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RESUMO. A broca da cana-de-agticar Diatraea saccharalis F. é considerada uma das principais
pragas nas Américas. Entre os métodos de controle, o uso de fungos entomopatogénicos tem
sido amplamente recomendado no manejo das pragas da cana-de-agtcar, incluindo outras
lepidobrocas. Assim sendo, este estudo investigou os efeitos de diferentes concentragdes de
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. sobre parimetros
biolégicos da broca da cana-de-agtcar. Larvas de terceiro instar de D. saccharalis foram tratadas
com os fungos usando as concentragdes de 10°, 10* ¢ 10° conidios mL™. Larvas tratadas com
10° conidios mL" de B. bassiana tiveram menor sobrevivéncia (56,6%), comparadas com
lagartas nio-tratadas (90%). Adultos originados de larvas tratadas colocaram menor ntimero de
ovos, com menor viabilidade, e viveram menos, comparados com adultos originados de larvas
nio-tratadas. Larvas tratadas com M. anisopliae na concentracgio de 10° conidios mL™ e adultos
originados destas larvas também exibiram redugio no desempenho, comparados aos insetos
nao-tratados. Os resultados indicam que B. bassiana ¢ M. anisopliae, além de patogénicos as
larvas de D. saccharalis, também interferem negativamente na sua biologia, mostrando potencial
de uso contra esta praga.
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ABSTRACT. Effect of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. on Biological Characteristics of Diatraea saccharalis F.
(Lepidoptera: Crambidae). The sugarcane borer Diatraea saccharalis F. is considered one
of the major sugarcane pests in the American continent. Among control methods, the use of
entomopathogenic fungi has been broadly recommended to manage sugarcane pests,
including other sugarcane borers. Therefore, this study investigated the effects of different
concentrations of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill and Metarhizium anisopliae (Metch.) Sorok
on biological characteristics of the sugarcane borer. Third-instar larvae of D. saccharalis were
fungi-treated using the concentrations of 10%, 10* and 10° conidia mL"". Larvae treated with
10° conidia mL™" of B. bassiana showed lower survival (56.6%) compared to untreated larvae
(90%). Adults originated from treated larvae laid a lower number of eggs and exhibited
lower viability, and lived less compared to adults of untreated larvae. Also, larvae treated
with 10° conidia mL™" of M. anisopliae and adults originated from those larvae presented
reduced performance compared to untreated larvae. Results indicate that B. bassiana and M.
anisopliae are pathogenic to D. saccharalis larvae and affect its biology. Hence, they have
potential to be used against this pest.

Key words: entomopathogenic fungi, sugarcane borer, biological control.

Introducao

A cana-de-agtcar Saccharum  officinarum L. ¢é
considerada de grande importincia no Ambito
socioecondmico, pela sua matéria-prima para produgio
de alimento e ra¢io animal, bem como por ser uma das
alternativas para o consumo automotivo, propiciando
redugio na importagio de petréleo. Os problemas

fitossanitdrios relacionados a essa cultura tém se
constituido como um dos principais fatores limitantes
para a produgio ¢ o rendimento industrial. A broca da
cana-de-agticar Diatraea saccharalis F. é uma das
pragas
econdmicas, pelos danos diretos e indiretos provocados
pelas larvas (Almeida et al., 1988, Mendonga, 1996,

principais responsiveis por essas perdas
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Botelho e Macedo, 2002).

Dentre os fungos entomopatogénicos mais
utilizados em controle de pragas, estio Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok., pela ampla distribuigio geogrifica,
variedade de hospedeiros e ocorréncias de ambos em
condi¢bes naturais, enzodticas ou epizodticas (Alves,
1998). O tfungo M. anisopliae vem sendo utilizado no
Estado de Pernambuco desde 1970 para controle
bioldgico da cigarrinha da folha da cana-de-agtcar,
Mahanarva posticata (Stal.), proporcionando redugio
dristica no uso de inseticidas quimicos.
Considerando que as larvas da broca da cana-de-
agtcar D. saccharalis tém o hébito de permanecerem
alimentando-se durante aproximadamente dez dias
nas folhas para, em seguida, penetrarem no colmo, o
fungo pode atingir o inseto durante essa fase, sendo
inclusive, recomendado para controle de ovos e
larvas de D. saccharalis (Mendonga et al., 1996).

