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Resumo

Na cultura do milho uma das principais pragas ¢ a lagarta-da-espiga, e seu controle é dificultado devido ao habito desta
espécie se alojar dentro da espiga. O controle microbiano de insetos com Beauveria bassiana constitui uma estratégia
viavel para minimizar os estragos, associando ao manejo integrado de pragas. Objetivou-se com este trabalho avaliar
a patogenicidade de B. bassiana no controle in-vitro da lagarta-da-espiga do milho (Helicoverpa zea). O experimento foi
realizado em laboratorio, disposto em delineamento inteiramente casualizado, constituido por trés tratamentos, duas
concentragdes, 1x108 e 5x10¢ conidios ml", de B. bassiana, e a testemunha (H,O), contendo 20 repeti¢des cada tratamento.
Foram avaliadas a patogenicidade (%) de B. bassiana em diferentes concentragdes e o tempo médio (dias) para a morta-
lidade das lagartas (H. zea). Para o controle da lagarta-da-espiga do milho no tratamento constituido pela concentragao
1x10% conidios ml* obteve-se 100% de mortalidade dos insetos em quatro dias. Conclui-se que B. bassiana foi eficiente
para causar mortalidade in-vitro da lagarta-da-espiga do milho (H. zea).

Palavras-chave: controle bioldgico, fungos entomopatogénicos, inseto praga.

Abstract

In corn one of the main pests is the corn earworm, and its control is difficult due to the habit of staying within the spike.
Microbial control of insects with Beauveria bassiana is a viable strategy to minimize damage by linking to integrated
pest management. The objective of this study was to evaluate the pathogenicity of B. bassiana to control in-vitro corn
cob borer (Helicoverpa zea). The experiment was conducted in laboratory arranged in a randomized design, consisting of
three treatments, two concentrations 1x10% and 5x10¢ conidia ml* of B. bassiana and a control (H,O), with 20 repetitions
each treatment. Pathogenicity were evaluated (%) of B. bassiana at different concentrations and the time (in days) for
mortality of caterpillars (H. zea). For the control of the corn cob caterpillar treatment consisting of the concentration
1x108 conidia mL* had 100% mortality of insects in four days. We conclude that B. bassiana has been effective in causing
mortality in vitro maize cob caterpillar (H. zea).

Keywords: biological control, entomopathogenic fungi, insect pest.
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INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande im-
portancia econdémica devido ao valor nutricional
de seus graos e por seu uso intenso, nas alimenta-
¢Oes humana e animal e como matéria-prima para
a industria, e social, por ser um alimento de bai-
xo custo (Galvao et al., 2014). Sendo assim, o milho
esta entre os cereais mais cultivados no mundo. No
Brasil é o segundo grao mais cultivado, em uma
drea de 15.800,7 x 10’ hectares com produgéo de
79.905,5 x 10° toneladas (CONAB, 2014).

Durante o processo de domesticacdo, foi possivel
produzir uma planta vigorosa, ereta e com maior
eficiéncia na produgdo de graos (Magalhaes et
al., 2002). Entretanto, o ataque de pragas ainda €
considerado um dos fatores mais importantes que
contribuem para reducdo na produgao da cultura
do milho, destacando-se a lagarta-da-espiga (Heli-
coverpa zea (Boddie, 1850) Lepidoptera: Noctuidae),
como uma das principais pragas.

Como medidas de controle, utilizam-se tradicio-
nalmente inseticidas quimicos, porém, quando
mal utilizados sao passiveis de produzir impactos
negativos no sistema agricola, reduzindo a popula-
¢ao de inimigos naturais ou ainda proporcionando
o surgimento de populag¢des de insetos praga resis-
tentes. Cabe ressaltar que o controle da lagarta-da-
-espiga € dificultado pelo seu habito de alojar-se
dentro da espiga.

