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1. RESUMO 

 
O presente trabalho avaliou o uso combinado de fungos e nematoides 

entomopatogênicos contra o bicudo-da-cana-de-açúcar, Sphenophorus levis, e contra a broca do 

cupuaçu, Conotrachelus humeropictus. Contra S. levis, foi feita seleção de isolados de Beauveria 

bassiana e Metarhizium anisopliae em adultos da praga, e testes de uso combinado em laboratório 

contra as fases de larva e adulto. Em campo, em área de cana-de-açúcar infestada naturalmente com S. 

levis, foram realizados 5 tratamentos (nematoide Steinernema brazilense, Bio NEP®; fungo B. 

bassiana; combinação nematoide + fungo; inseticida químico Regent Duo® e testemunha) foi avaliada 

a infestação de larvas de S. levis nas soqueiras de cana-de-açúcar, antes e após um ano da aplicação. 

Para verificação do tipo de interação, foram coletadas amostras de solo em 3 tempos. Na pré-aplicação, 

após uma semana e um mês da aplicação, e avaliada a mortalidade de larvas de Galleria mellonella 

expostas às amostras de solo. Nos experimentos com C. humeropictus, foi feita seleção de isolados de 

B. bassiana em larvas de Conotrachelus psidii, usado como inseto teste. Os experimentos de campo 

avaliou-se a combinação de B. bassiana e S. brazilense, contra a larva de C. humeropictus. Também 

foi avaliada a capacidade do nematoide S. brazilense de carrear conídios de B. bassiana e M. 

anisopliae em solo arenoso. No resultado obtido na seleção de isolados de fungos para S. levis, IBCB 

170 de B. bassiana  e IBCB 383 de M. anisopliae foram os mais eficientes, promovendo 80% e 72% de 

mortalidade, respectivamente. No ensaio contra larva de S. levis, observou-se efeito aditivo na mistura 

de S. brazilense com B. bassiana, promovendo 80% de mortalidade. No ensaio contra adultos, o 
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melhor tratamento foi B. bassiana + S. brazilense, que promoveu 40% de mortalidade, demonstrando 

interação aditiva. Nos experimentos de campo, a infestação de larvas d e S. levis na soqueira de cana-

de-açúcar foi reduzida com todos os tratamentos, com exceção da testemunha.  A avaliação da 

interação de mortalidade de G. mellonella expostas a solos tratados em campo mostrou sinergismo uma 

semana após aplicação, e efeito aditivo um mês após aplicação, no tratamento com S. brazilense + B. 

bassiana. Esse tratamento de combinação foi mais eficiente, com diferença significativa dos agentes 

aplicados isoladamente. Na seleção de isolados de B. bassiana para C. psidii, os isolados IBCB 276 e 

IBCB 165 foram os mais promissores, com 86 e 84% de mortalidade confirmada, respectivamente. O 

isolado IBCB 276 foi produzido em arroz e aplicado em campo para controle de C. humeropictus. Nos 

ensaios de campo contra larvas de C. humeropictus, o nematoide e o fungo demonstraram-se 

patogênicos. O uso combinado demonstrou efeito aditivo, causando 65,6% de mortalidade na maior 

concentração. No estudo de carreamento de conídios, confirmou-se que o nematoide S. brazilense é 

capaz de carrear conídios de B. bassiana para camadas mais profundas do solo. O mesmo não foi 

observado com M. anisopliae. 

 

Palavras-chave: Controle biológico, Steinernema brazilense, Broca-do-cupuaçu, Bicudo-da-cana-de-

açúcar. 
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CONTROL OF SPHENOPHORUS LEVIS AND CONOTRACHELUS HUMEROPICTUS BY 
COMBINED USE OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AND ENTOMOPATHOGENIC 
NEMATODES. Botucatu, 2014. 117p. 
Tese (Doutorado em Agronomia/Proteção de Plantas) - Faculdade de Ciências Agronômicas, 
Universidade Estadual Paulista. 
Author: LUCAS DETOGNI SIMI 
Adviser: ANTONIO BATISTA FILHO 
 

2. SUMMARY 

This study evaluated the combined use of entomopathogenic fungi and 

nematodes against the sugarcane weevil, Sphenophorus levis, and against the cupuaçu fruit 

borer, Conotrachelus humeropictus. To S. levis, we made a strain selection of Beauveria 

bassiana and Metarhizium anisopliae against adults, and a testing of combined use in 

laboratory in larvae and adults of the pest. In field experiments, were applied the treatments: 

1) nematode Steinernema brazilense (Bio NEP®); B. bassiana; S. brazilense + B. bassiana; 

chemical treatment with Regent Duo®; and control treatment.  We evaluated the infestation of 

S. levis larvae in sugarcane ratoon, before and after one year of the application. To evaluate 

interactions between agents, soil samplings were performed one week, and one month after 

application, and evaluated the mortality of Galleria mellonella larvae exposed to these soil 

samples. To C. humeropictus, a strain selection of B. bassiana was made on larvae of 

Conotrachelus psidii (used as preliminary test), and field experiments using B. bassiana and S. 

brazilense against larvae of C. humeropictus. We also evaluated the ability of the nematode S. 

brazilense carrying conidia of B. bassiana and M. anisopliae in sandy soil. The results of 

strain selection to S. levis, B. bassiana IBCB 170 and M. anisopliae IBCB 383 were the most 

efficient, providing 80% and 72% of mortality, respectively. In tests against larvae of S. levis, 

additive effect was observed in the treatment S. brazilense + B. bassiana, providing 80% 

mortality. Against adults of S. levis, the best treatment was B. bassiana + S. brazilense, 

causing 40% of mortality, showing additive interaction. In the field experiments, the 

infestation S. levis larvae in sugarcane ratoon was reduced by all treatments, except for 

control. The assessment of mortality of G. mellonella exposed to soils samples showed 

synergistic and additive effects, one week an one month after application, respectively.  The 
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combined use of S. brazilense + B. bassiana was the best treatment in the two time periods 

evaluated, differing significantly from agents applied alone. In the strain selection of B. 

bassiana to C. psidii, B. bassiana IBCB 276 and IBCB 165 were the most promising, with 86 

and 84% of confirmed mortality, respectively. The study of carrying of conidia confirmed that 

the nematode S. brazilense can carry B. bassiana conidia down the soil layers. The same was 

not observed with M. anisopliae. In field trials against larvae of C. humeropictus, the 

nematode and the fungus were pathogenic. The combined use of S. brazilense + B. bassiana 

showed additive effect, which reached 65.6% of mortality at the highest concentration used. 

 

Key words: Biological control, Steinernema brazilense, cupuaçu fruit borer, sugarcane weevil.  
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3. INTRODUÇÃO 

 

O controle biológico de pragas na agricultura tem tido grande destaque 

nos últimos anos, como alternativa aos métodos de controle tradicionais, responsáveis por 

grandes problemas, como a resistência de pragas, contaminação do ambiente, prejuízos a 

insetos polinizadores, intoxicação do homem e de animais (ALVES, 1998; SÁNCHEZ-BAYO 

et al., 2013; PETTIS et al., 2013). 

Os métodos de controle biológico são um componente do Manejo 

Integrado de Pragas (MIP), ao lado de outras medidas de controle de insetos e ácaros.  É o 

alicerce de programas modernos de controle, juntamente com outras táticas como amostragem, 

definição do nível de controle e taxonomia (GALLO et al., 2002). 

No Brasil, o uso de controle biológico estende-se a várias culturas, 

com destaque à cana-de-açúcar, no controle da broca-da-cana-de-açúcar Diatraea saccharalis 

(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Ocorre também na mesma cultura o programa no 

controle das cigarrinha-da-folha da cana-de-açúcar, Mahanarva posticata (Stål, 1855) 

(Hemiptera: Cercopidae), e da cigarrinha-da-raiz da cana-de-açúcar, Mahanarva fimbriolata 

(Stål, 1854) (Hemiptera: Cercopidae), com Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin 



6 
 

(ALVES et al., 2008). Todavia, o Brasil apresenta um grande potencial para o uso do controle 

biológico, com demanda para estabelecimento de programas de controle, para outras pragas e 

diversas culturas.  

O bicudo ou gorgulho-da-cana-de-açúcar, S. levis, é a praga de solo 

mais importante e prejudicial à cultura no estado de São Paulo. As larvas desse inseto 

destroem o rizoma da planta, causando prejuízos da ordem de 30 toneladas de cana por 

hectare, além de reduzir a longevidade do canavial (LEITE et al., 2006). Estratégias para 

incrementar o controle dessa praga devem ser avaliadas, como métodos de aplicação, e novas 

abordagens na aplicação de agentes de controle. 

Na cultura do cupuaçu, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) e 

cacau T. cacao (Linnaeus, 1758), uma praga de grande importância é a broca-do-cupuaçu, 

Conotrachelus humeropictus (Fiedler, 1940) (Coleoptera: Dryophthoridae). Essa praga ocorre 

na Região Amazônica, particularmente nos estados de Rondônia, Acre, Amazonas, Mato 

Grosso e, no Estado do Pará na região de Santarém embora, MENDES (1997). As perdas 

ocasionadas pelo inseto podem chegar a 50% da produção (LAKER; TREVISAN, 1992). 

Há um crescente interesse do mercado em agricultura sustentável, e no 

manejo integrado de pragas. É crescente número de trabalhos que apresentam eficientes 

medidas de controle alternativas para o controle de pragas, menos agressivas ao meio 

ambiente e à saúde humana. O controle biológico destaca-se, através do uso de fungos, 

nematoides, e bactérias entomopatogênicas, bem como parasitoides e predadores (GALLO et 

al. 2002). 

Os fungos entomopatogênicos são agentes causais de doenças de 

inúmeros artrópodes e apresentam uma grande importância na regulação natural de populações 

de insetos e ácaros pragas (MASCARIN; PAULI, 2010). Agem por contato com o corpo do 

hospedeiro, penetrando ativamente na cutícula através de enzimas, e colonizando o corpo do 

inseto, levando-o a morte em poucos dias (ALVES, 1998). 

Os nematoides entomopatogênicos (NEPs) mais utilizados no campo 

do controle biológico dão pertencentes às famílias Heterorhabditidae e Steinernematidae. 
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Possuem bactérias simbiontes, dos gêneros Photorhabdus e Xenorhabdus, responsáveis pela 

morte do hospedeiro. Possuem um estágio livre, o juvenil de terceiro estágio, ou juvenil 

infectivo ou infectante (JI). O JI penetra no inseto através de aberturas naturais (como abertura 

oral, anal ou espiráculos), ou ainda pelo seu tegumento. Em seguida, libera a bactéria no 

interior do inseto, onde esta se multiplica e digere a hemolinfa. O NEP alimenta-se da bactéria 

e dos tecidos digeridos. O NEP se reproduz e após algumas gerações, novos JI são formados e 

deixam o cadáver em busca de novos hospedeiros (KAYA; GAUGLER, 1993; POINAR JR., 

1972). 

Há evidências de que o uso combinado entre dois entomopatógenos 

pode incrementar a eficiência dos agentes no controle biológico de pragas, pois a mortalidade 

do inseto alvo tem sido maior que a resultante pelo uso dos agentes aplicados isoladamente 

(BARBERCHECK; KAYA, 1990). O presente trabalho envolve a combinação do uso de 

fungos e nematoide entomopatogênicos para controle de S. levis e C. humeropictus. 
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 O bicudo-da-cana-de-açúcar, Sphenophorus levis 

4.1.1 A importância da cana-de-açúcar no Brasil 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma planta que cresce em todo o 

mundo em regiões entre 22° N e S do Equador, pertence à família Poaceae junto com os 

gêneros Zea e Sorghum. Seis espécies de Saccharum são reconhecidas: Saccharum 

officinarum Linnaeus 1753, Saccharum sinense Roxb., Saccharum barberi Jesw., Saccharum 

eduli Hassk., Saccharum spontaneum Linnaeus, e Saccharum robustum Brandes; Jew Ex 

Grassl. O centro de origem está localizado nas regiões leste da Indonésia e da Nova Guiné 

(DANIELS; ROACH, 1987; MARTINS, 2004).  

