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Evaluation of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. to control
Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae)

ABSTRACT - This research aimed to evaluate, under laboratory conditions, the entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok to control Sitophilus zeamais Mots.
Bioassays were conducted to evaluate the pathogenicity of 16 isolates of B. bassiana and 2 isolates of M. anisopliae,
based on virulence, vegetative growth and conidia production in Petri dishes and on rice and insect cadavers. All
tested isolates were pathogenic to S. zeamais. The highest cumulative mortalities at Sth day were obtained with the
isolates Unioeste 4, Unioeste 39 e Esalq 643 of B. bassiana. Regarding to the virulence, these three isolates did not
differ among themselves. However, regarding to the colony average diameter, conidia production per colony and
per cadaver, the isolate Esalq 643 was the most effective one. Regarding to rice conidia production, both Unioeste 4
and Esalq 643 isolates were equally productive. In general, the isolates Esalq 643 and Unioeste 4 were very
effective with potential for exploiting in the microbial control of S. zeamais.

KEYWORDS - microbial control, maize weevil, stored grain pests, entomopathogenic fungi

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar, em condig¢des de laboratério, os fungos entomopatogénicos
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. no controle de Sitophilus zeamais
Mots. Foram realizados bioensaios de patogenicidade e comparagdo de 16 isolados de B. bassiana e 2 isolados de M.
anisopliae, avaliando-se a patogenicidade, viruléncia, crescimento vegetativo e producio de conidios em placa-de-
Petri e em arroz e caddver dos insetos. Todos os isolados foram patogé€nicos a S. zeamais. As mortalidades
acumuladas mais elevadas ao 5% dia foram obtidas com os isolados Unioeste 4, Unioeste 39 e Esalq 643 de B.
bassiana. Quanto a viruléncia, esses trés isolados ndo diferiram entre si, no entanto, em relacdo ao didmetro médio
de colodnia, producdo de conidios por coldnia e producdo de conidios por cadaver, o isolado Esalq 643 foi o mais
eficiente. Na producdo média de conidios em arroz, os isolados Unioeste 4 e Esalq 643 ndo diferiram entre si, sendo
ambos produtivos. Em geral, os isolados Esalq 643 e Unioeste 4 se mostraram eficientes, tendo potencial para
explorar no controle microbiano de S. zeamais.

PALAVRAS-CHAVE — controle microbiano, gorgulho, praga de graos armazenados, fungo entomopatogénico

Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera:
Curculionidae) é considerado uma das principais

No entanto, estes produtos tém persisténcia nos
alimentos e no meio ambiente, além de serem téxicos

pragas do milho armazenado, responsiveis pelos
maiores danos e prejuizos na sua qualidade, tornando-o
impréprio para industrializagdo e para o consumo
humano (Caneppele et al. 2003). O expurgo dos grios
com fosfina (fosfeto de aluminio ou fosfeto de
magnésio) € controle mais utilizado para esses insetos.
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aos aplicadores e selecionarem populagdes de insetos
resistentes (Andrade Jr. et al. 2003).

Uma alternativa mais sustentdvel no controle de
Sitophilus spp. seria a utilizacdo de entomopatdgenos,
que poderiam ser empregados juntamente com
inseticidas seletivos e outros métodos de controle.
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Esses microrganismos, em geral, ndo selecionam
populacdes resistentes, ndo causam poluicio ao
ambiente e ndo sdo toxicos para o ser humano e outros
animais (Alves 1998a). No entanto, a acdo dos
entomopatdgenos € mais lenta e a maioria necessita de
condigdes adequadas para manter sua viabilidade e
patogenicidade (Alves 1998a, Lord 2005).

Os fungos sdo os entomopatdégenos que
apresentam maior potencial de uso no controle de
Sitophilus spp., pois seu modo de acdo é baseado,
principalmente, no contato do inseto com os conidios
(Alves & Lecuona 1998). Além disso, os conidios e 0s
esporos tém alta capacidade de dispersdo horizontal,
sendo transportados por vdrios agentes a grandes
distancias, compondo focos de disseminagdo (Alves
1998b, Castrillo et al. 2005).

Dada a grande variabilidade genética apresentada
pelos fungos entomopatogénicos, Alves (1998b) e Dal
Bello er al. (2001) destacam a importancia da
realizacdo de bioensaios para a selecdo de isolados
altamente virulentos, persistentes e com boa capa-
cidade de reproducdo. Desta forma, aumenta-se o
potencial dos fungos entomopatogénicos como inse-
ticidas microbiolégicos. Especialmente para S. zeamais
e S. oryzae, Moino Jr. et al. (1998) e Dal Bello et al.
(2001) também observaram a variabilidade de isolados
de B. bassiana e M. anisopliae quanto a infectividade.

