PATOGENICIDADE DO FUNGO ENTOMOPATOGENO
NOMURAEA RILEYI (FARLOW) SAMSON APOS
SEIS ANOS DE ARMAZENAMENTO1

LUCIANITA DA SILVA? e LUIZ CANICIO LOCH3

RESUMO - Lagartas de Anticarsia gemmatalis Hibner (Lep.: Noctuidae), de seis municipios,
mortas, e recobertas por conidios de Nomuraea rileyi (Farlow) Samson foram colocadas dentro de
cdpsulas de gelatina. As capsulas, dentro de vidros fechados contendo silica, foram mantidas a
-18°C, de 1984 a 1990. Os indculos mantiveram-se vidveis e patogénicos até apos este periodo.

Termos para indexagfio: Anticarsia gemmatalis, viabilidade, conservagio de fungos, conidios,
gelatina.

PATHOGENICITY OF NOMURAEA RILEY! (FARLOW) SAMSON
STORED FOR SIX YEARS

ABSTRACT - Dead caterpillars of Anticarsia gemmatalis Hubner (Lep. Noctuidae) covered with
spores of Nomuraea rileyi (Farlow) Samson from six counties were maintained in jelly capsules
and stored in capped glass containers with silica at the temperature of -18°C from 1984 to 1990,

The isolates kept their viability and pathogenicity up to six years of storage.

Index terms: Anticarsia gemmatalis, viability, fungus conservation, conidia, gelatine.

INTRODUCAQ

Os fatores temperatura e umidade sfo manipu-
lados em diferentes técnicas de conservagio de
fungos, como, por exemplo, o congelamento em
Nitrogénio liquido ou a manutengio em maio 4gar
a -20°C e a conservagio em silica-gel-anidra
(Smith & Ward 1987). A formagdio rapida de gelo
intracelular, durante o congelamento, segundo
Morris et al. (1988), ndo foi letal para as vinte es-
péeies de fungos testadas.

O fungo Nomuraea rileyi (farlow) Samson foi
armazenado durante trés meses, por Kish (1975),
em temperaturas entre 5 ¢ -16°C e auséncia de
umidade, ¢ manteve sua patogenicidade sobre la-
gartas de Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lep.
Noctuidae). Bell & Hamalle {1974) armazenaram
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durante trés anos os fungos Spicaria rileyi
(Farlow) Charles (=N.rileyi), Metarrhizium ani-
sopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. em silica, a -200°C. Eles se manti-
veram vidveis € patogénicos. Para Balardin
(1984), durante seis meses de armazenamento, o
6leo mineral foi o que se mostrou mais eficaz na
manutencdo da viabilidade de esporos de N. rileyi,
em comparagdo com a dgua e o solo.

Silva (1985) ¢ Ledo (1986) armazenaram la-
gartas de A. gemmatalis mortas e recobertas por
esporos do fungo N. rileyi, em capsulas de gelati-
na com procedéncia identificada. As cipsulas fo-
ram reunidas em vidros contendo silica (CaCl,),
fechados com fita gomada ¢ armazenados i tem-
peratura de -18°C. Ledo (1986) fez o primeiro
teste da patogenicidade dos indculos armazenados
scte meses apds 0 armazenamento, e obteve suces-
so. Silva (1985) manteve os inéculos armazenados
durante seis anos. O objetivo deste trabalho foi
testar a viabilidade e patogenicidade dos fungos
sobre lagartas de A. gemmatalis, juntamente com
dois inéculos armazenados por Ledo (1986).
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MATERIAL E METODOS

Os isolados Londrina (LA), Cagapava do Sul (CS),
Selbach (SE) e Passo Fundo (PF) haviam sido armaze-
nados em janeiro de 1984, e os isolados Taquari (TAQ)
e Sdo Paulo das Missdes (SPM) em julho de 1985, den-
tro de capsulas de gelatina, conforme método descrito
por Silva (1985) e Ledo (1986) (Fig. 1).

