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Resumo

O objetivo da pesquisa foi avaliar, em condicdes de laboratdério, a eficiéncia de isolados dos fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea no controle
populacional de Sitophilus oryzae. Foram realizados bioensaios com os isolados de B. bassiana,
IBCB 01, IBCB 17 e IBCB 18, e I. fumosorosea, ARSEF 7050, os produtos comercias a base de B.
bassiana (Boveril®, PM) e M. anisopliae (Metarril®, PM) e os isolados de B. bassiana e M. anisopliae
cultivados em arroz, produzidos em usinas de cana-de-acuUcar. Adultos ndo separados por sexo
de S. oryzae foram imersos em solucdo de conidios na concentragcdo de 1,0 x 108 conidios vidveis
/ mL e acondicionados em placas de Petri contendo grdos de milho. Para cada isolado foram
realizadas quatro repeticdes, com quinze insetos cada, e a mortalidade avaliada diariamente, por
um periodo de 15 dias. Com excecdo do isolado de M. anisopliae obtido de usina de cana-de-
acgucar, os demais entomopatdégenos analisados foram patogénicos a S. oryzae, porém, causaram
baixa mortalidade, que variou entre 5 a 25%, sendo pouco promissores para adocdo como medida
de controle desse inseto em grdos de milho armazenados.
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Efficiency of entomopathogenic fungi to the control of Sitophilus oryzae L.
(Coleoptera: Curculionidae) under laboratory condictions

Abstract

The objective of this research was to evaluate, under laboratory conditions, the efficiency of strains
of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Isaria fumosorosea
to control Sitophilus oryzae. We performed bioassays with B. bassiana strains, IBCB 01, IBCB 17 e IBCB
18, and Isaria fumosorosea strain, ARSEF 7050, the commercial products of B. bassiana (Boveril®,
PM) and M. anisopliae (Metarril®, PM) and strains of B. bassiana and M. anisopliae grown in rice,
cultivated by sugarcane mill. Unsexed adults of S. oryzae were immersed in a solution with 1.0 x 108
viable conidia / mL and placed in Petri dishes containing corn grains. For each strain we performed
four replicates with fifteen insects each and the mortality was evaluated daily, for 15 days. Except
for M. anisopliae strain obtained from sugarcane mill, the others entomopathogens tested were
pathogenic to S. oryzae, however, caused low mortality, which range between 5 to 25%, with low
possibility to be adopted as a control method for this insect in stored corn grains.
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Introdugdo

O Brasil é considerado o terceiro maior
produtor mundial de milho (Zea mays L.), com a
soma da producdo de grdos das safras 2011/2012
fotalizando 69,48 milhdes de toneladas e uma
drea de plantio estimada em 7,23 milhdes de
hectares para a safra de 2012, tendo como
principal destino as industrias de racdes para
animais, correspondendo entre 70 a 80% do total
de grdos produzidos (Garcia et al., 2006; Mapa,
2012).

O armazenamento deste produto requer
muita atencdo, pois os grdos podem sofrer
diversas influéncias negativas de determinados
fatores, como temperaturag, umidade,
disponibilidade de oxigénio, micro-organismos,
roedores, pdssaros e insetos-praga (Embrapa,
2009). A reducdo quantitativa e qualitativa
dos grdos armazenados de milho, propiciadas
pelo ataque de insefos considerados pragas
agricolas, pode apresentar valores entre 10 a
20% do total produzido pelo Brasil (Beskow &
Deckers, 2002). Dentre os insefos-praga mais
importantes de grdos armazenados, destacam-
se as espécies Sitophilus oryzae L. e S. zeamais
Mots. (Coleoptera: Curculionidoe) (Rosseto,
1966; Lorini, 1999).

Estas espécies apresentam infestacdo
cruzada, a qual é responsdvel por deteriorar os
grdos de milho tanto em dreas de campo como
em armazenamento, além de apresentarem
polifagia e elevado potencial bidtico, fatores
que dificultam o controle populacional destas
pragas (Lorini, 2002). Entre os prejuizos causados,
destacam-se a reducdo no peso e valor nutritivo
do grdo, diminuicdo da viabilidade da semente,
poluicdo da
massa de grdos e disseminacdo de fungos na
massa de grdos (Athié et al., 1998; Lorini, 1999), o
que torna o produto impréprio para o consumo

aguecimento e deterioracdo,

humano e alimentacdo animal (Caneppele et
al., 2003).