Os fungos entomopatogénicos com maior
potencial para o controle de insetos-praga de grios
armazenados sdo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., sendo
considerados seguros para seus aplicadores ou mesmo
para os demais organismos vivos (Pereira et al. 1998).

Os poucos trabalhos que abordam o controle de
Sitophilus  spp. com fungos entomopatogénicos
seguiram metodologias diferentes da utilizada nessa
pesquisa. Moino Jr. et al. (1998) obtiveram em seus
trabalhos mortalidade confirmada de S. oryzae e S.
zeamais com B.bassiana proxima a 100%. Também foi
verificado o controle de S. zeamais por B. bassiana em
graos tratados previamente, com reducao do nimero de
adultos emergidos (Moino Jr. & Alves 1998). Estudos
realizados com S. oryzae em trigo, tratado e ndo-
tratado com B. bassiana, mostraram que os graos sem
o tratamento sofreram um dano significativamente
maior do que os grdos tratados (perda de peso de
38,3% contra 7,1%, respectivamente) (Padin et al.
2002).

A eficiéncia dos entomopatégenos e as grandes
dreas tratadas t€m aumentado sua credibilidade, porém
ainda é colocada em duvida por muitos produtores
(Lacey et al. 2001, Parra et al. 2002). Por outro lado,
os métodos de selecdo, producdo, formulagdo, o
melhor entendimento de como ele se mantém em
sistemas integrados e suas interacdes com O
desenvolvimento de outros componentes do MIP,
devem fazer com que todas as suas vantagens (eficicia,
seletividade e seguranca) sejam evidenciadas, e ndo
simplesmente comparar com os agrotoxicos. Além
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disso, a demanda mundial por alimentos mais
sauddveis, exige que a qualidade do grdo colhido na
lavoura seja mantida, com o minimo possivel de perdas,
além da reducdo na utilizacdo dos produtos quimicos,
ressaltando a importancia do controle microbiano.

Assim, frente aos poucos trabalhos sobre a agdo
de fungos contra S. zeamais e visando contribuir com
futuros programas de controle biol6gico deste inseto,
objetivou-se neste trabalho avaliar a eficiéncia e
produtividade de novos isolados de B. bassiana e M.
anisopliae, com base na andlise da viruléncia, didmetro
médio de coldnias em placa de Petri, producido de
conidios por col6nia, producdo média de conidios por
cm’, produgdo de conidios em arroz e em caddver de
inseto para os isolados selecionados.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Zoologia de Invertebrados da Universidade Estadual
do Oeste do Parand (Unioeste), Campus de Cascavel.
Adultos de S. zeamais utilizados no bioensaio foram
provenientes da criagdo do préprio laboratério, com
idade entre 30 e 60 dias, ndo sexados e alimentados
com graos de arroz polido.

Os isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae  foram provenientes do banco de
entomopatdgenos do préprio Laboratério de Zoologia
de Invertebrados da Unioeste — Campus Cascavel
(Tabela 1), e foram reativados em larvas de
cascudinho-de-avidrio, Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae), previamente a realizacio
dos experimentos. O procedimento foi realizado pela
inoculacdo de insetos sadios em suspensdes dos
isolados, e apds a conidiogénese sobre o inseto, cada
isolado foi cultivado em M.E. (meio de esporulagdo)
(Alves et al. 1998) e os conidios recolhidos e
armazenados a -10°C.

Além destes, foi utilizado o isolado Esalq 643 (B.
bassiana), proveniente do Laboratério de Patologia de
Insetos da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (Esalq/USP), selecionado para controle de S.
zeamais por Moino Jr. et al. (1998) e testado
posteriormente por Moino Jr. & Alves (1998), servindo
como isolado padrao.

A partir do indculo ativado, os isolados foram
multiplicados em placas de Petri contendo M.E.,
incubados por 8 dias a 26£1°C e 14h de fotofase. Em
seguida, os conidios foram coletados, raspando-se a
superficie do meio e armazenados em frascos de vidro
esterilizados, mantidos a -10°C até a utilizacdo nos
bioensaios, por um tempo que nio ultrapassou 15 dias.