A importância da cana de açúcar pode ser atribuída a sua múltipla 

utilização, podendo ser empregada sob a forma de forragem para alimentação animal, ou como 

matéria prima para a fabricação de açúcar, álcool, rapadura, melado e aguardente. Atualmente, 

a principal destinação da cana-de-açúcar cultivada no Brasil e a fabricação de açúcar e álcool 

(etanol), sendo no setor sucro-alcooleiro a principal parte do agronegócio brasileiro, além de 

ser referência para os demais países produtores de açúcar e álcool (BRASIL, 2007). A cana-

de-açúcar (S. officinarum) é considerada como opção promissora para produção de 
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biocombustíveis e energia de origem renovável, o cultivo no Brasil ocorre em uma área 

estimada de 8.779,1 mil hectares (CONAB, 2013). 

O Brasil é o principal exportador de etanol, e segundo CONAB (2013) 

a produção de etanol total foi de 23,64 bilhões de litros na safra 2012/13 e é estimada em 

27,17 bilhões de litros para 2013/14. Essa produção de etanol concentra-se na região Centro-

Oeste e Sudeste com cerca de 91,0% do total produzido, principalmente no estado de São 

Paulo com mais de 50% da produção nacional (Figura 1). 

 
Figura 1. Produção de (em milhares de toneladas) de cana-de-
açúcar nos oito principais Estados produtores brasileiros (UNICA, 
2014). 

 

O bicudo-da-cana-de-açúcar pertence à ordem Coleoptera, Família 

Dryophthoridae. São besouros que possuem a cabeça prolongada em um rostro de 

comprimento muito variável, antenas clavadas e conspicuamente geniculadas, uma das 

sinapomorfias da família. O corpo é compacto, de formato muito variável, e o tegumento 

bastante endurecido, glabro, pubescente ou revestido por escamas coloridas, às vezes 

metálicas. O comprimento pode variar de 0,5 a 90 mm (incluído o rostro). A grande maioria 
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das espécies é de pequeno tamanho (2-3 mm) e de colorido sombrio. As larvas são ápodas, 

subcilíndricas, em geral levemente encurvadas e pouco esclerotinizadas; os tergitos 

abdominais possuem, em geral, 3 a 4 pregas transversais (COSTA et al., 1988). 

O gênero Sphenophorus compõe um complexo de espécies que 

danificam diversas culturas de importância econômica. Só nos EUA ocorrem mais de 64 

espécies desse gênero, sendo que 20 já foram registradas na Flórida (WOODRUFF, 1966). 

O gênero é cosmopolita, sendo relatadas espécies pragas por todo o 

globo (ALONSO-ZARAZAGA; LYAL, 1999; GÜLTEKIN, 2013; PEREZ-DE LA O, 2014), 

ocorrendo inclusive em cana-de-açúcar (HALL, 1988). 

O bicudo ou gorgulho-da-cana-de-açúcar, S. levis, é a praga de solo 

mais importante e prejudicial à cultura no estado de São Paulo. Foi coletada pela primeira vez 

no Brasil em bromeliáceas, danificando-as, e em 1977 foi relatado em cana-de-açúcar. 

Inicialmente restrito à região de Piracicaba, em 2006 já se encontrava em 53 municípios dos 

estados de São Paulo e Minas Gerais (PINTO et al., 2009).  

4.1.2 Biologia 

Esses insetos atacam perfilhos e colmos sadios e preferem solos claros, 

argilosos e úmidos (PINTO et al., 2009). Tem uma capacidade de voo restrita, sugerindo que a 

dispersão do inseto a longas distâncias dá-se através das mudas retiradas de local infestado. Os 

adultos caminham lentamente possibilitando a dispersão de um talhão para outro vizinho 

(LEITE et al., 2006). 

Na cana-de-açúcar ocorrem dois picos populacionais da praga na 

forma adulta: o primeiro no período de fevereiro a março e o segundo nos meses de outubro e 

novembro. Para larvas, ocorrem também dois picos populacionais, sendo um nos meses de 

maio e julho, e o outro no mês de novembro (TERÁN; PRECETTI, 1983). Portanto, nos 

períodos de maio a novembro, especialmente nos três primeiros meses, ocorrem os maiores 

danos nas plantas de cana-de-açúcar, uma vez que a fase larval é a que causa maiores 

prejuízos na cultura (ALMEIDA, 2005). 
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Estudos sobre a biologia do S. levis, realizados em condições de 

laboratório, com dieta artificial por Degaspari et al. (1987), observaram que a postura de ovos 

foi efetuada na parte interna de colmos de cana-de-açúcar, a uma profundidade que variou 

desde a superfície até um máximo de 4 mm. Foi ainda observado pelos autores, que por 

ocasião da postura, a fêmea abre com o rostro um orifício e o ovo é colocado individualmente. 

De acordo com Pinto et al. (2009), a postura ocorre nos internódios 

basais e é endofítica, variando desde a superfície até alguns milímetros de profundidade. Os 

ovos possuem formato elíptico e sua coloração inicial é branco-leitosa, escurecendo à medida 

que se aproxima o momento da eclosão da larva. O período de incubação varia de sete a 12 

dias. Além apresentar forma elíptica, os ovos apresentam 0,27 mm ± 0,04 mm de 

comprimento e 0,10 mm ± 0,012 de largura. O período de incubação pode variar de sete a 12 

dias, sendo 8,40 dias em média e a viabilidade de 47,16% (DEGASPARI et al., 1987). 

A larva recém-eclodida possui coloração branco-leitosa e com o 

desenvolvimento e a idade adquire coloração amarelada. Possui sobre o dorso e no primeiro 

segmento torácico, junto à cabeça, uma mancha castanho-escura e espiráculos visíveis neste 

segmento e no abdome. A cabeça é de cor castanho-avermelhada e as mandíbulas são bem 

desenvolvidas. Para se locomover, a larva ápoda apoia-se nas paredes das galerias abertas para 

alimentação. A viabilidade larval é de 35,80% com duração média de 35,60 dias, podendo 

variar de 26 a 50 dias (DEGASPARI et al., 1987). 

A larva de S. levis possui um traço transversal distinto marrom sobre o 

primeiro segmento dorsal torácico em forma de “w”, junto à cabeça, uma mancha castanho 

escura e espiráculos visíveis neste segmento e no abdome. As mandíbulas são bem 

desenvolvidas (PINTO et al., 2009). Pouco antes de a larva passar para a fase pupal, ela 

amplia a galeria em que se encontra, preparando a “câmara pupal”. Posteriormente, ela cessa 

seus movimentos, para de se alimentar, diminui de tamanho e passa à fase de pupa. Esse 

comportamento pode ser observado em indivíduos de campo, criados sobre a cana-de-açúcar 

(DEGASPARI et al., 1987). 

A câmara pupal de S. levis é simples, friável, feita com serragem fina 

(PINTO et al., 2009). A pupa, logo após sua formação, é branco-leitosa do tipo exarada e 
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torna-se castanha à medida que se aproxima a emergência do adulto. O período pupal pode 

variar de cinco a 13 dias, com duração média de 10,50 dias, sendo a média de viabilidade 

pupal 93,53% (DEGASPARI et al., 1987). 

O adulto de S. levis, geralmente é encontrado abaixo do nível do solo, 

possui coloração castanho-escura com manchas pretas no dorso do tórax e listras longitudinais 

sobre os élitros. Move-se lentamente e simula estar morto quando tocado (tanatose). O macho 

é normalmente menor que a fêmea, com 9,70 mm ± 0,10 mm de comprimento, variando entre 

7,70 mm a 11,20 mm. Apresenta a região ventral mais pilosa, principalmente na coxa 

dianteira, onde as cerdas se agrupam, dando um aspecto de esponja (DEGASPARI et al., 

1987). 

A fêmea mede 11,90 mm ± 0,10 mm de comprimento, variando entre 

10,50 e 13,30 mm. Em condições de campo, realiza a postura endofítica nos rizomas da cana, 

abaixo do nível do solo. No laboratório, a fêmea abre um orifício com o rostro, que mede em 

média 3,40 mm ± 0,05 mm de comprimento (DEGASPARI et al., 1987). Nas condições de 

laboratório, a longevidade do adulto foi de sete a 249 dias para fêmea e sete a 247 dias para 

macho, sendo em média 119,80 e 117,90 respectivamente (DEGASPARI et al., 1987). 

Os adultos deste inseto caminham em média 9,60 m por mês, numa 

área de aproximadamente 98,20 m². Em campo, as fêmeas tendem a se deslocar mais que os 

machos, para realizarem as posturas. Nas condições de laboratório, com temperatura variando 

entre 27°C a 30°C, com doze horas de luz, o ciclo total do S. levis variou de 58 a 307 dias, 

sendo em média igual a 173, 2 dias (DEGASPARI et al., 1987). Embora o adulto apresente 

asa, não foi observado nenhum inseto se locomovendo através do voo, não ocorrendo também 

nenhuma captura de adulto em armadilhas luminosas instaladas próximas aos locais de 

ocorrência desta praga (DEGASPARI et al., 1987). 

4.1.3 Danos 

O dano na planta é verificado no rizoma abaixo do nível do solo, local 

onde a larva se alimenta e abriga, abrindo galerias circulares e longitudinais na base da 

brotação. Esse ataque resulta no amarelecimento das folhas e morte do perfilho, 
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consequentemente, ocasionando em falha nas rebrotas das soqueiras. Também pode ser 

observado aumento na proliferação de plantas invasoras, que ocupam os espaços deixados pela 

falha no perfilho (PRECETTI; ARIGONI, 1990). Todos esses fatores levam a redução da 

tonelagem de cana produzida por hectare (PRECETTI; TERÁN, 1983). As larvas desse inseto 

destroem o rizoma da planta, causando prejuízos da ordem de 30 toneladas de cana por 

hectare, além de reduzir a longevidade do canavial (LEITE et al., 2006). 

O sintoma de ataque se manifesta geralmente na época seca do ano, 

pois as larvas ao se alimentarem dos rizomas provocam o aparecimento de brotos amarelos, 

falhas na rebrota das soqueiras, podendo em certos casos, de acordo com o grau de infestação 

na cultura, causar a morte das canas (DEGASPARI et al., 1987). 

Os danos refletem-se no número, tamanho e diâmetro de colmos finais 

para a colheita, sendo que as perdas econômicas podem ser estimadas em relação à redução 

nas toneladas de cana esperadas por hectare. Em alguns locais, têm-se detectado de 50 a 60% 

de perfilhos atacados, ocasionando reduções de 20 a 30 toneladas por hectare (PINTO et al., 

2009). 

4.1.4 Monitoramento 

O monitoramento do inseto na fase adulta é realizado por meio de 

armadilhas formadas com iscas atrativas confeccionadas com toletes de cana de 1 metro, 

cortados ao meio e imersos em inseticida químico por 24 horas. Após este período, os toletes 

são colocados nas bases das touceiras e revestidos com palha da cana na razão de 100 toletes 

para cada hectare. Passados 20 dias, a avaliação da incidência de adulto é feita com base na 

quantidade de insetos (ALMEIDA, 2005). 

 

4.1.5 Controle  

O método de controle mais utilizado no manejo de S. levis é a 

destruição mecânica das soqueiras no período de plantio (momento da reforma do canavial), 

procurando-se expor ao máximo as larvas aos seus predadores e à seca dos rizomas. 
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Recomenda-se também eliminar o mato infestante que pode servir de alimento para larvas 

(PRECETTI; ARIGONI, 1990). Entretanto, essa prática apresenta resultado satisfatório 

somente no 1° corte, pois muitas larvas conseguem sobreviver alimentando-se da matéria 

orgânica deixada no campo, após a destruição das soqueiras, não afetando também as formas 

adultas do inseto (ALMEIDA, 2005). 