Em agosto de 1990, as cdpsulas armazenadas a
-18°C desde 1984 e 1985 foram abertas, e os esporos,
coletados com uma espatula de metal, foram deposita-

dos sobre o meio de cultura Sabouraud-maltose-
-agart1% de extrato de levedura + 0,001% de sulfato

de estreptomicina (SMAY). Os esporos foram espalha-
dos sobre o meio de cultura com uma alga de Drigalski,

FIG. 1.

Lagartas de Anficarsia gemmatalis Hiibner
(Lep. Noctuidae), recobertas com esporos
de Nomuraea rileyi (Farlow) Samson ar-
mazenadas a -18°C. a. capsulas de gelatina
com lagartas; b. identificagio; c. silica; d.
vidros fechados. Lab. Fitopatologia-
UFRGS. 1984 e 1990.
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e as placas, mantidas em estufa BOD-FANEM sob re-
gime de luz constante e temperatura de 25 + 1°C.

A patogenicidade dos diferentes in6culos desenvol-
vidos sobre o meio SMAY foi testada através de um bi-
oensaio com lagartas de A. gemmatalis de segundo e
terceiro instar cedidas pelo Centro Nacional de
Pesquisa de Soja (CNPSo).

Com um vazador de 0,6 cm de didmetro, foram reti-
rados sete circulos de cada um dos diferentes inoculos,
e estes, misturados em 5 ml de dguatTween até a
obtengdo da suspensiio dos indculos, que foram de 108
esporos/ml.

Folhas de soja, previamente desinfectadas com
Hipoclorito de sédio 2% durante | min., foram coloca-
das em placas-de-petri (9 cm de @), com um pedago de
algoddo umedecido em agua, na base do pedunculo.
Sobre cada folha foram depositados 0,2 ml de suspen-
sdo de esporos ou dgua e colocadas cinco lagartas. Apos
24 horas em temperatura ambiente, as lagartas foram
transferidas para recipientes de plastico (250 ml) con-
tendo uma camada de 1 cm de espessura de dieta arti-
ficial (Hoffmann-Campo et al. 1985). Estes foram
mantidos sob regime de quatorze horas de luz e dez
horas de escuro a 25°C. Cada tratamento foi conduzido
com 25 lagartas, cinco por recipiente.

Foram feitas avalia¢des didrias quanto ao niimero de
lagartas mortas. Todas as lagartas mortas foram coloca-
das em camara imida, onde o desenvolvimento de es-
poros de N. rileyi foi estimulado.

Das lagartas mortas em cada tratamento foram sor-
teadas dez, das quais se transferiram os esporos para
SMAY. O fungo desenvolvido foi identificado.

O numero de lagartas mortas por N. rileyi, diaria-
mente, apds corregdo de mortalidade por Abbott, foi
submetido ao programa "Sistema de Andalise Estatistica
e Graficos" (SAEG) para célculo do tempo letal médio
(TLs), por andlise de Regressdo de Probits. O TLs,
calculado pelo método de Prébits apresenta um inter-
valo de confianga de 95%, sendo considerados para os
calculos dos dias necessarios para causarem a mortali-
dade dos insetos e a mortalidade diaria acumulada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os esporos de N. rileyi mantidos sobre cadive-
res de lagartas de A. gemmatalis, onde foram pro-
duzidos e armazenados durante seis (isolados LA,
CS, SE ¢ PF) e cinco (isolados TAQ e SPM) anos,
desenvolveram-se vegetativamente sobre o meio
de cultura SMAY, onde, posteriormente, desen-
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volveram-se massas de esporos. Confirmou-se,
assim, a patogenicidade dos esporos de N. rileyi
mantidos nas condigdes descritas anteriormente.

