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ABSTRACT 

Pathogenicity and Germination ofthe Fungus Nomuraea ri/eyi (Farlow) Sanison Isolated 
in Brazilian Federal District 

Monosporal isolates of Nomuraea rilevi (Farlow) Samson were obtained in the region of 
Federal District (Brazil) from infected fali armyworm, Spodoplerafrugiperda (Snhith) and 
velvetbean caterpillar, .lnlicarsia gernmata!is (Hueb.). They were collected in a sarne 
agricultural area, subrnitted to crop rotation (soybean/corn), in two consecutive seasons (1989/ 
1990 and 1990/1991). Bioassays conducted with S frugiperda showed that isolates obtained 
originally from this noctuid species were much more virulent (53.3 to 82.2% mortaiity), than 
those isolated from .4. gemmala/is (11.1 to 26.7% mortality). The median lethal time (LT50) 
ofthe isolates on S. frugiperda varied from 4,8 to 8.5 days. Values of median gennination time 
(0T10) on solid artificial media (SWAY) varied from 24h:31min to 36h:43min and from 
37h: 1 ómin to 40h: 59min for A. gemmatalis and S.frugiperda isolates, respectively. However, 
there was low correlation between LT50  (r=-0,3 848) or GT50  (r=0,0762) and virulence ofS. 
frugiperda isolates. 

KEY WORDS: Insecta, entornopathogenic fungus, Anlicarsia gernma!alis, Spodopl era 
frugiperda, genetic variability. 

RESUMO 

Culturas rnonospóricas de Nomuraea ri/eyi (Farlow) Sarnson foram obtidas na região do 
Distrito Federal a partir de lagartas do cartucho do milho, Spodopterafrugiperda (Smith), e 
de lagartas da soja, A nticarsia gemrnatalis (Hueb.), coletadas em uma mesma área de cultivo, 
submetida à rotaçâo de culturas (soja/milho), durante duas safras agrícolas consecutivas 
(1989/1990 e 1990/1991). Em bioensaios conduzidos com lagartas de S. frugiperda, os 
isolados obtidos original mente deste noctuídeo apresentaram virulência significativa (53,3 a 
82,2%), ao contrário daquelas isoladas de .1. gemrnat a/is (11,1 a 26,7%). Os valores de tempo 
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letal médio (TL50) para os isolados testados variaram de 4.8 a 8,5 dias. Na análise da velocidade 
de germinação de conídios em meio artificial sólido (SWAY), foram obtidos valores de tempo 
médio de germinação TG50) de 24h: 3 irnin a 336h:43min e de 37h: 1 6min a 40h: 59min para 
linhagens isoladas de A. gemmalaiis e S. frugiperda, respectivamente. Entretanto, houve 
baixa correlação entre TL 0  (r'R-0,3 848) ou TG50  (r=0,0762) com a virulência dos isolados 
obtidos de S. frugiperda. 

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, fungoentomopatogênico,A nhicarsiagemmatalis. Spodopt era 
frugiperda, variabilidade genética. 

INTRODUÇÃO 

Existem cerca de 30 espécies de lepidópteros já registradas como suscetíveis ao fungo 
entomopatogênico Womuraea rilevi (Farlow) Samson, com epizootias sobre lagartas verificadas 
em várias culturas, pastagens e plantas daninhas (Ignoifo et ai. 1976). As lagartas da família 
Noctuidae estão entre as mais sensíveis a este patógeno, e sob certas condições ambíentais este 
fungo é capaz de reduzir drasticamente populações destes insetos nos EUA, Brasil, Argentina 
e Austrália (Corrêa & Smith 1975, Carner 1980, Ignoifo 1981, Lecuona 1990). 