É adotado também o uso de iscas tóxicas; na manutenção da área 

destruída livre de vegetação hospedeira por um período prolongado (> 3 meses) e no plantio 

com aplicação de fipronil (Regent 800 WG) (250 g/ha). Entretanto, apesar de todas essas 

medidas, ainda ocorre incremento nas populações da praga, sendo frequentes os registros de 

novas áreas infestadas. Isso demonstra a dificuldade de controle desse inseto, ressaltando a 

importância da continuidade de pesquisas na busca de alternativas mais eficazes (LEITE et al., 

2006). 

O uso de iscas tóxicas ainda é muito comum no campo, e estudos 

foram realizados visando aperfeiçoar a atração de adultos de S. levis, (GIRÓN-PÉREZ et al., 

2009). Os dados obtidos indicaram que os entrenós da cana-de-açúcar misturados com melaço 

a 10% e fermentados por 24h e 48h foram altamente atrativos a S. levis, superando outros 

substratos como casca de abacaxi + melaço ou água, e cana + água. Os autores recomendaram 

o substrato como alternativa para o monitoramento e controle. 

No controle biológico de S. levis, O instituto Biológico, em 

colaboração com o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e Universidade Federal de São 

Carlos (UFSCar/CCA), desenvolveram pesquisas procurando avaliar nematoides 

entomopatogênicos para o controle de S. levis. Para esses estudos, o Instituto Biológico contou 

também com a parceria da empresa Bio Controle Métodos de Controle de Pragas Ltda. As 

larvas do inseto foram susceptíveis aos nematoides Heterorhabditis indica e Steinernema sp. 

em condições de laboratório e casa de vegetação. O nematoide Steirnernema sp., promoveu 

mortalidades acima de 70% na dosagem de 2,4 juvenis infectivos/cm2, equivalente a 1 x 108 

juvenis infectivos/ha. Todas as larvas encontradas mortas dentro dos colmos de cana 

apresentaram sintomas de que foram infectadas pelos nematoides. Nos experimentos de 
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campo, aplicação dos nematoides esteve relacionada positivamente a ganhos na produção da 

cana-de-açúcar de 10 a 15 ton/ha (LEITE et al., 2006). 

Tavares et al. (2007) avaliaram os efeitos dos nematoides 

entomopatogênicos Heterorhabditis indica (Nematoda: Rhabditida), isolado IBCB n5 e 

Steinernema sp. IBCB n6 na mortalidade de larvas de S. levis em laboratório e casa-de-

vegetação. H. indica IBCB n5 proporcionou mortalidades de 26, 63 e 95% em laboratório e 

42, 65 e 85% em casa-de-vegetação, nas dosagens de 2,4; 12; e 60 juvenis infectivos (JI)/cm2. 

Para Steinernema sp. IBCB n6, as mortalidades foram de 32, 47 e 42% em laboratório e 69, 73 

e 73% em casa-de-vegetação, respectivamente. 

Visando ao controle biológico dessa mesma praga, Giometti et al. 

(2011) avaliaram a  virulência de 17 isolados de nematoides entomopatogênicos do gênero 

Steinernema e Heterorhabditis para adultos de S. levis. Os nematoides selecionados como 

mais virulentos em cada teste foram Steinernema brazilense (Nematoda: Rhabditida) IBCB 

n6, Heterorhabditis sp. IBCB n10, Heterorhabditis sp. IBCB n24 e Heterorhabditis sp. IBCB 

n44. 

Em teste de campo realizado por Leite et al. (2012) na Usina São João, 

Município de Araras, SP, para avaliar a eficiência dos nematoides  S. brazilense (IBCB n6) e 

H. indica (IBCB n5) contra o bicudo-da-cana-de-açúcar, e o efeito da associação desses 

agentes na dosagem de 1 x 108 JI/ha, com subdosagens do thiamethoxam 250 WG. Os 

nematoides  H. indica e Steinernema sp., testados isoladamente, proporcionaram ganhos na 

produção de 10 e 15 t/ha, respectivamente, quando comparados a testemunha com rendimento 

de 101 t/ha. O melhor tratamento foi a combinação do nematoide S. brazilense. com o 

inseticida na subdosagem de 500 g p.c./ha, proporcionando um incremento na produção de 

cana de até 28 ton./ha. 

Atualmente, existe no Brasil um produto biológico para o controle de 

S. levis, o produto Bio NEP®, a base do nematoide entomopatogênico S. brazilense, isolado 

IBCB n6. O nematoide é produzido através do método de Bedding ou método da produção em 

esponja (BEDDING, 1981). A produção in vitro é uma parceria do Instituto Biológico, São 

Paulo, com a empresa Bio Controle, sediada no Município de Indaiatuba, São Paulo. O 
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nematoide está registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento para 

controle do bicudo-da-cana-de-açúcar S. levis (Coleoptera: Dryophthoridae), na dose 

recomendada de 1Kg/ha, com 400L de calda/ha (aplicação terrestre) (BRASIL, 2014). 

Nematoides entomopatogênicos podem ser uma estratégia eficiente no 

controle de S. levis em campo, sendo necessário ampliar os estudos em condições naturais  

através de estudos de dosagem e diferentes métodos de aplicação em campo. 

4.2 A broca do cupuaçu, Conotrachelus humeropictus 

4.2.1 A importância da cultura do cupuaçu. 

O Brasil é um país de clima tropical, que se destaca pela sua grande 

biodiversidade, onde se encontram inúmeras frutas com potencial de exportação para o 

mercado internacional, devido ao seu sabor exótico e valor nutricional elevado. Dentre essas 

espécies, tem-se o cupuaçu, uma das frutas exóticas mais importante e tipicamente amazônica, 

pertencente à família das Sterculiaceas, sendo o estado do Pará o principal produtor, seguido 

pelo Amazonas, Rondônia, Acre, norte do Maranhão e Tocantins (VENTURIERI, 1993). 

Devido ao aumento da demanda pela polpa dessa fruteira que vem sendo exportada, 

principalmente na forma congelada, para Estados do Sul e Sudeste do Brasil e para países 

europeus, vem aumentando o interesse pelo seu cultivo (BASTOS et al., 2002). 

O gênero Theobroma é o mais importante da família Sterculiaceae e 

pode ser encontrado cerca de 22 espécies originárias da América Tropical. Todas produzem 

frutos comestíveis e algumas espécies, acredita-se poder fazer um produto similar ao chocolate 

(CALZAVARA et al., 1984; VENTURIERI; AGUIAR, 1988). A maioria dessas espécies são 

ricas em gordura, proteína e amido, sendo que algumas delas apresentam de 1 a 3% de 

teobromina como também cafeína que pode estar presente em algumas dessas espécies 

(MONTEIRO, 1996). 

Nos sistemas agroflorestais da região Norte, o cupuaçueiro é uma das 

mais importantes frutíferas exploradas comercialmente. Isto deve-se ao grande potencial 

existente no aproveitamento da polpa, das sementes e, também, devido à conquista de mercado 

em outras regiões do País e no exterior. 
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Dentre as pragas citadas em cupuaçueiro, a broca-dos-frutos, inseto 

pertencente ao gênero Conotrachelus, é a mais importante atualmente, devido aos danos 

causados pelas larvas, que se alimentam das sementes e constroem galerias no interior dos 

frutos, e por estar disseminado em alguns Estados da região Norte, principalmente em 

Rondônia e Amazonas, sendo que no Pará e no Acre o inseto não é tão freqüente (GARCIA et 

al., 1997).  

4.2.2 Biologia 

Dentro do gênero Conotrachelus, de acordo com Bondar (1937), 

ocorrem mais de 500 espécies, todas no Continente Americano, sendo 73 delas no Brasil. A 

maioria das espécies desenvolvem-se em frutos de árvores silvestres. C. humeropictus foi 

relatado como a espécie que ataca o cupuaçueiro na região Norte (TREVISAN; MENDES, 

1991; VENTURIERI, 1993). 

A broca C. humeropictus foi registrado pela primeira vez em 1981, 

atacando frutos de cacau, T. cacao, em Rondônia, mais especificamente no município de 

Cacoal (MENDES et al., 1982), sendo considerado uma das pragas mais importantes dessa 

cultura (TREVISAN, 1989). Foi constatado que essa espécie ataca ainda a jaboticabeira 

(Eugenia cauliflora D.C.) (SILVA et al., 1968), ocorrendo também, segundo Almeida; 

Almeida (1987), em plantas silvestres como o cacauí (T.  speciosum Spreng.) e cacaurana (T. 

microcarpum Bern.). 

Sob condições de laboratório, com temperatura controlada (27 ± 2°C), 

fotofase natural de 12 horas e umidade relativa mantida a 80 ±10%, o ciclo de ovo até a 

emergência de adultos variou de 108,80 ± 9,44 dias para machos e 156,87 ± 16,19 dias para 

fêmeas (MENDES et al., 1997). 

A oviposição ocorre numa profundidade de até três mm no pericarpo 

do fruto. Os ovos recém-colocados possuem a coloração branco-leitosa, tornando-se amarelo-

palha à medida que se desenvolve. Sua forma é elíptica, com 0,26 ± 0,01 mm de comprimento 

e 0,16 ± 0,01 mm de largura. O período embrionário médio foi de 4,73 ± 0,06 dias. A 

viabilidade média dos ovos foi de 75,60%, mas o autor ressalta que em campo essa viabilidade 
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pode ser maior devido a ausência de manipulação e perda de água dos ovos, quando estão no 

interior dos frutos (MENDES et al., 1997).  

As fêmeas adultas ovipositam preferencialmente na metade inferior do 

fruto, aumentando a preferência a partir dos dois meses de desenvolvimento do fruto. Além 

disso, frutos até um metro do solo são menos atacados que frutos com alturas superiores 

(TREVISAN, 1989).  

A larva recém-eclodida apresenta cerca de 0,81 ± 0,02 mm de 

comprimento e coloração branco-leitosa. Ao atingir o máximo de desenvolvimento larval, em 

média 26,64 dias da eclosão, medindo 17,21 ± 0,34 mm de comprimento, coloração amarelada 

com cabeça de cor castanho-avermelhada e mandíbulas bem desenvolvidas. Após sofrer três 

ecdises no interior do fruto, a larva abandona-o abrindo um orifício, indicando estar prestes a 

iniciar a fase de pupação. A larva procura o solo e permanecerá ali nesta fase de pré-pupa.  

Trevisan (1989) relatou que larvas oriundas de posturas efetuadas em 

frutos com quatro meses de idade completaram todo o seu ciclo larval no interior do fruto, os 

quais apresentaram maior incidência de danos mecânicos. Entretanto, posturas realizadas em 

frutos com 4,5 meses não conseguiram se desenvolver, por não haver tempo suficiente, já que 

a maturação e colheita dos frutos atingiram os cinco meses de idade, 30 dias após a postura no 

primeiro grupo de frutos. Assim, o período determinado em laboratório aproxima-se do que 

provavelmente ocorre em campo. 

 Nesta fase, o inseto cessa a alimentação e abandona o fruto, se 

dirigindo para o solo e preparando a “câmara pupal”, cessando também seus movimentos. O 

período desta fase é em média de 6,07 dias. A viabilidade é de 99,59%. (MENDES et al., 

1997).  

A pupa é do tipo exarada, quando recém-formada é branco-leitosa, 

tornando-se castanho claro à medida que se aproxima a eclosão do adulto. O período pupal é 

de 8 a 12 dias, e o período médio é de 9,62 ± 0,10 dias, até chegar à completa formação 

fisiológica do adulto, período que leva em média mais 4,56 ±0,11 dias. A viabilidade pupal é 

de 97,12% (MENDES et al., 1997). 
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O adulto é de cor castanho-claro, com 9,87 mm de comprimento, e 

permanece por um período de 3 a 6 dias, praticamente imóvel na antiga “câmara pupal”. 