Para o controle destas espécies, muitos
inseticidas sdo ufilizados, principalmente o grupo
quimico dos piretrdides e organofosforados,
além dos representados pela
elevada periculosidade e com periodo de

fumigantes,

caréncia especifico (Lorini, 1998; Sgarbiero et al.,
2003). O uso inadequado desses produtos pode

ocasionar falhas durante o processo de controle
de pragas, que culmina na elevacdo dos custos,
maior presenca de residuos quimicos nos grdos
e o rdpido desenvolvimento de resisténcia
por parte das espécies que estdo expostas
continuamente a estas aplicacdes fitossanitdrias
(Ribeiro et al., 2003; Daglish, 2004).

Para minimizar esta problemdtica, o
método de confrole bioldgico com micro-
organismaos entomopatogénicos
se como uma tdtica vidvel

constitui-
e vantagjosa,
especialmente quanto d reducdo do impacto
contaminacdo do produto
maior seguranca para

ambiental e

com residuos, sua
manipulacdo, menor custo de aplicacdo e
especificidade e também por ndo selecionar
resistentes de pragas e ndo
ocasionar problemas qualitativos e quantitativos
aos gréos armazenados (Franceschini, 2001),
representados principalmente pelos grupos de
fungos, bactérias, virus, protozodrios, nematdides,
rickétsias e micoplasma (Alves, 1998).

Dentfre os entomopatdgenos, os fungos
sdo ©0s organismos que apresentam maior
potencial no controle de Sitophilus spp., pois seu
modo de acdo é baseado, principalmente, no
contato do inseto com as estruturas reprodutivas
destes micro-organismos (Alves & Lecuona, 1998),
além de apresentarem elevada capacidade de
dispersdo horizontal (Castrillo et al., 2005).

Os fungos entomopatogénicos
considerados de maior potencial para o controle
de pragas de grdos armazenados sGo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. (Athanassiou & Steenberg,
2007; Rondelli et al., 2012),
genética pode interferir na viruléncia de isolados
destas espécies, além da linhagem, idade,
distribuicdo espacial, densidade populacional
da praga alvo e condicdes ambientais, também
responsdveis por tornar uma linhagem mais ou

populacdes

cuja variabilidade

menos virulenta quando em comparacdo com
outra linhagem de determinada espécie (Alves,
1998). Porém, pesquisas com outros fungos
entomopatogénicos devem ser realizadas com
o propdsito de selecionar micro-organismos
patogénicos a pragas de grdos armazenados
com elevada viruléncia a determinada espécie-

praga.
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Em vista disso, o objetivo da pesquisa foi
avaliar,em condicdes de laboratdrio, a eficiéncia
de isolados de B. bassiana, M. anisopliae e Isaria
fumosorosea (Wise) no controle populacional de
S. oryzae.

Material e Métodos

Manutencdo da criacdo de Sitophilus oryzae

Os insetos utilizados nos experimentos
da criacdo
do Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI), Departamento Fitossanidade,
Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias
(FCAV/UNESP), recipientes
pldsticos cilindricos, com di@metro de 15 cm e
capacidade de 5 L, cobertos por um fino tecido
“voil" adaptado na parte superior da estrutura,
com o propdsito de permitir as frocas gasosas
entre os meios. Cada recipiente continha 1.000
g de grdos secos de milho (Z. mays) e infestados
com aproximadamente 200 adultos de S. oryzae.
Apds 15 dias de infestacdo, os grdos foram
peneirados, e os insetos separados da massa de
grdos, sendo 0s mesmos fransferidos para Nnovos
recipientes contendo o referido substrato. A
criacdo foi mantida & temperatura de 28 £ 1 °C
e umidade relativa de 65 *+ 5%.