Nesse sentido, torna-se necessario a implementa-
cao de métodos de controle que sejam mais efeti-
vos, que estimulem o uso do controle alternativo,
destacando-se o controle biologico como opgao
ao controle quimico de pragas, por reduzir riscos
a saude humana e ao ambiente (Cruz, 1995). Esse
tipo de controle vem sendo cada vez mais utiliza-
do, uma vez que é um importante passo para uma
agricultura sustentavel (Parra et al., 2002).

Existem um grande nimero de espécies de fungos
entomopatogénicos, que causam epizootias e que
mantém as pragas sob controle. Embora o seu uso
no controle biolégico ndo seja uma pratica gene-
ralizada entre os agricultores, ha avancos signifi-
cativos em alguns cultivos, devido aos esforcos de
orgaos publicos de pesquisa (Martins, 2014).

Zambiazzi et al. (2012) constataram a eficiéncia do
controle de percevejo-marron (Euschistus heros)
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(Fab., 1974) (Heteroptera: Pentatomidae) com o uso
de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, consti-
tuindo uma estratégia viavel para minimizar os
estragos causados por insetos.

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar a
patogenicidade de B. bassiana no controle in-vitro da
lagarta-da-espiga do milho (H. zea), a fim de contri-
buir para o manejo integrado de pragas, principal-
mente no momento em que se discute a producao
integrada rumo a uma agricultura sustentavel.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Micro-
biologia/Fitopatologia Vegetal da Universidade Fe-
deral de Mato Grosso, Campus de Sinop, em feve-
reiro de 2011. O fungo utilizado foi produzido pela
Koppert Biological Systems (produto comercial
Boveril, estirpe ESALQ PL 63, com concentragao
de 2x10” conidios vidveis/g). A viabilidade dos co-
nidios foi aferida pelo método de germinagao, via
espalhamento uniforme de 10 pl de suspensao do
isolado em trés placas de Petri, com meio de cultu-
ra BDA + treptomicina. As placas foram mantidas
em estufa incubadora, a 26°C, por 48 horas.

O experimento foi realizado com trés tratamentos,
nas concentracgdes de 1x10° e 5x10° conidios ml de
B. bassiana e a testemunha (H,O), com 20 repeticoes
em cada tratamento, constituida cada uma por
uma larva, de acordo com a metodologia seguida
por Tonet e Reis (1979) e Zambiazzi et al. (2012).
Para a certificacao das concentragdes utilizadas no
experimento, 1x10° e 5x10° conidios m1”, foi realiza-
da a contagem dos esporos através de uma camara
Newbauer, com auxilio de um microscépio 6ptico
Zeiss a 400x.

Foram coletadas manualmente 60 lagartas H. zea
em propriedade particular no municipio de Si-
nop, com as coordenadas geograficas 11°33'17.46”
S e 55°32'55.79” W de longitude e latitude, respec-
tivamente, 350 m de altitude, em regido plana de
Cerrado. A coleta de H. zea foi realizada na cultu-
ra do milho na segunda quinzena de fevereiro de
2011. No momento da coleta das lagartas, teve-se o
cuidado em escolher larvas com dimensdo seme-
lhante, objetivando coletar todas no terceiro instar
(entre 8 a 10 mm). As lagartas escolhidas estavam
aparentemente sauddaveis, ndo apresentavam si-
nal de ferimentos e estavam se alimentando no



momento da coleta, ndao existindo sinal de conta-
minagdo por fungos e virus. Os insetos coletados
foram acondicionados individualmente em caixa
de isopor com pedagos de espiga e o fundo da cai-
xa forrado com papel-filtro, o qual foi permanente-
mente humedecido.

Os insetos foram transportados vivos para o labo-
ratorio de Microbiologia/Fitopatologia Vegetal da
Universidade Federal de Mato Grosso. No labora-
torio os insetos foram acondicionados individual-
mente em placas de Petri (10 cm de didmetro x 2 cm
de altura), forradas com duas folhas de papel-filtro
permanentemente humedecido com quatro borri-
fadas de agua (2,8 ml) e devidamente identificadas
por tratamento e repeticdo. As placas de Petri per-
maneceram sobre uma bancada, distanciadas 20
cm uma da outra, sendo que as larvas receberam
a inoculacao.