Passado esse período, 99,51% dos indivíduos emergem do solo. Os machos emergem do solo 

horas antes das fêmeas. A cópula ocorreu no mesmo dia da emergência. As fêmeas viveram 

em média 41,70 dias a mais do que os machos (MENDES et al., 1997). 

O período de pré-oviposição foi de 16,20 ± 0,49 dias. O período de 

oviposição foi de 80,50 ± 5,58 dias, com uma fecundidade de 55 a 153 ovos, em média 108,47 

± 6,21 ovos, sendo as posturas diárias, com média de 1,29 ± o,03 ovos/dia. As posturas são 

isoladas, com raros casos onde são constituídas por dois, três ou quatro ovos (MENDES et al., 

1997). 

4.2.3 Danos 

A broca-do-cupuaçu, C. humeropictus ataca o fruto e torna sua polpa 

imprestável para o consumo (TREVISAN; MENDES, 1991; VENTURIERI, 1993) e as perdas 

chegam até 50% dos frutos, como relatado por Laker; Trevisan (1992). 

Os danos diretos são ocasionados pelas larvas em virtude das galerias 

construídas na região da polpa e da destruição das sementes. Os danos indiretos ocorrem 

devido a entrada de microrganismos e insetos oportunistas através dos furos que são 

construídos pelas larvas quando as mesmas abandonam os frutos para empuparem no solo 

(AGUILLAR; GASPAROTTO, 1999). Os frutos que foram atacados, ao atingir o 

amadurecimento, apresentam polpa destruída pela fermentação causada pelos organismos 

decompositores (AGUILLAR; GASPAROTTO, 1999). 

4.2.4 Controle 

Ainda não existe tratamento químico eficiente para controlar a broca-

do-fruto-do-cupuaçuzeiro (THOMAZINI, 1998; AGUILAR; GASPAROTTO, 1999), 

Principalmente pelo fato dos ovos e das larvas do inseto localizarem-se no interior dos frutos, 

dificultando a ação dos inseticidas, além disso, é provável a ocorrência de resíduos tóxicos na 

polpa, inviabilizando a comercialização do produto. 



20 
 

Pulverizações com endolsufan para controlar os adultos da broca-do-

fruto do cupuaçu (GALLO et al., 2002) e de methamidophos, endosulfan, parathion methyl e 

fenthion para controle das larvas da broca-do-fruto-do-cacau, no casqueiro (MENDES; 

GARCIA, 1989) mostraram-se pouco eficientes e antieconômicas.  

Mendes et al. (1997) avaliaram a eficiência dos entomopatógenos 

Metharhizium anisopliae e Beauveria bassiana no controle das larvas de C. humeropictus 

obtendo, 42,72% e 52% de mortalidade das mesmas.  

Lopes (2000) encontrou dois gêneros de parasitóides da broca-do-fruto 

do cupuaçuzeiro: Lixophaga sp. (Diptera: Tachinidae) e Urosigalphus sp. (Hyminoptera: 

Braconidae).  

Garcia et al. (1997) relatam que aproximadamente 70% das larvas de 

Conotrachelus sp. que penetram no solo para pupar não completam o ciclo e morrem devido 

ao ataque de fungos e outros parasitoides, evidenciando assim, possível potencial destes no 

controle da broca. 

4.3 O Controle Biológico de pragas 

Com a conscientização de que o uso irracional de pesticidas é 

incompatível para uma agricultura sustentável, tendo em vista os malefícios ao ambiente, 

saúde humana e polinizadores (SÁNCHEZ-BAYO et al., 2013; PETTIS et al., 2013), é 

crescente o aumento das pressões do mercado internacional em relação a adoção de práticas 

culturais sustentáveis para a exportação de produtos agrícolas.  

Assim, diversos estudos vêm apresentando alternativas menos 

agressivas para o controle de pragas, com destaque para o uso de fungos, nematoides, 

bactérias entomopatogênicas, bem como parasitoides e predadores (GALLO et al. 2002). 

Quando se trata de pragas de solo, as chances de sucesso são maiores utilizando nematoides e 

fungos entomopatogênicos. Esses patógenos são inimigos naturais de diversas pragas no solo, 

e que sob condições favoráveis, promovem mortalidades nas populações dessas pragas 

(KAYA, 1987; SHAMSELDEAN; ABD-ELGAWAD, 1994).  
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4.4 Nematoides entomopatogênicos 

Entre os nematoides entomopatogênicos, destacam-se aqueles 

pertencentes às famílias Heterorhabditidae e Steinernematidae, que possuem ciclos de vida 

semelhantes. Ambos são associados mutualisticamente às bactérias dos gêneros Photorhabdus 

e Xenorhabdus, respectivamente, que são as responsáveis pela morte do hospedeiro. Todo o 

ciclo de vida dos NEPs ocorre no interior do hospedeiro, com exceção do um estágio livre, ou 

juvenil de terceiro estágio, também chamado de juvenil infectivo ou infectante (JI), que não se 

alimenta e é mais resistente ao dessecamento, pois mantém a cutícula do estágio anterior. O JI 

penetra no inseto através de aberturas naturais (como abertura oral, anal ou espiráculos), ou 

ainda pelo seu tegumento. Em seguida, libera a bactéria no interior do inseto, onde se 

multiplica e digere a hemolinfa. O NEP, por sua vez, alimenta-se da bactéria e dos tecidos 

digeridos, completa o seu desenvolvimento, acasala e reproduz. Quando a fonte de alimento 

do cadáver é exaurida, novos JI são formados e deixam o cadáver em busca de outros 

hospedeiros (KAYA; GAUGLER, 1993; POINAR JR., 1972). 

Nematoides entomopatogênicos são extremamente dependentes da 

quantidade de lipídios armazenada no seu organismo e da umidade e temperatura para 

sobreviverem no solo (PATEL; WRIGHT, 1997; GLAZER, 2002). Essa capacidade de 

sobrevivência em diferentes temperaturas tem sido avaliada em diversos estudos, procurando 

selecionar isolados mais adaptados às adversidades de cada região.  

Diferentes espécies de nematoides possuem comportamentos distintos, 

e são adaptados a diversas temperaturas, umidade, porosidade do solo, etc. Desse modo, a 

avaliação de nematoides se faz necessária, com o objetivo de selecionar isolados mais 

eficientes para uso em um programa de controle biológico de determinada praga. Estudos de 

formulação e técnicas de aplicação tentam amenizar os efeitos do clima. Essas formulações 

permitem maior persistência dos nematoides no ambiente, garantindo melhores resultados no 

controle de pragas. Os cuidados na aplicação também são fatores essenciais para garantir o 

sucesso desses agentes em níveis de controle de uma determinada praga (GEORGIS, 1990).  

 



22 
 

4.5 Fungos entomopatogênicos 

Os fungos entomopatogênicos são patógenos de largo espectro. São 

capazes de atacar insetos aquáticos e fitófagos que vivem na parte aérea das plantas e no solo, 

podendo causar epizootias naturais. Podem infectar diferentes estágios de desenvolvimento 

dos hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo esta característica muito desejável 

e peculiar deste grupo. Alguns são virulentos e a maioria é altamente especializada na 

penetração via tegumento, o que os coloca em vantagem quando comparados com outros 

grupos de patógenos que só entram no inseto por via oral, penetrando através do mesêntero 

(ALVES, 1998). 

O modo de ação dos fungos possui vantagens em relação a outros 

entomopatógenos. O fungo penetra ativamente no inseto, por meio de uma combinação de 

degradação enzimática e pressão mecânica. Enzimas como proteases, lipases e quitinases, 

facilitam a penetração mecânica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo, ocorrendo 

decomposição do tecido no entorno do local de penetração, na procutícula, com posterior 

colonização do corpo do inseto hospedeiro. Por seguinte, o fungo se multiplica nesse 

ambiente, levando o inseto à morte. Decorridas 72 horas da inoculação o inseto apresenta-se 

totalmente colonizado e, sobre o cadáver ocorre formação de grande quantidade de 

conidióforos e conídios (ALVES, 1998). 

4.6 O Uso combinado de fungos e nematoides entomopatogênicos 

O crescente uso de agentes de controle biológico desde 1980 tem 

motivado a pesquisa sobre estratégias para melhorar o controle de insetos-praga por meio de 

combinações de NEP com outros agentes biológicos. Ao longo das últimas três décadas, o 

número de publicações sobre o tema no campo do controle biológico aumentou de 26,7% em 

1980 para 39,1% na década de 2000 (este numero é também cerca de 5% do total de 

publicações com NEPs) (SAN-BLAS, 2013). 

A eficiência de um entomopatógenos pode ser melhorada, usando-o 

em combinação com outro patógeno. Dois agentes de controle quando aplicados juntos podem 

agir independentemente em um hospedeiro, e os efeitos observados serão aditivos ou 
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complementares. Eles também podem interagir sinergicamente ou antagonistamente, assim 

promovendo uma combinação mais ou menos eficiente que no caso do efeito aditivo 

(JAQUES; MORRIS, 1981). 

Para melhorar a eficiência dos patógenos em campo, pesquisadores 

têm explorado a combinação de agentes biológicos e convencionais. No caso de nematoides, 

que atacam principalmente pragas de solo, aplicá-los juntamente com fungos 

entomopatogênicos poderia promover um acréscimo nos níveis de controle de determinada 

praga (ACEVEDO et al., 2007). 

O uso combinado de fungos e nematoides tem apresentado bons 

resultados contra coleópteros em ensaios de laboratório (ANSARI et al., 2004) e em campo 

(ANSARI et al., 2006). Apesar de algumas exceções, nota-se em geral que as aplicações de 

misturas visam o controle inundativo dos agentes, haja vista que em boa parte dos casos, a 

reprodução e reciclagem de ambos os agentes é prejudicada. As rápidas mortalidades 

observadas geralmente ocorrem em detrimento da manutenção do patógeno no ambiente 

(ACEVEDO et al., 2007). 

Os cultivos da cana-de-açúcar e do cupuaçu são ambientes promissores 

para o uso combinado de nematoides e fungos, possuindo microclima favorável para aplicação 

e áreas cultivadas que suportam um programa de controle biológico. As pragas S. levis e C. 

humeropictus possuem hábitos que favorecem o uso dessa abordagem para o seu controle, 

sendo interessante investigar a eficiência dessa técnica. 
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CAPÍTULO I: CONTROLE BIOLÓGICO DE Sphenophorus levis (COLEOPTERA: 
DRYOPHTHORIDAE) POR MEIO DO USO COMBINADO DE FUNGOS E 

NEMATOIDES ENTOMOPATOGÊNICOS. 
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CONTROLE BIOLÓGICO DE Sphenophorus levis (COLEOPTERA: DRYOPHTHORIDAE) 

POR MEIO DO USO COMBINADO DE FUNGOS E NEMATOIDES 

ENTOMOPATOGÊNICOS. 