A consistência de ocorrência e os altos índices de controle obtidos, fazem de A rilevi um 
candidato promissor aos programas de manejo integrado de pragas. No Brasil, dentre os 
hospedeiros suscetíveis, destacam-seA nlicarsiagemmata/is (Huebner) e Spodopterafrugiperda 
(Smith), pragas importantes das culturas de soja e milho, respectivamente (Kogan ei ai. 1977, 
Mielitz & Silva 1985). Isolados de A rilevi, obtidos de diferentes hospedeiros e localidades, 
apresentam variabilidade no que se refere à especificidade e virulência (Ignoifo et ai. 1976, 
Boucias ei ai. 1982, Maniania & Fargues 1985, Ignoifo & Boucias 1992, Moscardi et ai. 1992). 
No entanto, nada se conhece sobre a relação entre isolados obtidos de populações epizoáticas 
de N. rileyi. Na região Centro-Oeste do Brasil, este patógeno ocorre naturalmente infectando 
lagartas de A. gemmataiis (Faria ei ai. 1993) eS. .frugiperda (Valicente 1989). Este trabalho 
teve como objetivo estudar a variabilidade genética entre isolados de A'. ri/eyi obtidos destes 
hospedeiros, na mesma área de plantio, em dois anos agricolas consecuticos, na região do 
Distrito Federal. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostragem a Campo. Foram realizados levantamentos populacionais de S.frugiperda em 
cultivo de milho na safra 1989/1990, e de A. gemmalalis em cultivo de soja no ano agjícola 
1990/1991, na mesma área de plantio, localizada em Planaltina - DF e submetida à rotação 
soja/milho. Demarcou-se uma área de amostragem de 1500 m2 (30 x SOm) para levantamentos 
periódicas da incidência de A rilevi. Para determinação do nível de infecção sobre a população 
de 5. frugiperda, foram observadas em média 100 plantas com sinal de ataque da praga por 
data de amostragem. ParaA. gemmatalzs, avaliou-se, ao acaso, lO pontos da área, utilizando-
se o método do pano debatida. Em ambos os casos, as lagartas coletadas, quando vivas, foram 
levadas para o laboratório e mantidas individualizadas em dieta natural até se tornarem pupas. 
Observações diárias permitiram a determinação do número total de lagartas mortas pelo fungo 
Y. ri/evi. 
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Obtenção dos Isolados. Lagartas infectadas foram utilizadas para isolamento de culturas 
monospóricas de N. rilevi. Para cada hospedeiro, S. frugiperda e A. gernrnaíalis, foram 
selecionadas sete culturas monospóricas de lagartas diferentes, em cinco datas de amostragem 

Tabela 1. Origem dos isolados de Nornuraea rileyl utilizados nos testes de patogenicidade 
e germinação. 

Isolado 	 Hospedeiro 	 Data de coleta 

CO 378 Spodopt era frugiperda 27/11/89 
CO 379 Spodopt era frugiperda 22/12/89 
CO 380 Spodopterafrugiperda 27/12/89 
CO 381 Spodoplera frugiperda 27/12/89 
CO 382 Spodopterafrugiperda 04/0 1/90 
CO 383 Spodoptera frugiperda 04/01/90 
CG 384 Spodoptera frugiperda 10/01/90 
CG 385 Anticarsia gernmatalis 23/01/91 
CO 386 Anticarsia gernrnalalis 30/0 1/91 
CO 387 Anticarsia gernmatalis 30/01/91 
CG 388 Anticarsia gernrnaialis 06/02/91 
CO 389 Anticarsia gernmatalis 06/02/91 
CO 390 Anticarsia gernrnatalis 14/02/91 
CO 391 Anticarsia gernrnatalis 20/02/9 1 

(Tabela 1). O cultivo do fungo foi realizado em meio de cultura Sabouraud Maltose Agar 
com 1% de extrato de levedura (SWAY). Para o isolamento a partir da lagarta. adicionou-se 
500 ppm de cloranfenicol ao meio. 

Teste de Germinação de Conídios. Fez-se a inoculação de 50 1.11 de uma suspensão com 106 
conídios/ml de cada linhagem em placas de Petri contendo meio SWAY. As observações foram 
realizadas a cada duas horas sobre um total de 400 conídios (100 por repetição). Os dados de 
percentagem de germinação foram utilizados para o cálculo de TO 0  (tempo para germinação 
de 50% dos conídios) pelo método de Probit, e as diferenças entre as médias calculadas pelo 
teste de Duncan. 