A calda foi preparada 30 minutos antes da aplica-
¢ao em laboratério. Colocaram-se as lagartas na
placa de Petri e, posteriormente, a inoculagao dos
esporos nas lagartas de H. zea foi realizada com au-
xilio de um pulverizador manual, sendo aplicada
uma borrifada sobre cada inseto (cada borrifada
possuia em média 0,7 ml, ou seja, aproximadamen-
te 3,5x10° e 7x10” conidios, para as concentragoes
1x10° e 5x10° respectivamente). A quantidade de
agua que foi utilizada para as suspensodes de espo-
ros do fungo foi de 200 ml para as duas concentra-
¢Oes dos tratamentos.

As lagartas de H. zea foram mantidas em camara
climatizada na temperatura de 26 + 2° C e humida-
de relativa em torno de 72+10%, sendo alimentadas
com pedagos de espigas de milho, trocadas diaria-
mente. A avaliacao da acao dos tratamentos sobre a
mortalidade das lagartas foi realizada diariamente
com a visualizagdo das lagartas nas placas de Pe-
tri. Foi ainda anotado o nimero de dias necessa-
rios para causar mortalidade. O periodo de tempo
em que cada inseto permaneceu vivo caracterizou
a estimativa da sobrevivéncia.

Foram avaliados a patogenicidade B. bassiana para
H. zea, medida pela mortalidade (%) e o tempo
médio de morte (dias) das lagartas desta espécie.
Para a variavel patogenicidade, é apresentado um
valor que corresponde a % total de mortalidade
no total das 20 testadas. As médias do tempo le-
tal foram submetidas a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia utilizando-se o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O coeficiente de variagao (CV) indica o grau de pre-
cisdo na realizacao do experimento (Pimentel-Go-
mes, 2009). Neste caso, observou-se uma precisao
de alta magnitude (CV<7%) para os caracteres ava-
liados. Os tratamentos diferiram estatisticamente,
sendo que, a testemunha (H,0) ndo provocou mor-
talidade nas lagartas de H. zea (Figura 1). Por outro
lado, nota-se que as concentragdes de 5x10° e 1x10°
conidios ml” causaram mortalidade de 95% e 100%
das lagartas em 6,6 e 3,9 dias, respectivamente (Fi-
gura 1).

De acordo com os resultados, B. bassiana apresenta
patogenicidade elevada sobre a lagarta-da-espiga
do milho. Entretanto, a estimativa da concentracao
letal varia com a estirpe do fungo, espécie de inse-
to praga e modo de aplicagao (Ferron, 1977). Des-
taca-se que tem sido estabelecida, por vdrios auto-
res, uma correlagao positiva entre concentracdo e a
mortalidade pelo fungo (Ribeiro et al., 1994).

Alguns trabalhos apresentados na literatura de-
monstram o sucesso da utilizacdo de B. bassiana
em varios outros insetos pragas, como apresenta-
do por Gomm (2008). Este autor estudou a eficacia
de diferentes doses do formulado fungico a base
de B. bassiana no controle de adultos de Hedypathes
betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera: Cerambycidae).
Nesse contexto, Zambiazzi et al. (2012) avaliaram
o controle do percevejo-marrom com o uso de B.
bassiana. Em ambos os trabalhos, observou-se re-
sultados positivos com o uso de B. bassiana para o
controle destes insetos.

Resultados promissores foram observados ao
avaliar a suscetibilidade de B. bassiana testados a
1x10°conidios/ml sobre Spodoptera litura, verifican-
do, apos o sexto dia da inoculagdo dos fungos,
100% de mortalidade (Petlamul e Prasertsan, 2012).