 

1. RESUMO 

O bicudo-da-cana-de-açúcar, Sphenophorus levis, é uma das principais pragas de solo da cana-

de-açúcar, causando prejuízos da ordem de 30 t/ha. Nematoides e fungos entomopatogênicos 

são inimigos naturais de pragas de solo, sendo potenciais agentes para o controle biológico de 

S. levis. O presente trabalho selecionou isolados de fungos entomopatogênicos, para seu uso 

combinado com o produto Bio NEP®, a base do nematoide entomopatogênico Steinernema 

brazilense isolado IBCB n6, para controle em campo de Sphenophorus levis. O trabalho 

iniciou com a seleção de isolados dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae 

para adultos da praga, e avaliação dos três melhores isolados na produção em arroz. O uso 

combinado do fungo Beauveria bassiana isolado IBCB 170 e do fungo com o produto Bio 

NEP® foi avaliado em laboratório contra larvas artificialmente infestadas em toletes de cana-

de-açúcar, semienterrados em potes contendo areia fina umedecida a 10%.  A eficiência do 

uso combinado de M. anisopliae e B. bassiana com o nematoide S. brazilense foi avaliada 

contra adultos de S. levis em laboratório. O melhor tratamento de combinação foi levado a 

campo. Os experimentos de campo avaliaram a aplicação dos tratamentos: 1) B. bassiana; 2) 

S. brazilense; 3) B. bassiana + S. brazilense; 4) inseticida químico Fipronil + Alfa-

Cipermetrina (Regent Duo®); 5) testemunha; na infestação de larvas de S. levis em soqueiras 

de cana-de-açúcar. Para avaliação da interação entre o fungo e o nematoide, foram feitas 

amostras de solo uma semana e um mês após aplicação, e a mortalidade de larvas de Galleria 

mellonella expostas às amostras do solo tratado foi avaliada. Os resultados do ensaio de 

seleção de isolados contra adultos mostraram diferenças significativas entre os isolados 

avaliados, obtendo melhores resultados B. bassiana IBCB 170, e M. anisopliae IBCB 383, 

causando mortalidades de 80,00 e 72,00%, respectivamente. Na avaliação da produção em 

arroz, o B. bassiana IBCB 170 superou os outros isolados, com 200,95 x 109 con./g de arroz, 

enquanto que M. anisopliae IBCB 383 não diferiu dos demais, com 11,25 x 108 con./g de 

arroz. Nos ensaios contra larva de S. levis, observou-se efeito aditivo na mistura de S. 
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brazilense com B. bassiana, promovendo 80% de mortalidade, enquanto os agentes isolados 

promoveram 60 e 3%, respectivamente. No ensaio de uso combinado contra adultos, o 

tratamento B. bassiana + S. brazilense promoveu 40% de mortalidade, mostrando interação 

aditiva. A mistura de M. anisopliae com S. brazilense (28%) demonstrou antagonismo. O 

fungo B. bassiana causou mortalidade em 28% dos adultos, e S. brazilense (Bio NEP®) causou 

24% de mortalidade. Todas as mortalidades observadas foram causadas por nematoides. Nos 

experimentos de campo, a infestação de larvas e S. levis foi reduzida em todos os tratamentos, 

com exceção da testemunha. A avaliação da interação entre os agentes, por meio da avaliação 

da mortalidade de G. mellonella expostas às amostras de solo tratado, o tratamento B. 

bassiana + S. brazilense mostrou efeito sinérgico e aditivo, uma semana e um mês após 

aplicação, respectivamente. Esse tratamento de uso combinado foi o mais eficiente nos dois 

tempos avaliados, diferindo estatisticamente dos agentes aplicados isoladamente. Uma semana 

após aplicação, o uso combinado promoveu 37,9% de mortalidade das larvas, contra 22,9 e 

5,8% causadas isoladamente pelos agentes S. brazilense e B. bassiana, respectivamente. Um 

mês após a aplicação o efeito da mistura foi aditivo, causando 20,4% de mortalidade nas 

larvas, enquanto que S. brazilense causou 10,0% e B. bassiana 5,8% de mortalidade. 

 

Palavras-chave: Controle biológico, Steinernema brazilense, Interação, Bicudo-da-cana-de-

açúcar. 
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2. INTRODUÇÃO 

O Brasil é o maior produtor mundial de açúcar e álcool de etanol, com 

área cultivada de 9.752.328 hectares. Na safra 2012/2013, a produção brasileira de cana-de-

açúcar atingiu mais de 588.478.000 toneladas (UNICA, 2014). O aumento da demanda por 

etanol tem criado grandes expectativas no mercado sucroalcooleiro. Por ser um combustível 

renovável e menos poluente que os combustíveis fósseis, o etanol tem atraído a atenção dos 

países da comunidade europeia, Japão e os Estados Unidos, que além de diminuírem a emissão 

dos gases que causam o efeito estufa, também querem diminuir a dependência ao petróleo. 

Segundo a Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA, 2014), o setor 

sucroalcooleiro foi responsável por aproximadamente 2% do PIB nacional e 31% do PIB 

agrícola no Brasil em 2012, empregando cerca de 4,5 milhões de pessoas. 

O estado de São Paulo é o maior produtor de cana-de-açúcar do Brasil, 

com 5.172.611 hectares de cana plantada em 2012 (UNICA, 2014). O complexo de pragas 

nessa cultura é grande, destacando-se o bicudo-da-cana-de-açúcar Sphenophorus levis (Vaurie, 

1978) (Coleoptera: Dryophthoridae), que vem assumindo grande importância neste estado, 

principalmente por estar se disseminando em áreas onde a incidência ainda não havia sido 

registrada (ALMEIDA, 2005). Esse fato se deve principalmente ao descuido no transporte de 

mudas infestadas de uma região para outra, uma vez que o inseto possui baixa taxa de 

dispersão, da ordem de 6,60 a 11,10 metros por mês (DEGASPARI et al., 1987).  

O gênero Sphenophorus é distribuído em todas as regiões 

zoogeográficas do globo, e são considerados cosmopolitas (ALONSO-ZARAZAGA; LYAL, 

1999). Este gorgulho no Brasil foi identificado pelo prof. Sérgio A. Vanim, do instituto de 

Biociências da USP, São Paulo, como sendo S. levis (DEGASPARI et al., 1987). 

A importância de S. levis como praga da cana-de-açúcar no Brasil 

somente foi conhecida a partir de 1977, sendo que 1989 o inseto foi detectado em 14 

municípios ao redor de Piracicaba, causando a morte de 50-60% dos perfilhos ainda na fase de 

cana-planta, com cinco a sete meses de crescimento (PRECETTI; ARIGONI, 1990). Em um 

levantamento mais recente, S. levis foi encontrado distribuído nas regiões Central (Araraquara, 

São Carlos, Jaú, etc.); Sul (Assis, Ourinhos); Nordeste (Pradópolis) e Leste (Leme, 



33 
 

Pirassununga, Araras, São João da Boa Vista, Santa Cruz das Palmeiras, etc.), estando 

portanto em quase todas as regiões de cultivos de cana-de-açúcar do estado de São Paulo 

(LEITE et al., 2006).  

As larvas do inseto são responsáveis pelo maior dano. Se abrigam 

dentro do rizoma da cana, e o uso de inseticidas químicos não proporciona um controle 

satisfatório. No momento, apenas a destruição mecânica das soqueiras e restos culturais tem 

proporcionado resultados satisfatórios, porém até o primeiro corte da cana. Após esse período, 

como o rizoma da cana permanece para a próxima safra, não havendo destruição das 

soqueiras, a incidência da praga aumenta, sem que haja mecanismos que possam frear o 

aumento da população do inseto na área (PRECETTI; ARIGONI, 1990). 

Para manter a elevada produtividade da cana-de-açúcar, muito tem 

sido investido no estabelecimento e condução da cultura destacando-se diversos aspectos 

como o Manejo Integrado de Pragas, principalmente pelo uso de novas alternativas de 

controle. Considerando o ciclo-de-vida e o hábito do inseto, o uso de nematoides 

entomopatogênicos (NEPs) dos gêneros Heterorhabditis e Steinernema, vêm se mostrando 

efetivos no controle de diversas espécies de curculionídeos que ocorrem nos EUA (SHAPIRO-

ILAN, et al., 2002).  

O primeiro estudo realizado no Brasil, avaliando nematoides contra 

adultos de S. levis, mostrou o potencial destes agentes para uso como uma alternativa no 

controle desse inseto (GOULART, et al., 2004). 

Uma das estratégias investigadas contra pragas de solo, principalmente 

na Europa, é o uso combinado de nematoides com fungos entomopatogênicos 

(BARBERCHECK; KAYA, 1990; BARBERCHECK; KAYA, 1991a; SHAPIRO-ILAN et al, 

2004; ANSARI et al., 2006; ANSARI et al., 2004), para controle desses coleópteros e outras 

pragas. Os resultados geralmente apresentam níveis satisfatórios de mortalidade. 

Uma das razões para o sucesso no uso destes agentes se deve a 

associação que possuem com bactérias simbiontes dos gêneros Xenorhabdus e Photorhabdus, 

armazenadas no intestino dos juvenis infectivos, os quais invadem o corpo do hospedeiro e 
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liberam estas bactérias, que causam a ando a morte rápida do inseto. O nematoide alimenta-se 

da bactéria e dos tecidos do inseto, reproduzindo-se por varias gerações. Em consequência da 

escassez de nutrientes, milhares de juvenis infectivos (JI) deixam o cadáver do inseto, em 

busca de novos hospedeiros (FERRAZ, 1998). 

Os fungos entomopatogênicos são patógenos de largo espectro e 

podem causar epizootias naturais em insetos. São capazes de infectar diferentes estágios de 

desenvolvimento dos hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo esta 

característica muito desejável e peculiar deste grupo. Alguns são virulentos e a maioria é 

altamente especializada na penetração via tegumento, o que os coloca em vantagem quando 

comparados com outros grupos de patógenos que só entram no inseto por via oral, penetrando 

através do mesêntero (ALVES, 1998). 

Não existem estudos sobre o uso combinado de fungos e nematoides 

contra larvas ou adultos de S. levis. Esse tipo de estratégia pode incrementar o controle da 

praga em campo, mas são necessários estudos em laboratório e seleções de isolados para 

alcançar o sucesso. 

O cultivo da cana-de-açúcar é um ambiente promissor para o uso 

combinado de nematoides e fungos, possuindo manejo de pragas com outros agentes de 

controle biológico, microclima adequado para aplicação, grandes áreas cultivadas e um 

histórico que dão arrimo ao comércio de agentes de controle biológico.  

 

3. OBJETIVOS 

Os objetivos do presente trabalho foram: 

 Selecionar isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana contra 

adultos de Sphenophorus levis; 

 Avaliar a produção de conídios dos melhores isolados da seleção de B. bassiana e 

M. anisopliae para S. levis; 

 Avaliar o uso combinado de B. bassiana e Steinernema brazilense contra larvas de 

S. levis em condições de laboratório; 
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 Avaliar o uso combinado de B. bassiana e M. anisopliae com S. brazilense contra 

adultos de S. levis em condições de laboratório 

 Avaliar a mortalidade de larvas de Galleria mellonella, expostas a amostras de 

solo de cana-de-açúcar aplicado com S. brazilense; B. bassiana; S. brazilense + B. 

bassiana; inseticida químico Regent Duo; e testemunha; 

 Avaliar o efeito da aplicação de B. bassiana; S. brazilense; B. bassiana + S. 

brazilense; e do o inseticida químico Regent Duo®, na infestação de larvas de S. 

levis na touceira de cana-de-açúcar naturalmente infestada. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção de isolados dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae 

para controle de adultos de Sphenophorus levis. 

4.1.1 Obtenção dos insetos adultos 

Os insetos adultos foram obtidos através de duas coletas em campo, 

realizadas na Usina Iracema, localizada no município de Iracemápolis, São Paulo, durante mês 

de março de 2012. Utilizou-se como alvo a fase adulta do inseto, devido à fácil obtenção pela 

coleta em campo. Foram feitas iscas com colmos de cana-de-açúcar cortados 

longitudinalmente, colocados com a face interna em contato com o solo e cobertos com 

folhagem. Após cinco dias, as iscas foram recolhidas e os insetos levados ao laboratório. 

Os adultos passaram por um período de quarentena, sendo mantidos 

em caixas de polipropileno, com volume de 5 Litros. Colmos de 10 cm de cana-de-açúcar 

foram oferecidos como dieta, sendo substituídos a cada sete dias. 

4.1.2 Fungos entomopatogênicos 

Os isolados dos fungos foram obtidos do Banco de Entomopatógenos 

“Oldemar Cardim Abreu”, mantido no Centro Experimental do Instituto Biológico, Campinas, 

São Paulo. Foram testados 15 isolados de Beauveria sp. e 15 isolados de Metarhizium sp. 

(respectivamente Tabela 1 e Tabela 2). 
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Tabela 1. Isolados de Beauveria sp. utilizados no experimento. 