As suspensdes de conidios foram preparadas com
dgua destilada esterilizada contendo espalhante adesivo
Tween 80 (0,01%) (Synth, Sdo Paulo), e quantificadas
em camara de Neubauer e padronizadas na
concentracio de 1,0x10° conidios/mL, aproximando-se
da concentragdo utilizada nos experimentos de Moino
Jr. et al. (1998).
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Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicos utilizados no bioensaio e respectiva origem.

Isolados

Hospedeiro original ou substrato

Local de origem

Unioeste 11!
Unioeste 3!
Unioeste 4!
Unioeste 5!
Unioeste 222
Unioeste 251
Unioeste 26!
Unioeste 36!
Unioeste 371
Unioeste 38!
Unioeste 39!
Unioeste 40!
Unioeste 411!
Unioeste 421!
Unioeste 432
Unioeste 441
Unioeste 45! A. variegatus
Esalq 643! Solo

A. diaperinus
A. diaperinus

Bombyx mori (L.)

B. mori

A. variegatus
Coleoptera: Erotylidae

Astylus variegatus (Germar)
Alphitobius diaperinus (Panzer)

Solo, plantacdo de erva-mate (Ilex paraguariensis)
Solo, plantacdo de erva-mate
Solo, plantacdo de erva-mate
Coleoptera: Chrysomelidae

Cosmopolites sordidus (Germar)
Coleoptera: Curculionidae

Hymenoptera: Formicidae
Hemiptera: Pentatomidae

Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Arapongas, PR
Ibaiti, PR

Sao Miguel do Iguacu, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR
Cascavel, PR

Sao Miguel do Iguacu, PR
Toledo, PR

Marechal Candido Rondon, PR

Lavras, MG

T . . Vi . . .
Beauveria bassiana, “Metarhizium anisopliae

Avaliacdo da patogenicidade. Adultos de S. zeamais
foram imersos em ImL de suspensdo de conidios sob
agitacdo manual, durante 10 segundos. Posteriormente,
foram retirados e acondicionados em placas de Petri
contendo papel filtro e arroz polido. Para cada isolado
foram preparadas quatro repeti¢des, cada uma com
quinze insetos. As placas foram mantidas em potes
plasticos com espuma umedecida ao fundo, e
incubados a 26+1°C e fotofase de 14h, gerando
condigdes adequadas para o fungo se desenvolver,
independente do local a ser utilizado.

O experimento foi avaliado diariamente por um
periodo de 10 dias, sendo os insetos mortos imersos em
solucdo de dlcool 70% e 4gua destilada esterilizada
para a desinfestacdo superficial. Em seguida, foram
acondicionados, individualmente, em placas de
polietileno  contendo  papel filtro esterilizado
umedecido (cdmara imida) e estas foram colocadas no
interior de um recipiente pldstico com espuma
umedecida ao fundo, nas mesmas condi¢cdes citadas
anteriormente por 7 dias, para confirmacdo da
mortalidade pelo patégeno.

Pelo fato de cada um dos isolados ter sido avaliado
separadamente, nas diferentes concentragdes, os dados
foram analisados apenas graficamente e os isolados
que provocaram mortalidade confirmada minima de
80% foram selecionados. Destes, os trés que
apresentaram  maior mortalidade confirmada
acumulada ao 5° dia foram selecionados para serem
testados quanto a sua viruléncia, concentracdo letal,
crescimento vegetativo, producdo de conidios em placa,
producdo de conidios em arroz e produgdo de conidios
em caddver, sendo que os dados foram analisados
graficamente.

Comparacio da Viruléncia. Os isolados foram
multiplicados conforme metodologia ja descrita, e
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foram preparadas suspensdes de conidios nas
concentracdes de 1,O><104, 1,0><105 s 1,O><106, 1,0x107,
1,0x10% e 1,0x10° conidios/mL, utilizando-se 0 mesmo
procedimento experimental adotado no experimento
anterior. A mortalidade foi avaliada diariamente por 10
dias, padronizando-se para andlise os valores de
mortalidade confirmada obtidos no 5° e 10° dias apés a
inoculag¢do, conforme realizado por Rohde et al. (2006).

Os dados foram transformados em arcseno

J/x/100 e submetidos a andlise de variancia (Teste F)
e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey,
ambos a 5% de significancia, segundo o delineamento
experimental inteiramente casualizado, utilizando-se os
programas estatisticos Sisvar® (Ferreira 2005).