Teste de Patogenicidade. A partir de conídios obtidos em meio sólido, preparou-se uma 
suspensão com 10 conídios/mi para cada linhagem ou mistura de linhagens. Vinte lagartas 
de terceiro instar de S. frugiperda foram imersas em cada suspensão, durante 6 segundos. 
Realizou-se três repetições para cada tratamento, sendo as lagartas-testemunha imersas em 
água estéril. Após a inoculação as lagartas foram mantidas em recipientes individuais 
contendo dieta artificial. Nos três primeiros dias utilizou-se uma dieta sem produtos anti-
fúngicos. Os resultados foram observados diariamente até o décimo quinto dia após a 
inoculação, sendo os insetos mortos colocados em câmara úmida para confirmação da micose. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os dados sobre flutuação populacional de lagartas de 5'. frugiperda em cultura de milho 
no ano agrícola 89/90, bem como a incidência natural de N. rileyi, encontram-se na Fig. 1. O 
levantamento a campo foi iniciado em 20/12/89, quando a densidade populacional da praga 
já se encontrava elevada. No periodo analisado, o nível de infecção por N. rileyi no total de 
lagartas coletadas variou de aproximadamente 30 a 92%. Em outras regiões, como Minas 
Gerais (Valicente 1989), ou em outros países, como Colômbia e Estados Unidos (Gardner & 
Fuxa 1980, Ignoifo 1981), levantamentos populacionais mostraram que iV. rileyi apresenta um 
comportamento enzoótico com relação ã populações de S. frugiperda na cultura do milho. No 
entanto, para melhor avaliar a incidência de V. rileyi em populações de S. frugiperda no 
Distrito Federal, seria necessário a realização de amostragens mais completas durante todo o 
ciclo da cultura. 

No mesmo campo de amostragem, avaliou-se no ano agrícola 90/91 a flutuação populacional 
de lagartas de A. gemmatalis em cultivo de soja, e a ocorrência de N. rilevi nessa população 
(Fig. 2). Os dados de lagartas infectadas representados neste gráfico não correspondem a uma 
curva epizoótica clássica, conforme já observado anteriormente em outra área da mesma 
região (Faria ei ai. 1993). A ação de N. rileyi provocou a mortalidade de 88% das lagartas em 
06/02/9 1, após o primeiro pico populacional. As lagartas remanescentes levaram a um 

20/dez 	22/dez 	27/dez 	04/jan 	lO/jan 	17/jan 

Datas de amostrageni 

Total de lagartas •Lagartas infectadas 

Figura 1. Incidência de Nomuraea rileyi em Spodoplerafrugiperda, Planaltina, DF, 1989/ 
1990. 
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segundo pico populacional (20/02/91), e da mesma forma que anteriormente, houve uma ação 
retardada do patógeno. A ocorrência tardia de N. rileyi em populações de A. gernmatalisjá foi 
observada com frequência em culturas de soja nos Estados Unidos (Puxa 1974, Ignoifo ei ai. 
1975, Kish & AlIen 1978). 

Catorze isolados obtidos desses levantamentos, quando avaliados com relação à virulência 
contra lagartas de S. frugiperda, mostraram que aqueles originalmente isolados de S. 
frugiperda foram mais virulentos contra o hospedeiro de origem (53,3 a 82,2%) que a maioria 
dos isolados obtidos originalmente de Á. gernrnatalis (11,1 a 26,7%). O isolado CG 385 
(84,4%), obtido no inicio da ocorrência de N. rileyi em lagartas da soja (Tabelas 1 e 2), foi o 
único que se mostrou virulento ao hospedeiro heterólogo. Esses dados sugerem que os isolados 
que infectaram Sfirugiperda na mesma área no ano anterior, podem ter iniciado o foco de 
infecção na população de A. gernmatalis. A variabilidade observada quanto à virulência entre 
isolados obtidos em diferentes fases epizoóticas ficou também muito evidente quando se 
estimou o TL50, que variou de 4,8 a 8,5 dias para os isolados obtidos de S. frugiperda contra 

Tabela 2. Germinação e patogenicidade de Nomuraea rileyi isolado na região do Distrito 
Federal. 