Isolado Hospedeiro original Local de coleta 
IBCB 170 Solo Iracemápolis, SP 
IBCB 81 Solo Casvavel, PR 
IBCB 82 Cosmopolites sordidus Goiânia, GO 
IBCB 35 Cosmopolites sordidus Cruz das Almas, BA 
IBCB 241 Oryzophagus oryzae Pindamonhangaba, SP 
IBCB 246 Hypothenemus hampei Taubaté, SP 
IBCB 67 Hypothenemus hampei São José do Rio Pardo, SP 
IBCB 102 Solo Cosmópolis, SP 
IBCB 28 Cosmopolites sordidus Miracatu, SP 
IBCB 276 Solo Ribeirão Preto, SP 
IBCB 31 Nezara viridula Piracicaba, SP 
IBCB 18 Hypothenemus hampei Tapiratiba, SP 
IBCB 239 Hypothenemus hampei Campinas, SP 
IBCB 206 Solo Ribeirão Preto, SP 
IBCB 66 Hypothenemus hampei São José do Rio Pardo, SP 

 

Tabela 2. Isolados de Metarhizium sp. utilizados no experimento. 
Isolado Hospedeiro original Local de coleta 
IBCB 383 Mahanarva fimbriolata Araras, SP 
IBCB 410 Solo Iporanga, SP 
IBCB 350 Solo Valparaíso, SP 
IBCB 353 Mahanarva fimbriolata Valparaíso, SP 
IBCB 384 Mahanarva fimbriolata Sertãozinho, SP 
IBCB 364 Anthonomus grandis Araras, SP 
IBCB 177 Solo Cascavel, PR 
IBCB 425 Solo Iporanga, SP 
IBCB 418 Solo Iporanga, SP 
IBCB 59 cigarrinha de pastagem Alagoas, MG 
IBCB 156 Solo Cascavel, PR 
IBCB 333 Mahanarva fimbriolata Valparaíso, SP 
IBCB 351 Solo Guariba, SP 
IBCB 391 Mahanarva fimbriolata Tabapuã, SP 
IBCB 52 cigarrinha de pastagem Conquista, MG 
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Os isolados foram produzidos em placas com meio BDA (Batata-

dextrose-ágar) e revigorados em larvas de Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) 

(Linnaeus, 1758), e posteriormente reinoculados em placas com meio de cultura BDA, e 

incubados durante 20 dias em estufa tipo B.O.D. a 25 ± 1°C. Após 20 dias de cultivo, os 

conídios da superfície das colônias foram transferidos para tubos contendo solução de Tween 

80® 0,1% e a suspensão foi padronizada em 1,0 x 108 conídios/mL. Foram realizados testes de 

viabilidade de acordo com a metodologia de Francisco et al. (2006). Só foram utilizados para 

inoculação nos os testes quando a viabilidade dos conídios foi superior a 90%. 

 

4.1.3 Virulência de isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae 

para adultos de Sphenophorus levis 

Foram feitas suspensões dos fungos, com o volume de 50 mL, 

padronizadas a 1,0 x 108 conídios/mL. Grupos de 10 insetos foram imersos por 60 segundos 

na suspensão, em um béquer com capacidade de volume de 250 mL. Posteriormente, foram 

individualizados em placas de polipropileno (6,0 x 2,0 cm) e mantidos em jejum por 24 horas. 

Após esse período foi fornecido um tolete de cana-de-açúcar de 1,0 cm para cada inseto 

(Figura 2). Os toletes foram trocados a cada sete dias.  
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Figura 2: Seleção de fungos entomopatogênicos para adultos de 
Sphenophorus levis: A) Imersão do inseto em 50 mL da suspensão; 
B) Individualização dos insetos em placas de polipropileno; C) Após 
24h de jejum, oferecimento de tolete de cana-de-açúcar. 

 

A avaliação da mortalidade ocorreu sete e 14 dias após a aplicação do 

fungo, e os insetos mortos foram mantidos em câmara úmida, por um período adicional de 

mais 12 dias, para confirmar a mortalidade, caracterizada pela extrusão do patógeno. 

4.1.4 Delineamento experimental e análise estatística 

Os ensaios foram organizados segundo o delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) com grupos de 10 insetos por repetição e cinco repetições por tratamento. 

Os dados foram submetidos à análise de variância por meio do teste F e as médias foram 

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para execução das análises, foi utilizado 

o software SAS™ versão 9.0 (SAS INSTITUTE, 2000). 
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4.2 Produção de conídios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em 

meio sólido 

Os três melhores isolados selecionados para adultos de S. levis foram 

avaliados quanto à sua produção para utilização em campo, utilizando, como substrato, arroz 

parboilizado Tipo 1, segundo a metodologia utilizada por Leite et al. (2003). Foram feitas 

cinco repetições para cada isolado, sendo que cada repetição consistia de um saco com 300 g 

arroz.  

A avaliação foi realizada 12 dias após a inoculação dos conídios, 

retirando-se três amostras de 1 grama de cada saco. Cada amostra foi suspensa em solução de 

Tween 80® 0,1%, passando por 3 diluições seriadas de 1:9 mL. A contagem foi feita em 

microscópio, com auxílio de câmara de Neubauer. 

4.3 Uso combinado contra larvas de Sphenophorus levis. 

Avaliou-se, em condições de laboratório, o uso de fungo 

entomopatogênico em combinação com um nematoide entomopatogênico. Os tratamentos 

aplicados foram:  

1. B. bassiana a 1,0 x 108 conídios/mL; 

2. S. brazilense na concentração de 3,0 JI/cm2 (230 JI/inseto);  

3. B. bassiana + S. brazilense, nas mesmas concentrações acima; 

4. Testemunha (Tween 80® 0,1%). 

 

4.3.1 Obtenção de larvas de Sphenophorus levis 

Foram utilizadas larvas de 25 dias S. levis, provenientes de criação sob 

dieta artificial em laboratório, mantida no Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), no 

município de Piracicaba, SP. 
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4.3.2 Fungo entomopatogênico 

O fungo utilizado foi B. bassiana, isolado IBCB 170 de B. bassiana, 

selecionado anteriormente para adultos de S. levis. O isolado foi inoculado em placas de Petri 

contendo meio de cultura de batata-dextrose-ágar (BDA). Em seguida, as placas foram 

incubadas durante 15 dias em estufa tipo BOD a 25 ± 0,5°C, e após esse período foram 

preparadas suspensões fúngicas em solução de Tween 80® 0,1%, nas concentrações 1,0 x 108 

com/mL. Foram aplicados 5 mL de suspensão por repetição, pulverizando a superfície do solo 

com um total de 5x108 conídios. 

Foram realizados testes de viabilidade de acordo com a metodologia de 

Francisco et al. (2006).  

4.3.3 Nematoide entomopatogênico 

Foi utilizado o produto Bio Nep®, que consiste do nematoide S. 

brazilense isolado IBCB n6, produzido “in vitro” pelo processo da esponja segundo Bedding 

(1981), pela empresa Biocontrole, localizada em Indaiatuba, SP. A aplicação foi feita em 

suspensão aquosa com o auxílio de pulverizador manual, aplicando 5 mL por repetição, o 

equivalente a 230 JI/inseto. A pulverização foi realizada manualmente, a 10 cm da superfície 

do solo, atingindo toda a área superficial. 

4.3.4 Instalação e avaliação do experimento 

A suspensão contendo a mistura de S. brazilense + B. bassiana foi 

preparada e homogeneizada 5 minutos antes da aplicação, realizada com auxílio de 

pulverizador manual, da mesma metodologia e volume de aplicação que os outros tratamentos.  

Toletes de cana-de-açúcar, com comprimento de aproximadamente 8,0 

cm e com 4,0 cm de diâmetro, foram artificialmente infestados com larvas de 25 dias de idade. 

Com o auxílio de furadeira elétrica, foram feitas perfurações de 1,5 cm de profundidade, 

inserindo uma larva por tolete e fechando o orifício com areia fina umedecida a 10%. Em cada 

pote de 1000 mL de volume e 154 cm2 de área, dois toletes infestados foram semienterrados 

verticalmente a uma profundidade de 5 cm em solo arenoso umedecido a 10% (Figura 3). 
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Cada repetição consistiu em cinco potes plásticos, cada um contendo dois toletes de cana-de-

açúcar infestados com o inseto. 

 
Figura 3. Etapas da infestação artificial de toletes de cana-de-açúcar com larvas 
de Sphenophorus levis. A) Toletes de cana cortados a 8,0 cm; B) Perfuração com 
auxílio de furadeira elétrica; C) Infestação com uma larva de S. levis por colmo 
de cana-de-açúcar; D) Toletes semienterrados em potes plásticos contendo 800 g 
de areia fina umedecida a 10%. 

 

A mortalidade foi avaliada sete dias após a aplicação pela abertura dos 

toletes e localização das larvas nas galerias. Para a confirmação da mortalidade, as larvas 

mortas foram transferidas para câmaras úmidas, que consistem em placas de Petri contendo 

algodão umedecido e mantidas à temperatura de 25±1°C, fotofase de 12h, durante 7 dias.  
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4.3.5 Delineamento experimental e análise estatística  

Os ensaios foram organizados segundo o delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) com grupos de 10 insetos por repetição e cinco repetições por tratamento. 

Os dados foram submetidos à análise de variância por meio do teste F e as médias foram 

comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para execução das análises, foi utilizado 

o software SAS™ versão 9.0 (SAS INSTITUTE, 2000). 

Determinou-se o tipo de interação (sinérgico, aditivo ou antagônico) 

entre nematoide e fungo entomopatogênico utilizando um procedimento originalmente 

descrito por Finney (1964) e modificado por McVay et al. (1977). A mortalidade proporcional 

esperada ME para a combinação nematoide + fungo foi calculada por ME = MNema + MFungo (1 

– MNema), onde MNema e MFungo são, respectivamente,  as mortalidades proporcionais 

observadas causadas pelo nematoide e pelo fungo aplicados isoladamente. O resultado obtido 

foi calculado em um teste de χ2 obtido por χ2 = (MNemaFungo – ME)2/ME, onde MNemaFungo é a 

mortalidade observada no tratamento de combinação nematoide + fungo. O resultado foi 

comparado ao valor da tabela do χ2 para 1 grau de liberdade e 95% de confiança. Se o valor de 

χ2 é inferior ao da tabela, a interação é considerada como aditiva; se o valor supera o da tabela, 

a relação é significativa (antagonista ou sinérgica). Se a diferença MNemaFungo – ME = D possuir 

um valor positivo, a interação é sinérgica, e se D possuir um valor negativo, a interação é 

considerada antagonista. 

4.4 Uso combinado contra adultos de Sphenophorus levis 

Avaliou-se em laboratório o uso combinado de fungos e nematoides 

entomopatogênicos contra adultos do bicudo-da-cana-de-açúcar. Os tratamentos foram: 

 

1. B. bassiana 1x108 con./mL 

2. M. anisopliae 1,108 con./mL 

3. S. brazilense 15 JI/inseto 

4. S. brasilense + B. bassiana, nas mesmas concentrações acima 

5. S. brazilense + M. anisopliae, nas mesmas concentrações acima 

6. Testemunha (Tween 80® 0,1%) 
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4.4.1 Obtenção dos insetos adultos 

Os insetos foram obtidos através de uma coleta em campo, realizadas 

na Usina Maluf, no município de Santo Antônio de Posse, São Paulo, durante mês de maio de 

2012. Foram feitas iscas com colmos de cana-de-açúcar cortados transversalmente, colocados 

com a face interna em contato com o solo e cobertos com folhagem. Após cinco dias as iscas 

foram recolhidas e os adultos levados ao laboratório. 

Os adultos passaram por um período de quarentena, sendo mantidos 

em caixas de polipropileno de 5 Litros de volume. Colmos de 10 cm de cana-de-açúcar foram 

oferecidos como dieta, sendo substituídos a cada sete dias. 

4.4.2 Fungos entomopatogênicos 

Os isolados utilizados foram o IBCB 383 de M. anisopliae, e o IBCB 

170 de B. bassiana, selecionados anteriormente para adultos de S. levis. 