Crescimento  vegetativo. Os conidios foram
inoculados em dois pontos na superficie do meio de
cultura (M.E.) em placas de Petri, incubadas a 26+1°C
e 14h de fotofase, durante 8 dias. Apds esse periodo,
foram realizadas duas medi¢des perpendiculares do
didmetro das colonias formadas, para obtengdo do
didmetro médio. Para cada um dos isolados foram
preparadas quatro placas, sendo cada coldnia
considerada uma repeticao.

Os dados foram transformados em \/; e
submetidos a andlise de variancia (Teste F) e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey, ambos a 5%
de significancia, segundo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, utilizando-se o programa
estatistico Sisvar®.

Producio de conidios em placa. Os dados foram
obtidos a partir das coldnias do experimento anterior,
que foram recortadas do meio de cultura na linha
terminal do halo e individualizadas em tubos de vidro
esterilizados, e armazenadas a -10°C. Para a avaliagao,
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as colonias foram imersas em 10mL de solucdo de
dgua destilada esterilizada + espalhante adesivo Tween
80 (0,01%) e agitadas em vértex por um minuto. A
quantificacdo foi feita em cadmara de Neubauer e os

dados obtidos foram transformados em \/; e

submetidos a andlise descrita para o experimento de
avaliac@o de crescimento vegetativo.

Producao de conidios em arroz. Seguiu-se a
metodologia descrita por Leite et al. (2003) para a
preparacdo dos indculos, matrizes e incubacdo. Cada
repeticdo constou da inoculacdo de aproximadamente
15g do arroz + fungo das matrizes, em 150g de arroz
pré-cozido, autoclavado e resfriado contido em um
saco de polipropileno. Para cada isolado foram
preparadas dez repeti¢des e foram incubados a 26+1°C
e 14h de fotofase. Apés 10 dias os sacos foram abertos
e seu conteido exposto a um fluxo de ar durante o
periodo de 24 horas, sendo entdo, o arroz espalhado em
bandejas de plastico e mantido a 25£2°C, por mais trés
dias, para entdo se avaliar a producdo de conidios.

Assim, trés amostras de lg do arroz foram
tomadas de cada repeticdo e armazenadas a -10°C.
Posteriormente, foram suspensas em d4gua destilada
esterilizada + espalhante adesivo Tween 80 (0,01%) e
agitadas em voértex por um minuto para serem
submetidas a contagem em camara de Neubauer. O
delineamento experimental e a andlise estatistica
adotados foram os mesmos descritos no experimento
de avaliacdo de crescimento vegetativo.

Producao de conidios em cadaver. Todos os
procedimentos adotados foram os mesmos descritos no
experimento de avaliacdo de patogenicidade, utili-
zando-se, porém, o total de sete repeticdes por isolado,
cada uma constituida por sete insetos, selecionados
com base na plena conidiogénese, apds os caddveres
terem sido mantidos em cimara umida, conforme
também descrito. Os insetos foram acondicionados em
frascos de vidro esterilizados e armazenados em
freezer a -10°C até a realizag@o da contagem.

Para a avaliagdo, os conidios da superficie dos
insetos foram removidos, imergindo os insetos em
10mL de dgua destilada estéril + espalhante adesivo
Tween 80 (0,01%). A suspensao foi agitada em vértex
durante um minuto e quantificada em camara de
Neubauer. A andlise dos dados foi executada com base
nos procedimentos descritos para o experimento de
avaliag¢@o do crescimento vegetativo.

Resultados e Discussao

Avaliacao da Patogenicidade. Verificou-se que todos
os isolados foram patogénicos a S. zeamais, sendo que
o isolado Esalq 643 foi o que causou a maior
porcentagem de mortalidade confirmada (98,3%),
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seguido pelo Unioeste 4 (95%), ambos da espécie B.
bassiana (Tabela 2). Também utilizando o mesmo
isolado Moino Jr. et al. (1998) obtiveram resultados
semelhantes, com porcentagem média de mortalidade
para S. zeamais entre 56,7 a 100% e para S. oryzae
entre 33,3 a 100%. Ressaltaram que o isolado Esalq
643 foi o segundo melhor, dentre 72 isolados
analisados, apresentando mortalidade média de 86,7%
para S. zeamais e 96,7% para S. oryzae.

Tabela 2. Porcentagem média de mortalidade
confirmada de adultos de S. zeamais por diferentes
isolados de B. bassiana e M. anisopliae apés 10 dias de
incubacio (26x1°C, 14h de fotofase).