As lagartas de 4. gemmatalis infectadas com
conidios de N. rileyi originados dos indculos ar-
mazenados durante cinco e seis anos, morreram
por agdo do fungo entomopatégeno. Os indculos
PF, CS, SE ¢ TAQ causaram a morte de 96% das
lagartas infectadas. Somente 4% foram mortas
por outras causas, como na testemunha 2 (folhas
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(Tabela 2). O indculo PF apresentou o menor TLg,

(Fig. 2).

TABELA 1. Porcentagem de lagartas de Anticarsia
gemmatalis Hiibner (Lep.: Noctuidae)
mortas por acido dos esporos de
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson
provenientes do indculo armazenado
durante 5 e 6 anos.

> 1 Lagartas mortas (%)
com 0,2 ml de 4gua). O indculo LA chegou a cav-  néculos N.rleyi Outras causas Pupas (%)
sar 100% de mortes por N. rileyi. Além das tes- T1 0 0 100
temunhas (100 ¢ 96%), empuparam 4% das lagar- T 0 4 96
tas infectadas com SPM, sendo que 32% morre- LA* 100 0 0
ram por oulras causas ¢ apenas 64% por agiio de  PF* 96 4 0
N. rileyi (Tabela 1), cs* 96 4 0
_ SE* 9 4 0
No biocnsaio conduzido com lagartas de 4.  TaQ** 9% 4 0
gemmatalis, os diferentcs indculos armazenados SPM** 64 32 4
durante cinco e seis anos apresentaram um Tl = 6 anos de armazenamento
minimo de 4,54 dias, e miximo, de 6,87 dias ** 5 anos de anmazenamento
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FIG.2. Tempo Letal Médio para seis isolados de Nomuraea rileyi (Farlow) San-uon, apos
armazenamento de 5 e 6 anos, em bioensaio com Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lep.: Noctuidae). Lab. Fitopatologia, Faculdade de Agronomia-UFRGS. 1990,
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TABELA 2. Tempo Letal Médio (TLsy) para la-
gartas de Anticarsia gemmatalis Hiib-
ner (Lep.: Noctuidae) infectadas com
esporos de Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson armsazenados durante S e 6
anos.

TLg Intervalo de confianga (95%)

Inéculo (dias) minimo maximo

PF* 4,54 4,20 - 4,91

LA* 4,61 428 - 4,89

Cs* 4,64 4,34 - 4,93

SE* 4,64 4,38 - 4,89

TAQ** 5,69 529 - 6,02

SPM** 5,99 5,35 - 6,87

* 6 anos de arqmazenamento
** 5 anos de armazenamento

A viabilidade dos esporos armazenados foi
comprovada pela sua germinagio, formando-se
colonias tipicas de V. rileyi.
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As lagartas que, apos serem colocadas em ca-
mara umida, apresentaram desenvolvimento
abundante de esporos com coloragdo verde-oliva,
foram consideradas mortas por agdo do fungo N.
rileyi. Dez lagartas de cada tratamento tiveram os
esporos isolados em meio SMAY, onde se des-
envolveu o N. rileyi. Portanto, considera-se a es-
porulagdo de coloragdo verde-oliva, além de enri-
jecimento inicial do corpo e crescimento de micé-
lio de coloragdo branca, como sinal da morte por
agdo do fungo N. rileyi.(Fig. 3)

Nas condigbes deste bioensaio, para qualificar
os indculos quanto ao desempenho em relagio a
morte das lagartas, si0 necessarios outros bioen-
saios para confirmacio dos dados.

CONCLUSOES
1. E possivel armazenar esporos de N. rileyi

por um periodo de até seis anos, mantendo-se sua
patogenicidade.

FIG. 3. Fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson isolado a partir das lagartas de Anticarsia gemmatalis

Hiibner (Lep.: Noctuidae) infectadas com o fungo armazenado § e 6 anos. a-conidiéforos; b-fiali-

des; c-conidios.
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2. E possivel manter um TL,, entre cinco e sete
dias para esporos de N. rileyi armazenados apos
seis anos.
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