Estudos realizados por Sikura et al. (1972)
demonstraram que B. bassiana induziu injdrias
histolégicas e citoldgicas nos ovirios de adultos
sobreviventes da infecgio de larvas de Leptinotarsa
decemlineata Say, reduzindo a sua fecundidade, tanto
pela interrup¢io do desenvolvimento folicular
quanto pela sua degeneragio.

Segundo Fargues et al. (1991), a fecundidade de
besouros L. decemlineata, que sobreviveram ao
tratamento das larvas com o fungo B. bassiana na
dosagem 3 x 10* conidios cm? apresentou
decréscimo significativo (12 = 9,1 ovos fémea™ dia™)
quando comparada 2 dos besouros nio-tratados.

Noma e Strickler (2000), analisando os efeitos da
infec¢io de B. bassiana sobre Lygus hesperus (Knight),
verificaram reducio média de 19% na taxa de
oviposi¢io dos percevejos quando tratados na
concentragio de 1,34 x 107 conidios mL™".

Mulock e Chandler (2001) avaliaram o efeito de
B. bassiana na concentragio de 5 x 107 conidios mL™!
na producio de ovos de Diabrotica virgifera virgifera
LeConte. Observaram que as fémeas, dez dias apés a
emergéncia, tiveram produgio média de ovos 30%
inferior, quando comparadas aquelas nio-tratadas.

Pesquisas realizadas por Alves et al. (2002) sobre
os efeitos da fase leveduriforme de B. bassiana ¢ sua
patogenicidade contra D. saccharalis e Tetranychus
urticae Koch indicaram que houve maior viruléncia
das estruturas leveduriformes para D. saccharalis.

O cfeito de B. bassiana isolado BaKGP na
fecundidade ¢ fertilidade de Tetranhchus evansi Baker
& Pritchar foi avaliado por Wekesa et al. (2006). Os
autores verificaram que adultos e deutoninfas foram
mais suscetiveis ao fungo do que larvas e
protoninfas. Observaram, ainda, que todas as
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concentragdes testadas (3,0 x 10%, 1,0 x 10" ¢ 1,0 x 10?
conidio mL") interferiram na fecundidade das
fémeas, quando comparadas com a testemunha, mas
os resultados entre as concentragdes nio diferiram
entre si.

Franca et al. (2006), analisando a reprodugio do
percevejo predador Podisus  nigrispinus  (Dallas),
alimentado com lagartas do 3° instar de Alabama
argillacea (Hueb.) contaminadas com B. bassiana ¢ M.
anisopliae, ~ observaram  que houve redugio
significativa com relagio 2 fertilidade, com médias
de 196,5 e 196,1 ovos fémea’, respectivamente,
comparadas 2 testemunha, que foi de 427,0 ovos
fémea™.

A presente pesquisa avaliou os efeitos dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, em
diferentes concentragdes, sobre a mortalidade,
duragio e viabilidade das fases de larvas, pupa e ovos,
como também a fecundidade e longevidade de
adultos de D. saccharalis oriundos de larvas tratadas e
nio-tratadas.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério
de Patologia de Insetos da Area de Fitossanidade, do
Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em Recife,
Estado de Pernambuco.

Obtencao dos insetos. As larvas do 3° instar de
D. saccharalis foram obtidas da criacio no Laboratério
de Controle Biolégico da Area de Fitossanidade do
Departamento de Agronomia da UFRPE e mantidas
em dieta artificial modificada de Hensley e
Hammond (1968), que consiste basicamente de
farelo de soja, germe de trigo, solugio vitaminica,
sais de Wesson, anticontaminante, igar e igua.

