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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recebido 10 Jan 2024 Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is of great economic
Aceito 25 Mar 2024 importance due to the damage it causes to corn (Zea mays L.) crops. Control of this
Publicado 31 Mar 2024 pest is mainly done with chemical insecticides, which have led to the selection of

resistant populations. Thus, biological control emerges as a more sustainable
alternative, using groups of natural enemies, such as the entomopathogenic fungi
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales:
Clavicipitaceae) and Beauveria bassiana (Balsamo) Vuilllemin, 1912 (Hypocreales:
Cordycipitaceae), to control pests. The objective of this research was to evaluate the
ovicidal effect of M. anisopliae and B. bassiana on eggs of different ages of S.
frugiperda. The experiment was carried out at the Invertebrate Laboratory of the
Agricultural Sciences Center of the Federal University of Paraiba. The eggs were
immersed in a concentration of 5 g of viable conidia diluted in 50 mL of distilled
water. Means were compared using the Tukey test (p < 0.05). The results showed
that M. anisopliae and B. bassiana are effective in controlling S. frugiperda when
applied to eggs of different ages, showing promise for Integrated Pest Management.
Keywords: Biological control, corn, entomopathogenic fungi.

RESUMO
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) tem grande
importancia econdmica devido aos prejuizos que causa na cultura do milho (Zea
mays L.). O controle dessa praga ¢ feito principalmente com inseticidas quimicos,
que t€m levado a selecdo de populacdes resistentes. Assim, o controle bioldgico surge
como uma alternativa mais sustentavel, utilizando grupos de inimigos naturais, como
os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879)
Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae) e Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuilllemin, 1912 (Hypocreales: Cordycipitaceae), para controlar pragas. O objetivo
desta pesquisa foi avaliar o efeito ovicida de M. anisopliae e B. bassiana sobre ovos
® @ @ de diferentes idades de S. frugiperda. O experimento foi desenvolvido no Laboratério
@ de Invertebrados do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba.
Os ovos foram imergidos em uma concentracdo de 5 g de conidios viaveis diluidos
fournal of Envionmentsl analysisand Bogres 82016 em 50 mL de 4dgua destilada. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (p <
0,05). Os resultados mostraram que M. anisopliae e B. bassiana sdo eficazes no
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controle de S. frugiperda quando aplicados em ovos de diferentes idades, mostrando-
se promissores para o Manejo Integrado de Pragas.
Palavras-Chave: Controle bioldgico, milho, fungos entomopatogénicos.

Introducio

A cultura do milho (Zea mays L.)
(Gramineae: Poaceae) tem como caracteristicas
awm ciclo de vida curto, raizes fasciculadas e porte
variavel, conferindo a planta uma grande
adaptabilidade a diferentes condigbes climaticas
(Ferreira, Mello & Galvani Junior, 2021; Almeida
Junior et al., 2022). Segundo o 11° Levantamento
da Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), a estimativa da produc¢dao de milho no
Brasil atingira 130 milhdes de toneladas no ano de
2023, sendo esse quantitativo 16,8% acima da
safra passada (Conab, 2022). No entanto, mesmo
com esses avangos no rendimento dessa cultura e
das tecnologias empregadas na sua produgdo, o
milho ainda ¢ uma cultura bastante afetada por
insetos-praga, dentre os quais pode se destacar a
espécie Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
popularmente como a lagarta-do-cartucho,
considerada a principal praga do milho (Goedel,
Faita & Poltronieri, 2021).

Spodoptera frugiperda é responsavel por
causar perdas no rendimento da cultura do milho
que representam de 17,7% a 55,6% da producdo
(Marcos et al., 2023), sendo o controle quimico o
meio mais utilizado para o seu controle. Esse
controle ¢ feito principalmente com o uso de
inseticidas quimicos, os quais tém gerado a
selecdo  de  populacdes  resistentes e
desencadeando doencas e problemas ambientais,
como a eliminacdo de insetos benéficos do
ambiente (Goedel, Faita & Poltronieri, 2021).
Assim, urge a necessidade da substituicdo do
controle quimico por métodos mais sustentaveis,
a exemplo do controle biologico.