Isolados Mortalidade (%)

Beauveria bassiana

Unioeste 1 45,0 +2,1
Unioeste 3 8,3+0,8
Unioeste 4 95,0 +£0,7
Unioeste 5 71,7+24
Unioeste 25 283+14
Unioeste 26 71,7+1,2
Unioeste 36 80,0 +1,8
Unioeste 37 78,3 +2,0
Unioeste 38 35,0+0,8
Unioeste 39 83,3+2,5
Unioeste 40 70,0 +£0,5
Unioeste 41 86,7+ 1,4
Unioeste 42 433 +21
Unioeste 44 91,7 +0,8
Unioeste 45 90,0 +2,1
Esalq 643 98,3 +0,5
Metarhizium anisopliae

Unioeste 22 65,0+ 1,1
Unioeste 43 33,3 +0,7

Os isolados Unioeste 4, Unioeste 36, Unioeste 39,
Unioeste 41, Unioeste 44, Unioeste 45 e Esalq 643,
foram selecionados com base na interpretacdo gréfica,
pois causaram mortalidade confirmada em S. zeamais
minima de 80%, sendo todos isolados do fungo B.
bassiana. Dentre estes, os trés isolados que apre-
sentaram maior porcentagem de mortalidade confirma-
da acumulada ao 5° dia apés a inoculagdo foram
Unioeste 4 (78,3%), Unioeste 39 (71,7%) e Esalq 643
(63,3%) (Fig. 1), sendo utilizados nas etapas posteriores.

Comparaciao da Viruléncia. Os dados obtidos neste
experimento nio se ajustaram ao modelo proposto pelo
Probit, optando-se assim, pela comparagdo de médias
de mortalidade, sendo o mesmo procedimento adotado
por Rohde et al. (2006), selecionando isolados de
fungos entomopatogénicos para A. diaperinus. Assim,
analisaram-se médias de porcentagem de mortalidade
confirmada no 5% e no 10° dia apds inoculagdo,
complementando o estudo comparativo com andlise de
outros parametros biolégicos.
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Figura 1. Mortalidade confirmada acumulada de adultos de S. zeamais por isolados de B. bassiana (26£1°C, 14h de

fotofase).

Segundo Haddad (1998), a estimativa da CLs,
com a utilizacio do teste de Probit, em testes
envolvendo entomopatdgenos, nem sempre € possivel,
pois os bioensaios ndo sdo do tipo estimulo-resposta,
como ocorre com inseticidas quimicos, por isso muitas
vezes os dados ndo se enquadram ao modelo.

Neste experimento, verificou-se que todos os iso-
lados apresentaram diferenca significativa na mor-
talidade confirmada, conforme a variacdo da concen-
tracdo de conidios, sendo que com o aumento da con-
centragdo ocorreu aumento na mortalidade (Tabela 3).

Ao 5° dia, a mortalidade confirmada de S. zeamais
ocasionada pelo isolado Unioeste 4, variou de 1,7 a
61,7%, e ao 10°dia a variagéo esteve entre 3,3 € 95,1%,
sendo a maior mortalidade atribuida a maior concen-
tragdo (1,0x109 conidios/mL), no entanto, ao 5° dia
esta concentragdo ndo diferiu significativamente da
concentracio de 1,0x10® conidios/mL.

O isolado Unioeste 39 causou uma variagdo na
mortalidade confirmada ao 5% dia de 1,7 a 76,7%. A
variagdo apresentada no 10° dia esteve entre 5,0 e
91,7%, sendo que em ambos 0s casos a concentracao
de 1,O><1O9 conidios/mL foi significativamente mais
expressiva que as demais.

O isolado Esalq 643 provocou uma variagdo de
3,3 a 50,0% na mortalidade confirmada ao 5° dia, € 5,0
a 78,3% ao 10° dia, sendo que em ambos os casos, a
concentragdo de 1,O><1O9 conidios/mL foi signifi-
cativamente superior as demais.

Verificou-se que, independente do tempo de
incubagdo, S. zeamais apresentou baixa mortalidade
quando inoculado com isolados de B. bassiana nas
concentragdes 1,O><104, 1,O><105, 1,0><106 e 1,0x10’
conidios/mL. Assim, as concentra¢des inferiores a 1,O><108,
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para os isolados aqui testados, ndo sdo recomendadas para
ensaios de selecdo de fungos para este inseto (Fig. 2).