Obtencao dos Isolados de B. bassiana e M.
anisopliae. Foram utilizados os isolados Esalq 447 de
B. bassiana ¢ E9 de M. anisopliae, provenientes da
micoteca do Laboratério de Patologia de Insetos,
mantidos a uma temperatura de 6 = 2°C em tubos
de vidro com meio de cultura Batata—DeXtrose—Agar
+ antibiético sulfato de estreptomicina (BDA + A)
e 6leo Nujol. As suspensdes foram preparadas a
partir de culturas dos fungos, obtidas em placas de
Petri, adicionando-se igua destilada esterilizada +
espalhante adesivo Tween 80 a 0,01% (ADE + E),
sendo 20 mL para B. bassiana ¢ 15 mL para M.
anisopliae. O material foi filtrado em gaze
esterilizada, e as concentracbes para ambos os
isolados foram ajustadas em 10°, 10* ¢ 10° conidios
mL", ap6és contagem em cimara de Neubauer. A
viabilidade de conidios foi determinada por meio de
plaqueamento em BDA + A, apds 24h, em estufa
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incubadora BOD a 26 = 1°C ¢ 12h de fotofase,
fazendo-se a contagem de conidios germinados e
nio-germinados em microscépios Opticos de luz,
segundo metodologia descrita por Alves e Moraes
(1998).

Avaliacao de parametros bioldgicos de D.
saccharalis. Foram avaliados o perfodo e a viabilidade
larval e pupal, fecundidade, viabilidade de ovos e
longevidade de machos e fémeas sobreviventes. O
experimento com larvas constituiu-se de quatro
tratamentos com cinco repeti¢oes de dez larvas cada,
as quais foram pulverizadas com as concentragoes de
10°, 10* e 10° conidios mL" de cada fungo. Na
testemunha, as larvas foram pulverizadas com 4gua
destilada esterilizada + espalhante adesivo Tween 80
a 0,01%. Apés serem pulverizadas, as larvas foram
acondicionadas em  bandejas  plisticas com
compartimentos, contendo colmo de milho como
substrato alimentar, totalizando 50 insetos por
tratamento. A pulverizagio das larvas foi feita com
um microatomizador de marca Paasche “VL”, sendo
utilizado 1 mL da suspensio por tratamento. As
observagdes  foram  realizadas  diariamente,
colocando-se as larvas mortas em placas de Petri
com algodio umedecido para confirmac¢io do agente
causal.

As pupas provenientes de larvas tratadas foram
acondicionadas em caixas plisticas com algodio
hidréfilo umedecido, forradas com papel filtro,
protegidas com tampa telada, para verificacio da
emergéncia.

As condi¢des do ambiente durante as fases de
larva e pupa foram de 27 * 2°C ¢ 70 = 5% UR e
12h de fotofase.

Adultos de D. saccharalis (n = seis casais por
tratamento), provenientes dos respectivos tratamentos
(testemunha, 10°, 10* e 10° conidios mL™") na fase de
larva foram individualizados em gaiolas, contendo
um chumaco de algodio embebido com solugio de
mel a 10%, renovado a cada dois dias. As gaiolas
foram confeccionadas com tubos de PVC (20 cm de
didmetro e 22 cm de altura), sendo a parte inferior
vedada por uma placa de plistico transparente, ¢ a
parte superior, por um tecido do tipo voil, preso por
um eldstico. A parte interna foi revestida com papel
sulfite umedecido, os ovos obtidos foram recolhidos
diariamente das gaiolas e esterilizados, segundo
metodologia de Aradjo (1987), e foi contado o
ntmero de ovos.

Apébs esse procedimento, as posturas foram
recortadas e acondicionadas em placas de Petri
revestidas internamente com papel filtro umedecido.
A viabilidade dos ovos de D. saccharalis foi obtida
com base na contagem do nimero de ovos ¢ de
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larvas eclodidas diariamente, sendo acondicionados
em BOD em temperatura de 26 = 1°C ¢ 70 = 5%
UR e 12h de fotofase.