Estes foram revigorados utilizando-se adultos de S. levis, e 

posteriormente inoculados em placas contendo meio de cultura BDA (Batata-dextrose-ágar), e 

incubados durante 20 dias em estufa tipo B.O.D. a 25 ± 1°C. Após este período foram 

preparadas suspensões fúngicas em solução de Tween 80 0,1%, padronizadas em 1,0 x 108 

conídios/mL. A aplicação foi feita em suspensão aquosa com o auxílio de torre de Potter, 

regulada a 15 lb/pol2. Foram realizados testes de viabilidade de acordo com a metodologia de 

FRANCISCO et al. (2006).  

4.4.3 Nematoide entomopatogênico 

O nematoide S. brazilense isolado IBCB n6 foi produzido “in vitro” 

pelo processo da esponja segundo Bedding (1981), pela empresa Biocontrole, localizada em 

Indaiatuba, SP. A concentração utilizada foi de 1x108 JI/ha, ou 1 JI/cm2 e a aplicação foi feita 

em suspensão aquosa com o auxílio de torre de Potter, regulada a 15 lb/pol2. 
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4.4.4 Instalação e avaliação do experimento 

Cinco adultos de S. levis foram colocados por pote plástico, contendo 

300 g de areia tipo fina lavada, umedecido a 10%. Os adultos foram colocados 24 horas antes 

da aplicação para aclimatação.  

A aplicação dos nematoides e dos fungos entomopatogênicos foi feita 

em suspensão de Tween 80® 0,1%, aplicando-se em cada pote 5,0 ml de suspensão sobre o 

solo. A suspensão contendo a mistura de nematoide + fungo entomopatogênico foi preparada 5 

minutos antes da aplicação, sendo homogeneizada e aplicada através de torre de Potter, com 

15 lb/pol2 de pressão, da mesma maneira que os outros tratamentos. 

A avaliação da mortalidade foi realizada 14 dias após a aplicação dos 

entomopatógenos. Os insetos mortos foram mantidos em placas contendo papel filtro 

umedecidos, para confirmação da mortalidade por fungos ou nematoides. Foi considerada 

mortalidade confirmada por fungos quando houve extrusão do patógeno, e por nematoides 

quando se observou a saída de juvenis infectivos pelo cadáver do inseto. 

4.4.5 Delineamento experimental e análise estatística 

Os ensaios foram organizados segundo o delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) com grupos de cinco insetos por repetição e cinco repetições por 

tratamento. Os experimentos foram feitos duas vezes. Os dados foram submetidos à análise de 

variância por meio do teste F e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. Para execução das análises, foi utilizado o software SAS™ versão 9.0 (SAS 

Institute, 2000). 

Determinou-se o tipo de interação (sinérgico, aditivo ou antagônico) 

entre os nematoides e fungos entomopatogênicos utilizando um procedimento originalmente 

descrito por FINNEY (1964) e modificado por MCVAY et al. (1977).  
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4.5 Experimentos de campo 

Os experimentos de campo foram realizados na Usina São Luiz, no 

município de Ourinhos, SP. A área possuía cana-de-açúcar de quarto corte, e é infestada 

naturalmente por S. levis (Figura 4). Dois talhões foram utilizados nos experimentos, com área 

total de 16200 m2 para cada experimento. Os ensaios foram instalados no mês de dezembro de 

2013 e a colheita foi realizada no mês de outubro de 2014. 

 
Figura 4. Área do experimento. Latitude 22°53’32’’; 
Longitude 49°42’17”; altitude 454, 04 m. 

 

Os tratamentos aplicados foram: 

1) B. bassiana 10 Kg/ha 

2) S. brazilense 108 JI/ha 

3) B. bassiana 10 kg/ha + S. brazilense 108 JI/ha  

4) Inseticida químico Regent Duo® 

5) Testemunha 

O fungo utilizado foi Beauveria bassiana isolado IBCB 170, 

proveniente do Banco de Entomopatógenos “Oldemar Cardim Abreu”, mantido no Centro 

Experimental do Instituto Biológico, localizado no município de Campinas, SP. O fungo foi 
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revigorado em adultos de S. levis e posteriormente produzido em arroz, de acordo com a 

metodologia utilizada por Leite et al. (2003). 

Foi utilizado o produto Bio NEP®, a base do nematoide S. brazilense 

isolado IBCB n6, produzido pela empresa Bio Controle, através do método de Bedding 

(1982), que consiste da produção em esponja embebida com meio de cultura à base de 

proteína animal.  

Foram utilizados 10 Kg de fungo por hectare, na concentração de 1,0 x 

109 con./g de arroz. Os nematoides foram aplicados na concentração de 1,0 x 108/ha. 

Para aplicação dos agentes foi usado trator com disco abrindo um 

sulco de 10 cm de profundidade na linha de plantio e aplicação simultânea, inoculando os 

produtos no subsolo (Figura 5). Foi utilizado um volume de calda de 50 Litros para cada 

tratamento. A instalação do primeiro experimento foi realizada dia 04/12/13 e a do segundo 

experimento no dia 11/12/13. O croqui experimental utilizado está detalhado na Figura 6. 

 

 
Figura 5: Detalhe do disco e do bico aplicador. 
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Figura 6. Croqui experimental  
 

4.5.1 Avaliação da presença de nematoides e fungos nativos 

Foi realizada uma pré-avaliação para verificar a presença de fungos e 

nematoides nativos da área do experimento. Foram retiradas amostras de 4 Kg de solo de cada 

parcela, posteriormente levadas ao laboratório. Em cada amostra foi adicionado 200 mL de 

água, e inseridos dois envelopes metálicos, contendo em cada um 5 larvas de G. mellonella. 

Após 5 dias os envelopes foram retirados e a mortalidade das larvas foi avaliada.  

4.5.2 Avaliações de mortalidade de larvas de Galleria mellonella em amostras 

de solo 

 
Foram coletadas duas amostras de 4 Kg de solo por parcela. Cada 

amostra consistiu de duas sub-amostras de 2 kg cada, retiradas de dois pontos diferentes 

dentro da parcela. Ao todo, foram feitas 12 amostras de solo por tratamento. As amostras para 

avaliação foram coletadas em dois tempos: uma semana e um mês após a aplicação do 

experimento, nos dois experimentos de campo. 
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Foram adicionados 200 mL de água a cada amostra, e inseridos dois 

envelopes metálicos contendo 5 larvas de G. mellonella Após cinco dias da inserção das 

armadilhas, estas foram retiradas, sendo a mortalidade das larvas avaliada. 

No laboratório, cada uma das amostras foi umedecida com 200 mL de 

água e foram inseridas duas armadilhas metálicas por amostra, contendo cinco larvas de G. 

mellonella. Após cinco dias, as armadilhas foram retiradas e foi verificada a mortalidade, 

separando as larvas por coloração para detectar a presença de Heterorhabditis sp. ou 

Steinernema sp.  As larvas mortas foram transferidas para armadilha de White e após sete dias 

os juvenis infectivos coletados foram submetidos ao processo de cross-breeding, onde foi 

comprovada a mortalidade pelo nematoide que foi aplicado. Todo o ensaio foi repetido por 

duas vezes.  

As larvas que não sofreram mortalidade por nematoides, após os 

primeiros cinco dias, foram acondicionadas em placas de Petri com algodão umedecido, e 

mantido por mais 10 dias em estufa tipo B.O.D. a 25 ± 1°C, para verificar se ocorreria 

mortalidade pelo fungo entomopatogênico B. bassiana. 

Foram realizados dois experimentos com cinco tratamentos e seis 

repetições cada, sob o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). As parcelas possuíam 

540 m2 (18 x 30 m2), uma área de 32400 m2 por tratamento. Cada experimento possuiu uma 

área total de 16200 m2. 

Após as avaliações, foi realizada a média da mortalidade das larvas de 

ambos os experimentos. Sendo assim, os dados finais consistindo de 5 tratamentos e 6 

repetições, foram dispostos em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os dados 

foram submetidos à análise de variância por meio do teste F e as médias foram comparadas 

pelo teste Duncan a 1% de probabilidade. Para execução das análises, foi utilizado o software 

SAS™ versão 9.0 (SAS INSTITUTE, 2000). 

Determinou-se o tipo de interação (sinérgico, aditivo ou antagonista) 

entre os nematoides e fungos entomopatogênicos utilizando um procedimento originalmente 

descrito por Finney (1964) e modificado por McVay et al. (1977).  
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4.5.3 Avaliação da infestação de larvas de Sphenophorus levis no rizoma da 

cana-de-açúcar 

Foi realizada avaliação da infestação do rizoma (ou touceira) da cana-

de-açúcar da área do experimento, naturalmente infestadas com larvas de S. levis. As 

avaliações foram realizadas antes da aplicação (03/12/2013) e 12 meses após a aplicação dos 

agentes (02/12/2014). As touceiras das plantas foram retiradas pela abertura de trincheiras (0,5 

m de comprimento x 1,0 m de largura x com 0,5 m de profundidade). Após a retirada da 

touceira, estas foram abertas e examinadas para realizar a busca por larvas de S. levis. Foram 

retiradas as touceiras de quatro plantas, escolhidas ao acaso, de cada parcela do experimento. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Seleção de isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae para 

controle de adultos de Sphenophorus levis 

 

5.1.1 Seleção de isolados de Beauveria bassiana 

Todos os isolados foram patogênicos contra adultos do bicudo-da-

cana-de-açúcar. As mortalidades observadas variaram de 80 a 38%, apresentando diferenças 

estatísticas entre si, enquanto a testemunha apresentou mortalidade de 4%. O mais alto valor 

de mortalidade foi atingido com o isolado IBCB 170, seguido pelos resultados obtidos com os 

isolados IBCB 81 e IBCB 82. Todos os isolados diferiram estatisticamente da testemunha, 

com exceção de IBCB 206 e IBCB 66 (Tabela 3). 
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Tabela 3. Seleção de isolados de Beauveria bassiana para controle de adultos de 

Sphenophorus levis. 

Isolado Mortalidade 
confirmada (%) + E.P. 

Hospedeiro original Local de coleta 

IBCB 170 80,00 ± 0,00 a Solo Iracemápolis, SP 
IBCB 81 64,00 ± 9,27 ab Solo Casvavel, PR 
IBCB 82 64,00 ± 10,29 ab Cosmopolites sordidus Goiânia, GO 
IBCB 35 60,00 ± 5,47 ab Cosmopolites sordidus Cruz das Almas, BA 
IBCB 241 58,00 ± 5,83 ab Oryzophagus oryzae Pindamonhangaba, SP 
IBCB 246 56,00 ± 7,48 ab Hypothenemus hampei Taubaté, SP 
IBCB 67 52,00 4,89 ab Hypothenemus hampei São José do Rio Pardo, SP 
IBCB 102 50,00 ± 10,48 ab Solo Cosmópolis, SP 
IBCB 28 48,00 ± 8,00 ab Cosmopolites sordidus Miracatu, SP 
IBCB 276 48,00 ± 7,34 ab Solo Ribeirão Preto, SP 
IBCB 31 48,00 ± 10,67 ab Nezara viridula Piracicaba, SP 
IBCB 18 46,00 ± 8,12 ab Hypothenemus hampei Tapiratiba, SP 
IBCB 239 46,00 ± 9,27 ab Hypothenemus hampei Campinas, SP 
IBCB 206 38,00 ± 8,60 bc Solo Ribeirão Preto, SP 
IBCB 66 38,00 ± 3,74 bc Hypothenemus hampei São José do Rio Pardo, SP 
Testemunha 4,00 ± 4,00 c ̶   

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
E.P.: Erro padrão;  

Não existem muitos trabalhos na literatura selecionando fungos 

entomopatogênicos para o bicudo-da-cana-de-açúcar, mas existem trabalhos utilizando 

isolados fúngicos contra insetos da família Dryophthoridae.  

