 7 a 8 mm.dia™* em periodos de floragdo e enchimento
de grdos, e as exigéncias térmicas e fotoperiddicas, se adaptando bem a temperaturas entre 20
e 30°C. Com relacdo ao fotoperiodo, a soja é considerada uma planta de dia curto e, em
funcdo dessa caracteristica, a faixa de adaptabilidade de cada cultivar varia a medida que se
desloca em direcdo ao norte ou ao sul. Entretanto, cultivares que apresentam a caracteristica
de “periodo juvenil longo” possuem adaptabilidade mais ampla, possibilitando sua utilizagdo
em faixas mais abrangentes de latitudes (locais) e de épocas de semeadura (BRASIL, 2011).

A producgdo de soja no Brasil, na ultima safra encerrada (2011/2012), foi de 68,75
milhdes de toneladas, inferior em 8,7% (6,58 milhdes de toneladas) ao volume de 75,32
milhdes de toneladas produzido em 2010/2011. Tal resultado se deve, exclusivamente, as
condicgdes climaticas adversas, caracterizadas por estiagens nos principais estados produtores
da regido sul do Pais. A area de plantio encerrada no més de dezembro/11 totalizou 24,97
milhdes de hectares, correspondendo a um acréscimo de 3,3% ou 791,2 mil hectares sobre a

efetivada em 2010/2011, de 24,18 milhdes de hectares, passando a ser a maior safra cultivada
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com soja no Pais. Nessa safra, 0 Estado do Rio Grande do Sul atingiu o recorde de
produtividade de 2.845 quilos.ha™* (BRASIL, 2012).

A éarea e a producdo no Brasil deverdo crescer substancialmente como consequéncia
do incremento da demanda por carnes e biodiesel e da disponibilidade de mais de 100 milhGes
de hectares de terras aptas para a producdo dessa oleaginosa, apenas no ecossistema do
cerrado. A expectativa de crescimento da producdo nacional e da demanda mundial pode ser
creditada aos seguintes fatores: aumento da popula¢do humana, a qual consumird mais soja,
principalmente via consumo de carnes, produzidas a partir dos farelos de soja e de milho;
aumento do poder aquisitivo da populacdo urbana, destacadamente no continente asiéatico,
onde estd o maior contingente de potenciais consumidores da oleaginosa; substituicdo do
farelo de carne, elaborado a partir de restos de carcacas bovinas; potencial de utilizacdo da
soja como matéria prima para a industria de biodiesel, tintas, lubrificantes, plasticos, entre
outros; crescente consumo de farelo de soja para alimentar a crescente industria de carnes do
Brasil; reducéo do protecionismo e dos subsidios a soja por parte dos paises ricos; exoneracdo
de parte dos pesados tributos incidentes sobre a cadeia produtiva da soja no Brasil, o que
estimularia mais producdo, porque incrementaria sua competitividade no mercado externo
(DALL’AGNOL, 2008).

2.1.2 Insetos-praga da soja

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos desde a germinacéo até a colheita.
Como um unico individuo, isoladamente, pode ndo produzir danos que compensem sua
eliminacdo da lavoura, ndo é, entdo, considerado praga. Portanto, o termo praga depende da
densidade populacional do organismo em questdo. O conhecimento do impacto dos insetos no
desenvolvimento e na producdo da soja € essencial para um manejo satisfatério. Duas
questdes devem ser consideradas: como o inseto causa dano as plantas de soja e como a planta
responde a este dano. A primeira questdo requer a distingdo dos diferentes danos de insetos e
a segunda envolve o impacto fisioldgico do dano (DEGRANDE & VIVAN, 2008).

Muitos outros fatores podem influenciar a resposta da planta ao dano. A parte atacada
da planta é uma importante consideragdo. Os danos nas estruturas de produgdo das plantas
como flores, vagens, grdos ou sementes apresentam efeitos mais severos e afetam mais a

producdo do que os danos em raizes ou folhas. Outro fator importante é a fase de
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desenvolvimento da planta em que ocorre o dano. O ataque de pragas na fase de plantula pode
ser mais severo do que na fase em que a planta esta mais tolerante ao ataque e ainda possui
um periodo para compensar o dano, como no caso de pragas desfolhadoras. Durante o estadio
reprodutivo, periodo de formacéo de graos e sementes, ha menos oportunidade para as plantas
compensarem o dano. Consequentemente, os danos durante o estadio reprodutivo apresentam
maior efeito na producdo quando comparado aos danos ocasionados nos outros estadios de
desenvolvimento. Mortes de plantas que levem a reducdo do estande, normalmente
contribuem para perdas elevadas de produtividade (DEGRANDE & VIVAN, 2008)