A longevidade dos adultos foi determinada por
meio de observacoes didrias até a morte dos insetos.
Nesta fase do experimento, as condigdes climiticas
registradas foram de 23 = 2°C, 70 = 5% de UR ¢
12h de fotofase.

Os dados bioldgicos de D. saccharalis obtidos nio
assumiram distribuigdo normal, portanto, foram
analisados utilizando o teste nio-paramétrico de
Kruskal-Wallis, o que permitiu comparagbes das
médias ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Verificou-se que a viabilidade dos fungos esteve
acima de 95% e que apresentaram atividade
patogénica sobre os insetos nos diferentes
parimetros avaliados.

Assim, a média da viabilidade larval decresceu
significativamente com o aumento da concentragio
do fungo B. bassiana (p < 0, 05); a menor viabilidade
(56,6%) foi observada na concentragio 10° conidios
mL", diferindo da testemunha e da concentragio de
10° conidios mL™, respectivamente (Tabela 1). Com
relacio ao periodo larval, pupal e viabilidade pupal
de D. saccharalis, ndo houve interferéncia do fungo.
Analisando-se esses resultados, verificou-se que B.
bassiana na concentracio de 10° conidios mL™*
reduziu a viabilidade larval de D. saccharalis; em
consequéncia, reduziu potencialmente a populagio
da geragio seguinte.

A fecundidade de D. saccharalis provenientes de
larvas submetidas 2 concentragio de 10° conidios
mL™" de B. bassiana foi de 237,0 ovos fémea™ (Tabela
1). Este valor foi inferior aqueles obtidos na
testemunha e nas concentragdes de 10° e 10*
conidios mL™, sendo, respectivamente, 357,2; 337,3
e 323,0 ovos fémea™. Com relagio 2 viabilidade de
ovos, constatou-se redugio  significativa nas
concentragdes de 10* e 10° conidios mL™' (63,4 ¢
48,6%) em relacio a testemunha e 3 concentragio
10° conidios mL! com valores de 88,4 ¢ 83,3%,
respectivamente.

A longevidade de machos e fémeas de D. saccharalis,
provenientes de larvas tratadas com 10° conidios mL™,
foi de 2,17 e de 2,50 dias, respectivamente, sendo
inferior a longevidade de adultos na testemunha (& =
350 dias ¢ @ = 4,83 dias). Em relagio a essa
caracteristica, as fémeas apresentaram diferenga
significativa a partir da concentragio 10° conidios mL™,
sugerindo que baixas concentra¢bes podem produzir
efeitos subletais significativos sobre as populagdes de D.
saccharalis.
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saccharalis,
verificou-se, no presente trabalho, reducio de 33,6% na
porcentagem de oviposi¢io ocasionada por B. bassiana
na concentragio 10° conidios mL™" (Tabela 1).

Fargues et al. (1991) demonstraram que a
fecundidade dos besouros que
sobreviveram ao tratamento das larvas com B.
bassiana na dosagem 3 x 10* conidios cm™ foi muito
menor (12 + 9,1 ovos fémea™ dia™) do que aquela

Com relagio 2 fecundidade de D.

L. decemlineata

dos besouros nio-tratados. Da mesma forma, Noma
e Strickler (2000) também verificaram que L.
hesperus teve redugio média de 19% na taxa de
oviposigio pela infec¢io por B. bassiana isolado GHA
na concentragio de 1,34 x 107 conidios mL™.

Em estudo mais detalhado, Sikura et al. (1972)
relataram que B. bassiana induziu  injurias
histolégicas e citolégicas nos ovirios de adultos
sobreviventes da infec¢io de larvas de L. decemlineata,
interrompendo o desenvolvimento folicular ou
causando degeneragio, o que resultou em redugio
da fecundidade.