Apesar do isolado Unioeste 39 apresentar
mortalidade média de 76,7% ao 5° dia, sendo a maior
mortalidade verificada, este nao diferiu
significativamente dos isolados Unioeste 4 (61,7%) e
Esalq 643 (50,0%). Pode-se observar também, que para
o0 mesmo dia e mesma concentragc@o, a mortalidade nao
diferiu significativamente entre os isolados, sendo que
todos apresentam potencial para utilizacio em
programas de controle biolégico de S. zeamais.

Avaliando a CLs, de dois isolados de B. bassiana
para controle de S. zeamais e S. oryzae, Moino Jr. &
Alves (1997) utilizaram inoculagdes em pd, nas
concentragdes de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e
1,0g de conidios/100g de gridos de arroz. Os autores
verificaram que para S. oryzae ndo houve diferenca
entre os isolados dentro da mesma concentracdo, sendo
que a CLsy para este inseto foi de 0,lg de
conidios/100g de graos. Contudo, na avaliacido da CLs,
estes diferiram entre si, sendo que o isolado 604
apresentou menor CLs, (0,0lg de conidios/100g)
comparado ao isolado 476 (0,05g de conidios/100g de
grdos). Porém, sdo dados de dificil comparagdo, pois
ndo apresentam a concentracdo de conidios no
tratamento (liquido ou pd) e sim em relacdio ao
substrato onde estavam os insetos.

No entanto, Kassa et al. (2002), avaliando a CLs
de isolados de B. bassiana e M. anisopliae para
controle de S. zeamais, utilizaram inocula¢des liquidas,
verificando, ao contrdrio dos resultados aqui obtidos,
que o isolado de M. anisopliae apresentou a menor
CLs (2,0x10° conidios/mL), em relacdo aos isolados
de B. bassiana (2,0x10° conidios/mL).
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Comparando-se a mortalidade de S. zeamais ao 5°
e ao 10° dia apés a inoculagdo, dentro de cada
concentragdo, para cada isolado, apenas Esalq 643
mostrou diferenca significativa entre os dois dias para
as concentragcdes de 1,0x107 (3,3% para o 5° dia e
16,7% para o 10° dia) e 1,0x10® (18,3% para o 5% dia e
45,0% para o 10° dia), sendo que os demais isolados e
as demais concentragcdes ndo diferiram estatisticamente
entre si (Tabela 3).

Potrich et al.

Crescimento Vegetativo. O isolado Esalq 643
apresentou o maior didmetro médio de colonia, 4,5cm,
quando comparado ao isolados Unioeste 04 (3,4cm) e
Unioeste 39 (com 3,3cm) (Fig. 3, Tabela 4).

Ao contririo dos valores aqui obtidos, Alexandre
et al. (2006) verificaram média de 1,35c¢m no didmetro
das colonias de isolados de B. bassiana apds 10 dias de
incubacdo a 26°C, sendo valores inferiores aos do
presente trabalho.

Tabela 3. Porcentagem média de mortalidade confirmada (= EP) de adultos S. zeamais submetidos a diferentes
concentragdes de conidios de B. bassiana ao 5° e ao 10° dia apds inoculagéio (26£1°C, 14h de fotofase).

Concentragdes Isolados
de Unioeste 4 Unioeste 39 Esalq 643
conidios/mL 50 10° 50 10° 50 10°
1x10* 1,7£0,42Ba  5,0+£0,42Ca 1,740,48Ca  6,7+0,42Ca  3,3+0,48Ba 5,0+0,42Ca
1x10° 1,7£0,42Ba  3,3+0,48Ca 1,7£0,42Ca  5,0+0,80Ca  5,0+0,80Ba 10,0+0,48Ca
1x10° 5,0+0,80Ba  11,7+1,85Ca  5,0+0,80BCa 10,0+1,98Ca  5,0+1,25Ba 5,0£1,25Ca
1x10’ 3,3+0,48Ba  10,0+0,48Ca  3,3+0,48Ca 11,7£1,05Ca  3,3+0,48Ba  16,7+0,48BCa!
1x10° 18,3£1,85Aa 48,3+2,67Ba  21,7+1,42Ba 45,0+1,58Ba 18,3+1,25Ba  45,0+0,42Aba!
1x10° 61,7£1,25Aa 95,1£0,78Aa 76,7£2,21A: 91,7+1,58Aa 50,0£3,54Aa  78,3+2,29Aa
CV (%) 41,21

Dados originais apresentados, para andlise estatistica os dados foram transformados em arcseno ,/x/100 -

Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra mindscula na linha nos dias correspondentes, ndo diferem entre si, pelo

teste de Tukey (P<0,05).