foram  provenientes massal

mantidos em

Manipulacdo dos fungos entomopatogénicos
Os isolados de B. bassiana utilizados no
experimento foram IBCB 01, IBCB 17 e IBCB 18,
pertencentes ao Banco de Entomopatdégenos
do Laboratério de Confrole Microbiano de
Artrépodes-Praga (LCMAP) (FCAV/UNESP).
Estes isolados foram multiplicados em placas
de Petri com 9 cm de di@metro, contendo
o meio de cultura BDA (Batata + Dexirose +
Agar), incubados em cé&mara de crescimento
(B.O.D.) a 28 £ 1°C e 12 h de fotofase, por um
periodo de oito dias. O isolado de I. fumosorosea
(ARSEF 7050), também procedente do referido
Banco de Entomopatdgenos, foi multiplicado
em placas de Petri com 9 cm de di@metro,
contendo meio de cultura SDAY (Neopeptona
+ Dexirose + Levedura + Agar) e incubado sob
as mesmas condicdes descritas anteriormente.
Apds o periodo de incubacdo, os conidios
foram coletados das placas de Petri raspando-

se a superficie do meio de cultura, transferidos e
armazenados em frascos de vidro esterilizados e
acondicionados em refrigerador & temperatura
de -10 °C por um periodo inferior a 15 dias (Alves,
1998).

Também foram testados os formulados
comerciais dos fungos B. bassiana (Boveril®, pd
molhdvel, 5,0 x 10® conidios vidveis por grama,
Itaforte Bio Produtos) e M. anisopliae (Metarril®,
pd molhdvel, 5,0 x 108 conidios vidveis por grama,
ltaforte Bio Produtos) através da diluicdo de 10
g do produto comercial em 100 mL de dgua
destfilada e deionizada. Outros dois fratfamentos
foram compostos dos fungos B. bassiana e M.
anisopliae cultivados em arroz, produzidos em
usinas de cana-de-acucar. Para a remocdo
do fungo, 1 g de arroz foi lavado com dgua
destilada e deionizada até a obtencdo de 10
mL de solucdo.

As solucdes de conidios dos respectivos
fungos entomopatogénicos foram preparadas
com dgua destilada e deionizada acrescida
do espalhante adesivo Tween® 80 (0,01%),
posteriormente quantificadas em cdmara de
Neubauer e padronizadas na concentracdo de
1,0 x 108 conidios vidveis / mL.

Avaliacdo da patogenicidade

Nos bioensaios, adultos ndo separados
por sexo de S. oryzae, com 20 a 30 dias de vida,
foram imersos em 15 mL da solucdo de conidios
na concenfracdo de 1,0 x 108 conidios vidveis
/ mL com auxiio de uma peneira e agitados
manualmente por um periodo de 10 segundos
para permitir o contato do tegumento dos insetos
com as caldas inseticidas, e refirar o excesso de
calda apds aimersdo. Na testemunha, os insetos
foramimersos em solucdo aquosa de espalhante
adesivo Tween® 80 (0,01%).

Em  seguidaq,
acondicionados em placas de Petfri com 9 cm
de didmetro, contendo papel filtfro e 20 g de
grdos secos de miho, vedadas com pldstico
flme PVC, perfurado com auxilio de um alfinete
para permitir as trocas gasosas. Para cada
isolado foram realizadas quatro repeticdes, com
quinze insetos cada. As placas foram mantidas
em sala climatizada, a temperatura de 28 £ 1 °C,
umidade relativa de 48 + 10% e fotofase de 14 h.

os insetos  foram
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As avaliacdes de mortalidade foram
redlizadas diariamente, por um periodo de 15
dias, sendo os caddveres dos insetos separados
e acondicionados, individualmente, em placas
de Petri contendo algoddo umedecido (c&mara
Umida), mantidas em cdmara de crescimento
(B.O.D.) com temperatura de 28 + 1 °C e fotofase
de 12 h, por um periodo de 12 dias, para a
confrmacdo da mortalidade pelo patdégeno
através da formacdo de estruturas reprodutivas
do fungo no corpo do inseto. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente
casudlizado, em esquema fatorial 12 x 5, em
que o primeiro fator representa os fungos
entomopatogénicos ufilizados e testemunha
e o segundo fator o periodo de avaliacdo em
dias. Os dados foram transformados em log (x
+ 5) e submetidos & andlise de variéncia, sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey, p <
0,05.