A viabilidade de ovos de D. saccharalis foi afetada a

partir da concentracio 10* conidios mL”, sendo a
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concentracio 10° conidios mL™" a que mais afetou esse
parimetro (48,6%), diferindo da testemunha e de 10°
mL"', que foram de 884 e 833%,
respectivamente. Constatou-se, ainda, que machos e
fémeas viveram menos, com reducdes de 38 e 48,2%,
respectivamente, em relagio 2 maior concentragio.

conidios

Com relagio a M. anisopliae, verificou-se que a
viabilidade larval, submetida 2
concentragio  10° mL™,
diferenca significativa (p < 0,05), quando comparada
as demais concentracdes e i testemunha, indicando
que este parimetro biolégico foi afetado pela agio do
patégeno, o que reduziu a populagio em 34,2% pela
mortalidade de larvas, as quais nio conseguiram
atingir o estdgio de pupa (Tabela 2).

média da

conidios apresentou

N

Em relagio 2
lagartas tratadas com M. anisopliae, observou-se
aumento significativo do periodo na concentragio de

mL"' (7,9 dias),
testemunha e 2 concentragio 10° conidios mL™'. A

duragio do periodo pupal de

10°  conidios comparado 2
viabilidade pupal foi mais elevada no controle e
decresceu com as aplicagdes do fungo, variando de
53,3 2 88,3% (Tabela 2).

Tabela 1. Efeito de B. bassiana em diferentes concentragdes sobre caracteristicas da fase de larva e adulto de D. saccharalis em laboratério.

Tratamento Periodo larval (dias) Viabilidade larval (%) Periodo pupal (dias) Viabilidade pupal (%)

Larva

Testemunha 28,0 £2.25a 90,0 £9,13a 7,53 +0,31a 84,33 + 20,53a

10° 24,6 £1,73a 86,7 £13,94a 7,47 £0,15a 76,67 £9,13a

10* 25,5+3,04a 76,67 £19,00ab 7,63 £0,57a 75,33 £23,29a
0 2630250a  S667+1900b 7974060 600022528
Valor de p' 0,1430 0,0475* 0,2713 0,3404

Tratamento Fecundidade Viabilidade de ovos (%) Longevidade de J (dias) Longevidade de @ (dias)
Adultos

Testemunha 357,17 £19,24a 88,41 +£2,04a 3,50 £ 0,55a 4,83 +0,75a

10° 337,33 +£37,22a 83,28 + 3,60a 3,17 £0,98ab 4,00 £ 0,63b

10* 323,00 + 58,80a 63,43 + 8,30b 2,50 £ 0,55bc 3,33 £0,52¢
02370032 w0232 2074041 2500554
Valor de p' 0,0074* < 0,0001* 0,0008* 0,0186*

“Diferenga significativa a 5,0%.
'Por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Médias (+ DP) seguidas de mesma letra, nas colunas, para cada estigio de desenvolvimento, nio diferem entre si por meio de comparagoes pareadas do teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2. Efeito de M. anisopliae em diferentes concentragdes sobre caracteristicas da fase de larva e adulto de D. saccharalis em laboratério.

Tratamento Periodo larval (dias) Viabilidade larval (%) Periodo pupal (dias) Viabilidade pupal (%)

Larva

Testemunha 33,20 £2,64a 86,67 £ 13,94a 6,80 + 0,602 88,33+ 11,18a

10° 33,92+1,57a 86,67 £ 18,26a 7,10 £0,22a 73,33 £ 13,69ac

10* 34,42+ 134a 86,67 +13,94a 7,27 £ 0,55ab 65,33 + 18,35bc
W0 ASSE2SG S667£9.0% 786054 533321395
Valor de p' 0,6730 0,0257* 0,0366* 0,0252*

Tratamento Fecundidade Viabilidade de ovos (%) Longevidade de & (dias) Longevidade de @ (dias)
Adulto

Testemunha 344,33 £27,02a 87,58 £1,72a 3,50 £0,55a 4,67 £1,03a

10° 336,33 +51,28a 82,54 + 4,59b 3,50 £0,84a 4,17 £1,17ab

10* 333,00 + 65,76a 67,74 +9,04¢ 2,67 £0,82a 3,33 £0,82ab
(L 26550175060 24864 2072075 250£055
Valor de p' 0,2245 0,0002* 0,0055* 0,0195*