O controle biologico esta inserido nos rol
dos programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP), fazendo uso dos grupos de inimigos
naturais para controlar pragas, como os fungos
entomopatogénicos, que destacam-se como uma
boa op¢do devido a sua alta capacidade de reduzir
populagdes de pragas em niveis abaixo dos niveis
de dano economico (Apirajkamol et al., 2023). As
espécies mais estudadas com essa finalidade sdo
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879)
Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae) e
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuilllemin, 1912
(Hypocreales: Cordycipitaceae), ambos
classificados como  fungos  ascomicetos
(Montecalvo & Navasero, 2021; Apirajkamol et
al.,2023). A capacidade de controle desses fungos
sobre S. frugiperda € bastante promissora, uma

vez que foi constatado que ambos sdo patogé€nicos
a diferentes estagios de vida dessa praga
(Montecalvo, Navasero & 2021), dado que
também foi corroborado ao ser confirmada a
viabilidade desses fungos como potenciais
limitadores do wuso de inseticidas quimicos
(Apirajkamol et al., 2023). Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito ovicida dos
fungos entomopatogénicos M. anisopliae ¢ B.
bassiana sobre ovos de diferentes idades de S.
frugiperda.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de
Invertebrados (LABIN) do Departamento de
Biociéncias do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba, Areia, Paraiba.

Criagdo e manutengdo de Spodoptera frugiperda
Os ovos utilizados no experimento foram
provenientes da criagdo de S. frugiperda
estabelecida no LABIN, mantidas em camaras
climatizadas tipo D.B.O. (Demanda Biologica de
Oxigénio) sob condi¢des controladas: temperatura
(25 £ 1°C), umidade (60 + 10%) e fotofase (12 h).
Na fase larval, as lagartas foram
acondicionadas individualmente em tubos de vidro
esterilizados de fundo chato de 2,5 cm de didmetro
x 8,5 cm de comprimento, contendo dieta artificial
adaptada de Poitout & Bues (1974) (Tabela 1).

Tabela 1. Ingredientes da dieta artificial oferecida
para a fase larval de Spodoptera frugiperda. Fonte:
adaptada de Poitout & Bues (1974).

Ingredientes Quantidade
Acido ascorbico 45¢g
Acido benzbico 13¢g
Agar 180¢g
Agua destilada 800 mL
Caseina 140¢g
Formalina 0,5 mL
Gérmen de trigo 320¢g
Levedo de cerveja 340 g
Farinha de milho 1280 ¢g
Nipagin® I,1g

Os tubos foram tamponados com algoddo
e mantidos em camara climatizada tipo D.B.O. até
a lagarta atingir o estagio de pupa, sendo os tubos
preenchidos com a dieta artificial até 1/4 de seu
comprimento. Apos a sexagem das pupas, foram
formados casais de S. frugiperda, separando-se dez
casais em gaiolas de policloreto de vinila (PVC) de

Maddalena, A.; Abreu, K.G.; Brito, C.H.; Santana, R.F.; Santos, J.P. de O.; Salustino, A. da S.; Morais, M. de M.D. 61



Journal of Environmental Analysis and Progress V. 09 N. 01 (2024) 060-064

20 cm de didmetro x 20 cm de altura, sendo
revestidas internamente com papel sulfite, cuja
parte superior foi coberta por tecido voil e a
inferior, por um pedago de isopor, proporcional ao
tamanho das gaiolas.

A alimentac¢do na fase adulta foi feita a
partir de chumagos de algodao, um deles embebido
com 4gua destilada e o outro com uma solugéo de
agua e mel a 10%. Esses foram cobertos por
pequenos copos plasticos, a fim de se evitar a
atracdo de outros insetos até as gaiolas.

Linhagem fungica utilizada na infec¢do de S.
frugiperda

Os fungos utilizados foram os isolados das
espécies M. anisopliae IBCB 425, conhecido
comercialmente como Metarplan, sob o registro
0915, e B. bassiana IBCB 66, revigorado em
Diatraea spp., atualmente sem registro e nome
comercial. Ambos os fungos foram provenientes
do Laboratério de Controle Biologico da
Associacdo de Plantadores de Cana da Paraiba
(ASPLAN), situado no  municipio de
Mamanguape, Paraiba, sendo oriundos do Instituto
Biologico de Campinas, Campinas, Sao Paulo.