Resultados e Discussao
isolado de M.
anisopliae obtido de usina de cana-de-acucar,

Com excecdo do

os demais produtos comerciais ou isolados dos
micro-organismos analisados foram patogénicos

para adultos de S. oryzae. Porém, os referidos
enfomopatdgenos causaram baixa mortalidade,
que variou entre 5 a 25% (Tabela 1). Devido &
reduzida mortalidade, ndo foi possivel estimar a
viruléncia dos entomopatégenos

Os periodos compreendidos entre o
inicio das avaliagcdes até o sexto dia e entre
o décimo terceiro e décimo quinto dias ndo
apresentaram  diferenga  significativa  em
relacdo & mortalidade de adultos de S. oryzae
para os diferentes tratfamentos com os fungos
entomopatogénicos. Enfre o sétimo e nono
dias de avaliacdo, a mortalidade causada
pelo produto Boveril® e o isolado de B. bassiana
(Usina)
quando comparados com a testemunha, com
mortalidade atingindo valor de 6,67% e 8,33%,
respectivamente. Para o periodo compreendido
entre o décimo e décimo segundo dias de
avaliacdo, apenas o isolado de B. bassiana
(Usina) apresentou diferenca significativa em
relacdo a testemunha, com mortalidade de
10%. Os demais entomopatdgenos testados ndo

apresentaram resulfados  significativos

apresentaram resultados significativos quando
comparados d testemunha (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade média (%) de adultos de Sitophilus oryzae expostos aos fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea (temperatura de 28 + 1 °C, umidade relativa de

48 + 10% e fotofase de 14 h)

Trofamen oS : F dms. CV. )
1-3 At e 10-12 1315 To
Tesiemunng 0,00 A0 0,00 A0 0,00 A 0,00 Al 000 A0 000 ¢ o0 000 a4 4]
Esouwverno bossong - - - = = = - - -
IBCE 17 0,00 A0 0,00 A0 16720,056 AoD 167006 AD 1567006 Ao 50120,10Bc g 5™ 03131 1577
IBCE 01 5,.5330,06 AQ 1,670,005 A0 0,00 AL 1 6720,06 Ao 3533007 A0 100030,11 a0 g 7s™ 03905 2204
IBCE 18 3353008 A0 S00F0,11 Ao 1472006 Ach 3,333#0,11 Agb SD0H008 Ao 153530,10a0 0,57 05083 2627
snlodo LEng 0,00 B 5004011 ABa 5553000 ABa 1000#0,07 Ao 1,&673004 B 25,0030,11 o 5.,5;*- 054448 1452
Bonesld PM 000 Bo SS5H008 ABOQ &,&67H000 A 000 B 0,00 B 10,000,058 ab |2|.:.:|_ Qo20ET 1178
rMemmidivm onisopioe - - - - - - - - -
soiodo LEInG 0,00 A0 0,00 A0 0,00 AL 0,00 AD 000 A0 000 ¢ o007 000 o0
MetormilE PR 5,3530,086 AC 0,00 A0 1,670,086 AgiD 0,00 AL 000 A0 S00008 B 1,717 0EFS) 14675
Eorig furpsomsso - - - - - i - = a
ARZEF 7050 0,00 A0 0,00 A0 1,6730,06 Aot 1,670,086 AD 000 A0 S.543007 b 0,757 02556 1555
F oo™ 1717 567 408" 245" 12017 - - -
dm s. 0.2755 03854 D2F35 05458 10,3055 0.3708 - - -
C.v. ) 1&6.1% 2070 14.75 15.55 1665 1502 - - -

Médias seguidas pela mesma lefra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (a = 5%); “significativo a 1% de probabilidade

pelo teste de Tukey; ™ ndo significativo

Em relacdo ao tempo de acdo dos
produtos/isolados sobre S. oryzae, foi possivel
observar que o isolado de B. bassiana (Usina)
de confrole
entre o quarto e décimo segundo dia apds

apresentou  maior eficiéncia

contato inicial com o inseto, porém apenas o
periodo entre o primeiro e terceiro dias diferiu
significativamente em relagdo ao décimo e
décimo segundo dia de avaliacdo. O produto

comercial Boveril® causou maior mortalidade
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entre o quarto e nono dia apds exposicdo aos
insetos, com diferenca significativa apenas para
o periodo compreendido entre o sexto e nono
dia em relacdo cos demais periodos analisados.
Dessa maneira, Boveril® apresentou acdo mais
répida, porém menos duradoura, em relacdo
ao isolado obtido da usina de cana-de-acucar
(Tabela 1).