“Diferenga significativa a 5,0%.
'Por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Médias (+ DP) seguidas de mesma letra, nas colunas, para cada estigio de desenvolvimento, nio diferem entre si por meio de comparagdes pareadas do teste de Kruskal-Wallis.
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Apesar de a fecundidade de D. saccharalis nio
apresentar  diferengas  estatisticas, constatou-se
variagio de 265,5 ovos fémea™ para o tratamento de
10° conidios mL"' a 3443 ovos fémea™ para a
testemunha. As porcentagens referentes a este
parimetro indicam redugio de 22,9% de ovos por M.
anisopliae na concentragio 10° conidios mL"' em
relacio 2 testemunha, o que, do ponto de vista
bioldgico, deve ser considerado.

A viabilidade de ovos foi afetada, havendo
redugio em todos os tratamentos com relagio i
testemunha, sendo esse fato comprovado ji na
concentragio 10° conidios mL™. Na concentragio de
10° conidios mL™, a porcentagem de viabilidade dos
ovos foi de 52,3%, muito abaixo da testemunha, que
foi de 87,6%, sugerindo ser um aspecto importante
no controle da populagao.

Ekesi e Maniania (2000) também verificaram
reducio na viabilidade dos ovos de Megalurothrips
sjostedti Trybom, quando tratados com M. anisopliae
isolado ICIPE 69 nas concentragdes de 10°, 107 e 108
conidios mL", com redugdes parciais de 48, 46 ¢
30%, respectivamente, relativos a testemunha.

A fecundidade e mortalidade larval de
Anoplophora glabripennis Motchulsky foram analisadas
por Hajek et al. (2008) em fémeas sexualmente
maduras infectadas com M. anisopliae isolado ARSEF
7234, em uma concentragio de 2,11 x 10® + 4,78 x
10° conidios cm™® Os autores observaram
fecundidade de 5,2 = 0,9 ovos fémea™ exposta ao
fungo vs 21,9 = 3,3 ovos fémea™ para o controle e
72,4% de mortalidade para fémeas expostas ao
isolado vs 30,9% para o controle. Analisaram,
também, a fecundidade ¢ longevidade de fémeas
recém-emergidas de A. glabripennis com o isolado
ARSEF 7711 na concentragio 130 x 10°
+ 1.48 x 107 conidios cm™. Os resultados mostraram
que houve decréscimo na fecundidade (1,3 = 0,7
ovos fémea™ exposta ao isolado vs 97,2 = 13,7 ovos
fémea™ para o controle) e na longevidade (10,0
+ 0,7 dias para fémeas exposta ao isolado vs 74,3
*+ 6,8 dias para o controle).

O fungo M. anisopliae isolado EAMa 01/58-Su, na
concentragio de 1,0 x 10® conidios mL™, foi testado
por Marannino ef al. (2008) contra larvas e adultos
de Capnodis tenebrionis L., verificando-se mortalidade
de 86,7 = 6,6% contra 3,3 * 3,3% do controle em
relacio aos adultos e 91,6 * 3,3% sobre larvas. Em
concentragio inferior (1,0 x 10° conidios mL™?), o
percentual de mortalidade manteve-se alto (83,3 +
4,6), quando comparado ao controle, que nio
apresentou mortalidade até o 21° dia pés-inoculagio.

Os resultados verificados, neste trabalho,
sugerem que os fungos M. anisopliae e B. bassiana
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utilizados para o controle de outras pragas de cana-
de-agticar ocasionam danos significativos 2 biologia
de D. saccharalis, alterando o ritmo de crescimento da
populagio e originando geragdes com menos
individuos. Portanto, acredita-se que esses fungos
tém potencial para utilizagio em Programas de
Manejo Integrado de D. saccharalis.

Conclusao

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae ocasionam
mortalidade larval e pupal na broca da cana-de-
agucar D. sacchaaalis.

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae, em doses
subletais, comprometem caracteristicas bioldgicas
determinantes para o sucesso de D. saccharalis como
praga, tais como longevidade, fecundidade e
viabilidade de ovos.
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