Logo ap0s a germinagdo, a partir do inicio do estadio vegetativo, varios insetos como
0 bicudo-da-soja (Sternechus subsignatus Boheman (Coleoptera: Curculionidae)), a lagarta
elasmo (Elasmopalpus lignosellus Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)), os cords (Scarabaeoidea)
e 0s percevejos-castanhos-da-raiz (Scaptocoris castanea Perty (Hemiptera: Cydnidae) e
Atarsocoris brachiariae Becker (Hemiptera: Cydnidae)) danificam a cultura. Mais adiante, a
lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)), a lagarta falsa-
medideira (Pseudoplusia includens Walker (Lepidoptera: Noctuidae)) e varios outros
desfolhadores atacam as plantas, ocorrendo em maior nimero durante as fases vegetativa e de
floracdo (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Com o inicio da fase reprodutiva, surgem os percevejos sugadores de vagens e de
sementes (Nezara viridula Linnaeus (Hemiptera: Pentatomidae), Piezodorus guildinii
Westwood (Hemiptera: Pentatomidae) e Euschistus heros Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae)), dentre outras espécies, que causam danos desde a formacédo das vagens até o
final do enchimento dos grdos. A soja pode, também, ser atacada por outras espécies de
insetos, consideradas pragas esporadicas, cujos aumentos populacionais sdo determinados por
alteracbes climéticas, ou outros fatores, como, por exemplo, os sistemas de producéo
especificos de cada regido (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Fundamentalmente, os percevejos da parte aérea e as lagartas desfolhadoras
constituem as pragas-chave da cultura da soja. Por isso, qualquer programa de manejo deve
ser previamente estruturado para controla-los prioritariamente. O controle das demais espécies
deve ser feito por ocasido das suas ocorréncias significativas, detectadas nas amostragens de
pre-safra, safra e pds-safra (DEGRANDE & VIVAN, 2008).

A lagarta-da-soja é o inseto desfolhador mais comum da soja no Brasil, sendo
encontrada em todos os locais de cultivo. Costuma atacar as lavouras a partir de novembro,
nas regides ao norte do Parana, e a partir de dezembro a janeiro no sul do pais, podendo
causar 100% de desfolhamento (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Essa lagarta ja se
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encontra registrada nas regides produtoras de soja de todo o pais, sendo seu desenvolvimento
na cultura amplamente conhecido e divulgado pela literatura especializada (DE BORTOLI,
2011).

A coloracdo dos adultos de A. gemmatalis € muito variavel (cinza, marrom, ou
amarelado), assumindo diversas tonalidades (Figura 1). Durante o dia, esses insetos possuem
voo curto e irregular, pousando sobre a folhagem ou no solo. Durante o por do sol a
movimentacao é bastante reduzida, porém cerca de 30 minutos apds o anoitecer 0 movimento
assume caracteristicas de regularidade. Quando em oviposicdo voam mais rapidamente,
permanecendo perto das folhas das plantas. A oviposi¢do inicia no primeiro dia apds a copula,
ocorrendo durante todas as horas de escuriddo, com o pico entre 21 e 23 horas, quando s&o
colocados cerca de 50% dos ovos. A atividade é mais comum quando a temperatura diminui e
a umidade relativa do ar aumenta, cessando quando ha a formacdo de orvalho. Os ovos
(Figura 2), de formato esférico, de coloracdo verde claro (tornando-se escuros com o tempo) e
medindo cerca de 1,5mm, sdo depositados em todas as partes da planta, mas

preferencialmente nas folhas, sendo dificeis de serem observados a olho nu (SILVA, 2000).

Figura 1 - Adulto de Anticarsia gemmatalis. Fonte: HOFFMANN-CAMPO et al., 2000.

Figura 2 - Ovos de Anticarsia gemmatalis. Fonte: HOFFMANN-CAMPO et al., 2000.
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A eclosdo das lagartas de A. gemmatalis ocorre entre trés e sete dias apos a oviposicao.
Logo apds a eclosdo, as lagartas medem 2,5 mm (primeiro instar). A cor da lagarta é verde
claro, sem as listras que aparecerdo posteriormente. As patas situadas nos segmentos
abdominais quatro e sete sdo menores que as situadas nos segmentos cinco e seis e ndo sao
utilizadas para a movimentacdo. Em media, a duracdo desse instar é de dois dias
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

No segundo instar, com duracdo média de quatro dias, as lagartas desenvolvem-se até
9 mm, aparecendo as listras longitudinais, que se constitui na grande diferenca em rel