Os
entomopatogénico B.
responsdveis por promover maior mortalidade de
adultos de S. oryzae quando comparados com
os demais entomopatdgenos, representados
principalmente pelo isolado obfido da usina
de cana-de-acucar e do isolado IBCB 18, com
25 e 18,33% de mortalidade, respectivamente
(Tabela 1). Bello et al. (2000) também obtiveram
maior eficiéncia de controle de adultos de S.
oryzae com isolados de B. bassiana quando
comparado com os fungos entomopatogénicos
M. anisopliae, Verticillium lecanii e Isaria farinosa.
O entomopatdébgeno B. bassiana, quando
utilizado no controle de S. zeamais Mots. também
ocasionou maior mortalidade em comparacdo
com M. anisopliae (Potrich et al., 2006).

Quanto a relacdo patégeno-
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 ndo é especifico,
sendo relacionado & camada hidrofdbica

fratamentos com o  fungo

bassiana foram ©s

presente na superficie destas estruturas (Boucias
et al., 1988). Além deste mecanismo, existem
especificos  representados  por
subst@ncias quimicas secretadas por fungos
entomopatogénicos, que sdo responsdveis por
facilitar a adesdo das estruturas reprodutivas
na cuticula do inseto (Boucias et al., 1988),
fatores que podem ter influenciado na baixa
mortalidade de S. oryzae noinicio das avaliacoes.

Além destes mecanismos, a reduzida
capacidade do entomopatdégeno em utilizar
os nutrientes disponiveis na superficie da
cuticula do inseto para seu desenvolvimento e
a auséncia de caracteristicas necessdrias para o
reconhecimento de um hospedeiro suscetivel ou
do local de infeccdo penetrdvel sGo importantes
fatores para a auséncia ou reduzida infeccdo

complexos

de um fungo entomopatogénico em relacdo
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
condicoes ambientais, da espessura da cuticula
do inseto, do passado térmico das estruturas
reprodutivas, da densidade do conidio e da
variedade de enzimas exiracelulares sintetizadas
por fungos entomopatogénicos responsdveis
pela degradacdo da cuticula (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
a partir do sétimo dia pode estar relacionada
d penetracdo fungica no tegumento do inseto
através da combinacdo dos processos de
pressdo mecdénica e acdo enzimdtica (Arruda
et al, 2005). As enzimas sintetizadas pelos
fungos entomopatogénicos, responsdveis pela
degradacdo da maioria dos componentes
da cuficula dos insetos, sdo compostas
principalmente por profeases, e
esterases (Charnley & St. Leger, 1991), com
variabilidade quanto & composicdo em relacdo
A espécie e/ou isolado do entomopatdgeno,
que pode ter sido um importante fator para
com a diferenca na mortalidade de S
oryzae quando exposta aos diferentes fungos
entfomopatogénicos, sendo também observada
por Leal et al. (1997).

quitinases

Posteriormente ao processo de
germinacdo e  peneftracdo do  fungo
entomopatogénico na cuticula do inseto,

ocorrerd a colonizacdo, infeccdo generalizada
e mortalidade, que perdura entfre trés a dez
dias apds o contato dos conidios com o
inseto, dependente de fatores limitantes como
componentes nutricionais da cuticula, reacdes
quimicas e acdo de micotoxinas (Li et al., 2012),
com importdncia em relagcdo a viruléncia de
determinado entomopatégeno (Zhang et al.,
2008).

A variabilidade genética existente
entre isolados de fungos entomopatogénicos
de mesma espécie também estd intimamente
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correlacionada com variagdes de mortalidade
dos insetos oriundos de tratamentos
isolados distintos, porém de mesma espécie
(Rondelli et al., 2012), principalmente quanto
a capacidade de penetracdo na cuticula
do insefo e/ou resisténcia a subst@ncias de
defesa produzidas pelo mesmo (Alves, 1998; Li
et al., 2012). Embasado nestas informagdes, os
resultados da presente pesquisa podem ter sido
influenciados pela presenca ou auséncia de
mecanismos especificos e ndo especificos, além
de outras caracteristicas intrinsecas e extrinsecas,
responsdveis pela variabilidade da mortalidade
de S. oryzae.

com

Conclusoes
A maioria dos isolados e produtos
comerciais dos fungos entomopatogénicos

analisados foram patogénicos a adultos de
Sitophilus oryzae, porém pouco promissores para
adocdo como medida de controle desse inseto,
devido & baixa mortalidade observada.
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