Isolado 
	

TG 50 
	

Mortalidade 
	

TL 50 
(h: min)1 
	

de S. frugiperda 
	

(dias)3  

CG 378 
	

38:38 C 
	

75,50 
	

8,02 
CG 379 
	

40:59 A 
	

73,33 
	

8,35 
CG380 
	

39:49B 
	

82,22 
	

8,07 
CG 381 
	

37:34 DE 
	

77,77 
	

4,77 
CG 382 
	

37:16 DE 
	

77,77 
	

7,22 
CG 383 
	

37:40 DE 
	

80,00 
	

8,00 
CG 384 
	

37:59 CD 
	

53,33 
	

7,43 
CG 385 
	

35:43 F 
	

84,44 
	

8,52 
CG 386 
	

34:20 G 
	

20,00 
CG 387 
	

35:27 F 
	

26,67 
CG 388 
	

3 1:31 H 
	

17,78 
CG 389 
	

24:31 J 
	

13,33 
CG 390 
	

36:43 E 
	

17,78 
CG 391 
	

25:45 1 
	

11,11 
Mistura a4 
	

84,00 
Mistura b5 
	

33,33 

Tempo para germinação de 50% dos conídios em meio sólido SWAY, calculado sobre um 
total de 400 conídios. Valores seguidos pelas mesmas letras não diferem estatisticamente pelo 
teste de Duncan a 5% de probabilidade. 
2Percentagem de infecção confirmada pelo fungo, calculada sobre 60 lagartas do 30  instar. 
3Tempo para morte de 50% das lagartas. 
'Mistura dos isolados obtidos de S. frugiperda (CG 378 a CG 384). 
-Mistura dos isolados obtidos de A. gernmatalis (CG 385 a CG 391). 
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inseto de origem. No entanto esses valores não se correlacionaram significativamente com 
os índices de infecção observados (r=-0,3848). A virulência diferenciada observada com 
relação ao hospedeiro de origem confi rma resultados anteriores, que demonstram aespecifi cidade 
de N. rilevi em isolados obtidos de locais diferentes. Moscardi et ai. (1992) encontraram 
grande especificidade de três isolados de N. riieyi sobre seus hospedeiros originais (A. 
gemmatalis, S. frugiperda e Pseudoplus'ia includens Waiker), e reduzida atividade sobre as 
outras espécies. Assim como Boucias et ai. (1982) e Ferraz et ai. (1991) mostraram que 
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Figura 2. Incidência de Nomuraca rileyl em A nticarsiagernmataiis, Planaltina, DF, 1990/ 
1991. O número de lagartas por pano de batida correspondente à média em 10 batidas. 

isolados virulentos a A. gemmatalis não causam mortalidade significativa em S. frugiperda, 
e vice-versa. 

A mistura de isolados obtidos de 8. frugiperda (mistura a, Tabela 2) mostrou resultados 
semelhantes aos obtidos com cada isolado separadamente (84,0%). Conforme esperado, a 
mistura de isolados obtidos originalmente de A. gemmatalis (mistura b, Tabela 2) provocou 
reduzida mortalidade em S. frugiperda (33,3%), apesar da presença do isolado CG 385, que 
quando analisado individualmente apresentou alta virulência (Tabela 2). 

A análise de uma outra característica biológica, velocidade de germinação em meio de 
cultura sólido (SWAY), mostrou variação entre isolados, mesmo os obtidos de uma mesma 
população de hospedeiro (Tabela 2). O tempo para germinação de 50% dos conídios (TG50) 
variou de 24:31 a 36:43 e 37:16 a 40:59 h:min para os isolados de A. gemmatalis e S. 
frugiperda, respectivamente, indicando urna maior habilidade de germinação dos primeiros. 
A velocidade de germinação "in vitro" dos isolados de 1V. rileyi obtidos de S. frugiperda não 
correlacionou-se com a virulência dos mesmos (r=0,0762), ao contrário do que foi observado 
com isolados de I'erticiliium iecanii (Hall 1984) e Aíelarhizium anisopiiae (Metsch.) Sor. 
(Samueis et ai. 1989) em outros hospedeiros. 
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Neste estudo, a análise da patogenicidade e da velocidade de germinação "in vitro" dos 
isolados de V. rileyi de uma mesma área de cultivo, mostrou a existência de variabilidade 
genética entre isolados obtidos de uma mesma população de hospedeiro, sobretudo, entre 
isolados obtidos de hospedeiros que se sucedem numa mesma área agrícola. No entanto, para 
melhor avaliar a relação entre isolados de populações de N. rileyi, assim como a relação 
patógeno-hospedeiro, outras caracteristicas mais simples de serem analisadas deveriam ser 
avaliadas. Resultados obtidos com isoenzimas (Joslyn & Boucias 1981, dados não publicados), 
demonstraram que esses marcadores são pouco polimórficos para essa espécie, dificultando 
assim a diferenciação de isolados próximos como os encontrados em uma população. 
Entretanto, marcadores moleculares estão atualmente sendo analisados em isolados de N. 
rileyi, empregando-se técnicas rápidas e simples que permitiram a detecção de variabilidade 
genética de outros fungos entomopatogênicos (Fegan etal. 1993, Tigano-Milani etal. 1995). 
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