Os fungos procederam do laboratério
quantificados em 1,4 x 10° conidios viadveis/grama
de arroz (concentragdo de conidios cultivado em
1,5 Kg de arroz (meio de cultura artificial
utilizado)). A viabilidade constatada desse material
foi de 98,27%. As suspensdes de conidios foram
preparadas com 4agua destilada esterilizada
contendo espalhante adesivo Tween 80 (0,01%),
seguindo as recomendagdes da ASPLAN. A
concentracdo utilizada para cada isolado fungico
foi de 5 g de conidios viaveis cultivados em arroz,
diluidos em 50 mL de agua destilada.

Teste ovicida utilizando fungos entomopatogénicos
sobre ovos de diferentes idades de S. frugiperda

Os ovos de S. frugiperda foram imersos em
1 mL de suspensao de conidios (na concentragdo de
1,4 x 10° conidios viaveis por grama de arroz) por
dez segundos, de onde foram retirados
cuidadosamente com um pincel de cerdas macias e
transferidos para um papel absorvente dobrado e
umedecido com &gua destilada contido nas placas
de Petri. Cada isolado fungico representava um
tratamento e contava com cinco repeti¢des, cada
repeticdo, continha dez ovos, totalizando 50
ovos/tratamento.

As placas foram vedadas com plastico
filme e acondicionadas na sala de criagdo do
LABIN, fotofase de 12 h e umidade e temperatura
25 £ 1°C e 60 =+ 10%, respectivamente)
controladas. Apés 96 e¢ 120 h de inicio dos
tratamentos, avaliou-se a eclosdo das larvas. As
lagartas sobreviventes foram mantidas com a dieta
artificial, sendo esta adicionada as placas e o papel
absorvente removido. A dieta era trocada a cada
dois dias, a fim de manter as placas sempre limpas.

O delineamento experimental utilizado foi
o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em arranjo fatorial de 3 x 10 x 2 (tratamentos (M.
anisopliae, B. bassiana e testemunha (este ultimo
foi mantido sob as mesmas condi¢des citadas
anteriormente em relacdo a fotofase, umidade e
temperatura)) x quantidade de ovos x tempo de
avaliacao).

Andalises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todas
as analises foram realizadas utilizando o software
estatistico R (R Development Core Team, 2006).
Os graficos foram construidos utilizando-se o
programa Microsoft Office Excel® 2019.

Resultados e Discussao

Ao avaliar a taxa de eclosdo das larvas de
S. frugiperda, verificou-se maior viabilidade para a
testemunha, com 63,33% nas avaliagcdes de 96 h e
46,66% nas avaliacdes de 120 h (Figura 1).

Por outro lado, a porcentagem de eclosdo
das larvas tratadas com o fungo M. anisopliae foi
baixa em ambas as avaliagdes, com apenas 9,33%
nas avaliagdes de 96 h e 18,66% nas avalia¢des de
120 h (Figura 1). Para o fungo B. bassiana, a
porcentagem de eclos@o foi ainda mais baixa nas
avaliagdes de 120 h, com apenas 6,66%, e nas
avaliagoes de 96 h a porcentagem foi de 18,66%
(Figura 1).

Montecalvo & Navareso (2021) também
verificaram em seus estudos que a eclosdo de larvas
de S frugiperda  foi  reduzida para,
aproximadamente, 30% na presenca de B. bassiana
e 50%, quando tratadas com M. anisopliae, ambas
na concentra¢do de 1 x 10° conidios mL"!.