'Médias com diferenga para o mesmo isolado entre os dois dias de avaliacdo, pelo teste de Tukey (P<0,05).

100 -
90 -
80 -
70
60 -
50 ~
40 -
30 -
20 ~
10 ~
0,

Mortalidade confirmada (%)

1074 1075

1076

1077
Concentracao

1078 1079

M UNIOESTE 04

B UNIOESTE 39

M ESALQ 643

Figura 2. Porcentagem média de mortalidade de S. zeamais, submetidos a diferentes concentra¢des de conidios de
isolados de Beauveria bassiana, apés 10 dias de incubacdo (26+1°C, 14h de fotofase).
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Tabela 4. Diametro médio e producdo média de conidios em coldnias (+ EP) de diferentes isolados de B. bassiana
em meio de cultura, ap6s 8 dias de incubacdo (26+1°C, 14h de fotofase).
Didmetro médio das Producao média de

Produgdo média de

Isolados coldnias (cm) conidios/colonia! conidios/cm? 2
Unioeste 4 3,4 +0,08B 1,6 +0,25B 1,6+ 0,21A
Unioeste 39 3,3+0,11B 1,3+0,25B 1,7 +£0,33A
Esalq 643 4,5+ 0,03A 4,8 +0,74A 3,0 £0,46A
CV (%) 2,32 16,51 22,29

"Ndmero médio de conidios por coldnia X 108; 2 ntimero médio de conidios por cm? x 107
Dados originais apresentados, para andlise estatistica os dados foram transformados em /x .
Meédias (£ EP) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 3. Colonias de isolados de B. bassiana: A) Unioeste 4, B) Esalq 643 e C) Unioeste39, cultivados em M.E.,

apos 8 dias de incubacdo (26x1°C, 14h de fotofase).

No entanto, valores semelhantes aos aqui
apresentados, foram verificados por Rohde et al.
(2006), sendo que o maior valor obtido foi 4,3cm, apds
10 dias de incubacdo. Estes autores também testaram o
isolado Unioeste 4, que apresentou didmetro médio de
colonia de 3,8cm.

As pequenas varia¢des podem ser ocasionadas pelo
fotoperiodo, temperatura e umidade relativa, além das
variagdes no tempo de incubag¢do, no tipo e na
espessura do meio de cultura utilizado e no tempo de
armazenamento do isolado. Também leva-se em conta
a quantidade de conidios presentes na agulha no ato da
repicagem e a variabilidade genética dos isolados.
Alguns fatores sdo controlados e padronizados, outros
ndo, e pequenas variacdes podem interferir
significativamente nos resultados.

Producao de conidios em placa de Petri. O isolado
Esalqg 643 diferiu significativamente dos demais,
apresentando  concentragio média de  4,8x10°
conidios/coldnia, contra 1,6><108 conidios/colénia do
isolado Unioeste 4 € 1,3><108 conidios/colénia do
isolado Unioeste 39. No entanto, em relagdo a
producio média de conidios/cm’ este isolado ndo
diferiu dos demais (Fig. 4, Tabela 4).

Valores superiores aos obtidos neste trabalho
foram apresentados por Batista Filho et al. (2001), que

obtiveram produgdo de 9,8x10® conidios/coldnia para B.

bassiana e por Rohde et al. (2006) com variacdo de
3,8><108 a 3,4><109 conidios/coldnia, sendo que este
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ultimo dado € referente ao isolado Unioeste 4, que no
presente trabalho apresentou a média de 1,6x10°
Rohde et al (2006) obtiveram produ¢do média do
isolado Unioeste 4 de 3,2><108 com’dios/cmz,
representando 20 vezes a produgdo obtida neste
experimento (1,6><107 com’dios/cmz) . Como citado
anteriormente, sao vdrios os fatores que podem afetar a
producdo, no entanto, observacdes posteriores
demonstraram a diminui¢@o gradativa na capacidade de
producdo de conidios deste isolado (dados ndo
publicados). No entanto, Alexandre et al. (2006)
obtiveram valores de produgdo de conidios/colonia
inferiores aos aqui apresentados, variando entre
2,0x10" a 7,0x10" conidios/coldénia. Essa diferenca
provavelmente esteja relacionada ao menor didmetro
de coldnia verificado por estes autores.