Estudos para verificagao da viruléncia de B. bassia-
na sobre S. litura, constataram que a porcentagem
de mortalidade foi dependente da dose e do instar
larval, visto que a maior concentracdo avaliada oca-
sionou a maior taxa de mortalidade para o menor
instar larval (Sahayaraj e Borgio, 2010). Além dis-
so, verificou-se também que a maior concentragao
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Figura 1 - Patogenicidade (%) e tempo médio para mortalidade (Dias) da Helicoverpa zea, (Lepidoptera; Noctuidae) ap6s a ino-
culagdo de trés tratamentos utilizados, testemunha (H20), 1x108 e 5x10¢ conidios mL*. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de B. bassiana testada também acarretou as maio-
res redugdes do periodo larval, da emergéncia de
adultos, da longevidade, da fecundidade e da eclo-
sao dos ovos de S. litura (Kaur et al., 2011).

Para a lagarta-da-espiga, o tempo médio que B. bas-
siana levou para causar mortalidade da lagarta-da-
-espiga foi de 3,9 dias na concentragao 1x10° coni-
dios ml”, enquanto na concentragao 5x10° conidios
ml' o tempo médio foi de 6,6 dias, considerando o
dia da aplicagao como data de inicio (Figura 1).

Conforme resultados apresentados por Tonet e
Reis (1979) na avaliacdo da patogenicidade para
hemiptero Nezara viridula (L.), o tempo médio de
mortalidade, com taxa de mortalidade de 100% ob-
servado foi de 10 dias, sendo observados insetos
mortos 24 horas apds a inoculagao. Estes mesmos

autores avaliaram a patogenicidade de Beauveria
bassiana sobre Diabrotica speciosa (Germar) (Coleop-
tera: Chrysomelidae), também considerado inseto
praga na cultura da soja, sendo observado maior
suscetibilidade ao organismo, com tempo médio
de mortalidade de cinco dias apds a inoculagao.

Varios autores obtiveram acréscimos nos niveis
de mortalidade e redugao dos tempos letais em
fungdo de acréscimos nas doses de B. bassiana
aplicadas (Ribeiro et al., 1994). Em estudo sobre as
condigdes que influenciavam a infecao por B. bas-
siana em larvas de Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleptera: Chrysomelidae) infectadas por B. bas-
siana, Fargues (1972), confirmou que a mortalida-
de das larvas esta diretamente relacionada a dose

empregada.

Figura 2 - A) Helicoverpa zea morta, sob o efeito de B. bassiana na concentragdo de 1x108 conidios mL115 dias ap6s a inoculagdo.
B) Helicoverpa zea viva, no tratamento da testemunha apés 15 dias. Sinop-MT, 2011.
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Até o ultimo dia da avaliagdo, as lagartas da es-
piga que foram infectadas e morreram pela agao
do fungo ficaram com aspecto enegrecido, entre-
tanto, sem crescimento visivel de hifas de B. bas-
siana (Figura 2A). Os sintomas apresentados pelas
lagartas, ao entrarem em contato com B. bassiana
foram perda de apetite, inatividade e apos a morte
o aparecimento de manchas negras sobre o corpo,
o que pode ser caracterizado como efeito do fungo,
conforme apresentado por Alves (1998). Isso tam-
bém pode ser confirmado comparando imagens
do aspecto das lagartas do tratamento testemunha
(Figura 2B) com as lagartas dos tratamentos 1x10°
conidios ml™" (Figura 2A).

A eficacia de B. bassiana testada em laboratério para
o controle de H. zea conduz a que novos experimen-
tos sejam realizados com outros insetos pragas de
interesse em culturas de importancia econémica.
Contudo, recomenda-se realizar o experimento em
condig¢des de campo para verificar se a eficiéncia de
B. bassiana se mantém nessas condigoes.

CONCLUSAO

Beauveria bassiana na concentracdo de 1x10° coni-
dios ml" provocou 100% da mortalidade em larvas
de H. zea em cerca de quatro dias em condig¢des de
laboratdrio.
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