Maddalena, A.; Abreu, K.G.; Brito, C.H.; Santana, R.F.; Santos, J.P. de O.; Salustino, A. da S.; Morais, M. de M.D. 62



Journal of Environmental Analysis and Progress V. 09 N. 01 (2024) 060-064

70 -

Porcentagem de eclosdo (%0)

Testemunha

M. anisopliae

B. bassiana

96 horas (%) ™ 120 horas (%)

Figura 1. Porcentagem de eclosdo de larvas de Spodoptera frugiperda apds 96 e 120 h da imersdo dos ovos
em solu¢des fungicas de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Fonte: Maddalena (2024).

Além disso, resultados obtidos por Silva
(2023) constataram efeitos adversos sobre os
primeiros estagios de vida de Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae),
quando ovos tratados com cinco espécies do género
Metarhizium, incluindo a espécie M. anisopliae,
antes dos primeiros sinais externos da infeccao
fungica aparecerem, adquiriram uma aparéncia
murcha, e ap6s a eclosdo, as ninfas ndo
sobreviveram e foi possivel observar pontos
esporulados pelo corpo desses insetos.

Sendo assim, as baixas porcentagens
obtidas no presente estudo mostraram que, tanto M.
anisopliae, quanto B. bassiana foram efetivas para
S. frugiperda, provocando efeito ovicida na praga,
ndo prolongando o seu ciclo de vida por meio do
controle ainda na fase de ovo, com a reducdo da
taxa de eclosdo.

Além dos resultados obtidos no teste
ovicida, outro ponto relevante que pode ser
comentado neste estudo, destacando-se como uma
das possiveis principais desvantagens apontadas
em relacdo ao uso de microrganismos para o
controle de pragas, ¢ a sua atividade mais lenta,
devido ao periodo de ac¢do do patogeno (Souza et
al., 2022).

Segundo resultados de estudos de
bioprospeccdo e agdo patogé€nica de isolados
fungicos dos géneros Metarhizium e Beauveria,
este periodo seria entre 5 e 18 dias (tempo letal),
podendo ser menos ou mais dias, dependendo
principalmente da viabilidade dos isolados,
concentracdo de conidios e agdes externas que

podem acabar interferindo, negativamente, neste
pardmetro, como a temperatura e umidade
(Zappelini et al., 2010; Loureiro et al., 2020).

No entanto, constatou-se que ambos as
espécies de fungos utilizadas neste experimento
mostraram uma rdpida atividade sobre os ovos de
S. frugiperda, com mortalidade comprovada a
partir de 96 h (quatro dias) ap6s a imersao dos ovos
da praga nas solugdes fungicas com M. anisopliae
e B. bassiana.

Neste contexto, estudos sobre diferentes
tempos letais se fazem importantes para a sele¢ao
das linhagens fingicas mais promissoras para o
controle biologico de pragas, sendo interessante
que além dos fungos apresentarem uma boa taxa de
mortalidade, consigam também matar, no menor
periodo de tempo possivel, os seus hospedeiros,
otimizando assim o controle dos insetos-praga em
campo.

Além disso, estudos envolvendo a
susceptibilidade de ovos de insetos-praga a fungos
entomopatogénicos e os efeitos causados por esses
microrganismos pos-eclosdo ainda sdo escassos,
mas sabe-se que, em relacdo aos ovos, a idade ¢é
capaz de influenciar na capacidade de infec¢do do
fungo. Sobre isso, ¢ explicado que, ao longo do
desenvolvimento do ovo, é formada uma camada
espessa no corion, dificultando a penetragdo dos
conidios (Ortiz-Urquiza & Nemat, 2013).

No presente estudo, foi possivel observar
que mesmo havendo a formagdo dessa camada
espessa no corion, que acaba dificultando a
penetracao dos fungos nos ovos de pragas como S.
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frugiperda, estes ainda assim, conseguiram agir,
efetivamente, contra esta praga.

Conclusao

Os fungos entomopatogénicos M.
anisopliae ¢ B. bassiana mostram-se eficazes no
controle de S. frugiperda em seu primeiro estagio
de vida, ocasionando efeito ovicida sobre os ovos
de diferentes idades, tornando-se uma alternativa
viavel para o controle mais sustentavel de pragas
em agroecossistemas.

Indicamos a necessidade da realizagcdo de
mais estudos para que se possa introduzi-la nos
programas de MIP.
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