Constatou-se, para em todos os isolados, que a
variacdo na quantidade de conidios/col6nia coincidiu
com a medida do didmetro médio das mesmas, de
forma que nas maiores colOnias a concentracdo de
conidios sempre foi maior, sendo o isolado Esalq 643
superior em relagdo aos demais.

No entanto, comparando estes valores com a
producio média de conidios/cm’, essa tendéncia ndo
foi observada, e desta forma, pode-se concluir que o
isolado que apresenta maior didmetro de coldénia nem
sempre ird apresentar uma maior producio de conidios
(Tabela 4).
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Potrich et al.

5 r 1 04
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4
= 0.3
£ 3.5 S
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: 1? 0.15 5
8- 0.1
1
0.5 0.05
0 0
UNIOESTE 4 UNIOESTE 39 ESALQ 643
Isolados

I Didmetro (cm) —€— Conidios (nx1077)

Figura 4. Crescimento vegetativo e producdo de conidios em meio de cultura de isolados de fungos

entomopatogénicos (26x1°C, 14h de fotofase).

Producao de conidios em arroz. O isolado Esalq 643
produziu 10,4x10” conidios/g de arroz e o isolado Uni-
oeste 4 apresentou 7.8x107 conidios/g de arroz, sendo
estes isolados significativamente superiores ao isolado
Unioeste 39 (4,3><107c0nidios/g) (Tabela 5). No entan-
to, estes valores foram inferiores aos citados por Alves &
Pereira (1998) e Leite et al. (2003) que afirmaram que a
producio deve ser proxima a 10" ou 10" conidios/g.
Rohde et al. (2006) verificaram que a producdo do
isolado Unioeste 04 foi maior em relagdo aos demais
isolados, apresentando uma média de 8,3><108
conidios/g de arroz. Apesar do isolado Unioeste 04
obter uma das maiores producdes no presente trabalho,
o valor resultante corresponde a uma produgao cerca de
10 vezes menor do que a obtida por estes autores.
Apesar do método utilizado para producdo ser
baseado no citado por Alves & Pereira (1998) e Leite
et al. (2003), a diferenca pode estar relacionada a
fatores que envolvem pequenas variagdes no substrato,
o método de producdo empregado, como o tempo de
pré-cozimento do arroz, teor de umidade, tempo e con-
di¢des de incubagdo, bem como a quantidade de subs-

trato dentro de cada recipiente e a quantidade de iné-
culo aplicado. Além desses fatores, a qualidade do ar-
roz utilizado no experimento e a qualidade do inéculo
empregado, sdo fatores que podem explicar a variacao.

Producao de conidios em cadaver. Todos os isolados
apresentaram conidiogénese sobre os cadaveres de S.
zeamais, no entanto, o isolado Esalq 643 mostrou mais
uma vez superioridade em relagdo aos demais,
apresentando  producio  média  de  2,6x10’
conidios/cadaver (Tabela 5).

Neves & Hirose (2005) também obtiveram
variacdes na producdo média de conidios/caddver em
Hypothenemus hampei, para os diferentes isolados de
B. bassiana analisados. Da mesma forma, Alexandre et
al. (2006) e Rohde et al. (2006) observaram variacdes
na producdo de conidios/caddver para A. diaperinus,
em relagdo aos diferentes isolados testados. Além disso,
Alexandre et al. (2006) compararam a produgdo de
conidios/cadaver de A. diaperinus em diferentes
temperaturas, sendo este um fator também importante
na conidiogénese.

Tabela 5. Niimero médio de conidios em arroz e em cadaveres (£ EP) de S. zeamais (26£1°C, 14h de fotofase).

Isolados Produg@o média de conidios/arroz/g! Producio média de conidios/cadaver?
Unioeste 4 7,8 £ 0,69A 1,5+0,12B
Unioeste 39 4,3 +0,24B 1,6 £0,20B
Esalq 643 10,4 £ 1,15A 2,6 £0,27A
CV (%) 15,25 8,49

'Ntimero médio de conidios por grama de arroz x 10”; 2 nimero médio de conidios por caddver x 10
Dados originais apresentados, para andlise estatistica os dados foram transformados em /x .
Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Assim, pode-se concluir que o isolado Esalq 643
destacou-se como o mais eficiente no controle do
inseto, sendo também o mais produtivo, coincidindo
com as observacdes de Moino Jr. et al. (1998). No
entanto, o isolado Unioeste 4 provocou elevada
porcentagem de mortalidade, além de boa produgdo de
conidios/g de arroz, tendo também potencial para o
controle de S. zeamais.
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