Não foi encontrada relação da mortalidade aferida com o hospedeiro 

original, semelhante ao que foi observado por Almeida et al. (2009), selecionando isolados de 

B. bassiana para Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: Dryophthoridae). O 

mesmo fato também foi relatado por Batista Filho et al. (1989), também selecionando isolados 

de B. bassiana para controle de  C. sordidus. 

Em um dos poucos trabalhos publicados sobre patogenicidade de 

fungos entomopatogênicos contra S. levis, Badilla; Alves (1991) avaliaram em condições de 

laboratório (T: 26 ± 0,5ºC, UR: 70% e fotofase de 12 horas) a mortalidade, o tempo letal e o 

número de conídios por adultos provenientes de campo, quando inoculados com diferentes 

isolados do fungo B. bassiana. O isolado 447, procedente de Cuiabá-MS, com hospedeiro 
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original Solenopsis invicta Buren (Hymenoptera: Formicidae), teve maiores percentuais de 

eficiência em todos os parâmetros avaliados. Já em condições de campo, utilizando toletes de 

cana (25 cm de comprimento) impregnados com o fungo, na concentração de 4,9 x 1011 

conídios por tolete, ocasionou 92,3% de mortalidade. Apesar de apresentar eficiência, a grande 

demanda de mão-de-obra torna esse método não aplicável a grandes áreas de plantio.  

Os resultados obtidos neste experimento com o isolado IBCB 66 

(38%) se assemelham aos obtidos em experimentos contra C. sordidus (BATISTA FILHO et 

al., 1991; BATISTA FILHO et al., 1995, BATISTA FILHO et al., 1996), apresentando valores 

médios de 40% de mortalidade confirmada. Resultados superiores foram obtidos por Jordão et 

al. (1999), em experimentos de seleção de isolados de B. bassiana contra C, sordidus, o 

isolado em questão causou 45% de mortalidade da broca. 

Nussenbaum; Lecuona (2012) selecionaram alguns isolados de B. 

bassiana contra o bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (Coleoptera: 

Curculionidae). Não houve patogenicidade da maior parte dos isolados avaliados, mas com o 

isolado Bb 301, isolado originalmente de Dyscinetus hidrophilides (Coleoptera: Scarabaeide), 

o autor obteve 92% de mortalidade. Diferentemente do atual experimento, foi observado maior 

virulência com os isolados de M. anisopliae. 

A variabilidade dos isolados utilizados neste trabalho foi grande, 

promovendo mortalidades que variaram de 38 a 80%, o que ratifica a necessidade de uma 

seleção de isolados apropriada de isolados previamente aos testes de campo. Essa variação na 

virulência também foi observada em trabalhos de Domingues da Silva (2001), que selecionou 

12 isolados de B. bassiana de diferentes origens para controle de A. grandis, obtendo valores 

de mortalidade que variaram entre 15% a 83%. A diferença de mortalidade dos adultos 

causada pelo entomopatógeno é observada com frequência em ensaios de seleção, podendo 

estar associada com a variabilidade genética existente na espécie B. bassiana, com a baixa 

virulência do isolado e com a especificidade e tolerância ao hospedeiro (ALVES, 1998). 

O isolado IBCB 170 foi o mais virulento contra adultos de S. levis, 

diferindo estatisticamente dos demais, sendo o mais indicado para utilização em campo.  
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6.1.2 Seleção de isolados de Metarhizium anisopliae 

Dentre os quinze isolados de M. anisopliae avaliados, todos foram 

patogênicos para adultos de S. levis. Os valores de mortalidade oscilaram de 36 a 72% (Tabela 

4). A maior mortalidade foi causada pelo isolado IBCB 383, proveniente de Araras, São Paulo, 

originalmente encontrado parasitando a cigarrinha-das-raízes da cana-de-açúcar, Mahanarva 

fimbriolata. 

Tabela 4. Seleção de isolados de Metarhizium anisopliae para controle de adultos de 
Sphenophorus levis. 

Isolado Mortalidade 
confirmada (%) + E.P. Hospedeiro original Local de coleta 

IBCB 383 72,00 ± 8,60 a Mahanarva fimbriolata Araras, SP 
IBCB 410 68,00  ± 9,69 a Solo Iporanga, SP 
IBCB 350 68,00  ± 5,83 a Solo Valparaíso, SP 
IBCB 353 68,00 ± 6,63 a Mahanarva fimbriolata Valparaíso, SP 
IBCB 384 68,00 ± 7,35 a Mahanarva fimbriolata Sertãozinho, SP 
IBCB 364 66,00 ± 9,80 a Anthonomus grandis Araras, SP 
IBCB 177 66,00 ± 5,09 a Solo Cascavel, PR 
IBCB 425 54,00 ± 9,27 a Solo Iporanga, SP 
IBCB 418 52,00 ± 8,60 a Solo Iporanga, SP 
IBCB 59 50,00 ± 4,47 a cigarrinha de pastagem Alagoas, MG 
IBCB 156 46,00 ± 8,12 ab Solo Cascavel, PR 
IBCB 333 42,00 ± 7,35 ab Mahanarva fimbriolata Valparaíso, SP 
IBCB 351 36,00 ± 2,44 ab Solo Guariba, SP 
IBCB 391 36,00 ± 4,00 ab Mahanarva fimbriolata Tabapuã, SP 
IBCB 52 36,00 ± 15,36 ab cigarrinha de pastagem Conquista, MG 
Testemunha 9,20 ± 3,14 b -   

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
E.P.: Erro padrão;  

Semelhante ao observado na seleção de isolados de B. bassiana, o 

melhor isolado encontrado não foi aquele originalmente isolado de um hospedeiro da mesma 

família de S. levis. O mesmo fato foi observado por Fernandes et al. (2011), quando não 

encontrou diferenças estatísticas na mortalidade de Riphicephalus (Boophilus) microplus 

(Acari: Ixodidae) entre isolados originados do mesmo hospedeiro e de outras ordens de 

artrópodes. A gama de hospedeiros que um isolado pode infectar com sucesso é determinada 
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por fatores temporais e espaciais, bem como por interações fisiológicas (CASTRILLO et al., 

2005). 

Contra o bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, os autores Nussenbaum; 

Lecuona (2012) avaliaram a patogenicidade de 28 isolados de M. anisopliae, imergindo 

adultos durante 15 segundos em uma suspensão de conídios padronizados a 5,0 x 108 con./mL. 

Assim como no presente trabalho, os autores observaram patogenicidade de todos os isolados 

testados contra o curculionídeo. As mortalidades variaram de 32 a 100%, sendo que 46% dos 

isolados causaram mortalidades maiores que 90%. Os resultados foram superiores ao dos 

obtidos no presente estudo, entretanto isso pode ser devido às diferentes metodologias, pois os 

autores utilizaram uma concentração de conídios cinco vezes maior (5x108/ml), e um período 

de avaliação mais longo (20 dias). 

Na busca por um isolado de M. anisopliae para controle do gorgulho-

da-ameixa, Conotrachelus nenuphar (Herbst, 1797) (Coleoptera: Curculionidae), Alston et al., 

(2005) avaliaram 13 isolados do fungo contra larvas do inseto. Sete dias após a aplicação, os 

isolados ARSEF 23, ARSEF 1187 e ARSEF 2575 destacaram-se, promovendo mortalidades 

confirmadas superiores a 80%. Os autores ainda avaliaram a aderência de conídios à cutícula 

da larva, mas não encontraram correlações entre a virulência e a alta capacidade de aderência 

dos conídios à cutícula. Os valores de mortalidade observados pelo autor são semelhantes aos 

encontrados no presente trabalho, valendo ressaltar que apesar de utilizarmos uma 

concentração maior de conídios, o alvo da seleção de isolados para S. levis é o inseto adulto, 

mais resistente à infecção. 

Em ensaio semelhante, Fanti; Alves (2013) selecionaram isolados de 

M. anisopliae para o controle de adultos da broca-da-erva-mate, Hedypathes betulinus (Klug, 

1825) (Coleoptera: Cerambycidae), imergindo adultos em uma suspensão padronizada a 1,0 x 

108 con./mL. Os isolados IBCB 383, IBCB 410 e IBCB 352 de M anisopliae provocaram 

mortalidades confirmadas de 43, 70 e 93%, enquanto no presente experimento, estes mesmos 

isolados promoveram mortalidades de 72, 68, 68% de adultos de S. levis, respectivamente. 

Esta variação da patogenicidade é observada com certa frequência em bioensaios de seleção, 
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podendo estar associada a fatores como baixa virulência do isolado, especificidade e tolerância 

do hospedeiro (Alves, 1998). 

O isolado IBCB 383 de M. anisopliae foi selecionado como mais 

virulento contra adultos de S. levis. 

5.2 Produção conídios de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em meio 

sólido 

 

Os isolados fúngicos selecionados para adultos de S. levis foram 

avaliados na produção em arroz parboilizado, a fim de obter no término do processo um 

isolado que obtenha eficiência contra a praga, como também facilidade na produção em maior 

escala. 

5.2.1 Produção de Beauveria bassiana 

Os testes de produção em arroz, avaliando a produção dos três 

melhores isolados de cada espécie fúngica mostraram diferenças significativas somente para 

os isolados de B. bassiana (Tabela 5). O melhor desempenho foi observado com o isolado 

IBCB 170, produzindo 200,95 x 109 (2,0 x 1011) conídios/grama de arroz parboilizado. Esse 

isolado também promoveu a maior mortalidade confirmada de adultos de S. levis. 

Tabela 5. Produção de conídios, por grama de arroz parboilizado, de isolados de 
Beauveria bassiana selecionados para adultos de Sphenophorus levis, cultivados a 
25±1°C, com ausência de fotofase. 
Isolado  Conídios/g de arroz x 109 +E.P. Germinação (%) 
IBCB 81 3,86 ± 1,38 b 94,26 ± 0,64 a 
IBCB 82 7,42 ± 0,45 b 96,57 ± 087 a 
IBCB 170 200,95 ± 77, 76 a 96,26 ± 0,72 a 
Teste F 274,84** 2,79NS 
C.V. (%) 16,66 1,35 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. E.P.: Erro padrão; **Significativo a 1% de probabilidade; NS não significativo; 
C.V. (%): coeficiente de variação. 
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A conidiogênese promovida pelo isolado (IBCB 170) foi 

significativamente maior que os outros dois isolados testados, e mostra resultados superiores 

aos encontrados na literatura. A produção obtida pelo isolado UNIOESTE 04 foi de 8,3 x 108 

con./g de arroz (ROHDE et al., 2006), os autores observaram ainda que apesar do crescimento 

micelial, houve baixa produção de conídios. Este fato não foi observado no presente 

experimento com nenhum dos isolados testados. 

A produção de conídios dos isolados IBCB 81 e 82 (3,86 e 7,42 x 109 

con./g, respectivamente) de arroz são semelhantes aos encontrados na literatura. Zappelini et 

al. (2005) obtiveram esporulação de 5,0 x 109 conídios com o isolado IBCB 66 de B. bassiana, 

utilizando o método bifásico de produção. Com o mesmo isolado, o autor alterou o método de 

produção com a adição de glicerina e extrato de levedura ao substrato, obtendo uma produção 

de 3,03 x 109 con./g de arroz (ZAPPELINI et al., 2006). 

O teste de produção feito por Neves; Alves (2000) também mostra 

resultados inferiores na conidiogênese. Os isolados 447 e 760 de B. bassiana resultaram em 

uma produção de respectivos 2,66 x 109 e 0,12 x 109 con./g de arroz. Os autores, entretanto, 

não avaliaram a viabilidade dos conídios. 

Almeida et al. (2009) selecionando isolados de B. bassiana para o 

controle de C. sordidus, obtiveram resultados de produção inferiores aos obtidos no presente 

trabalho com o isolado IBCB 170, no entanto os resultados obtidos nos testes de viabilidade de 

conídios foram semelhantes. A produção dos isolados obtidos pelos autores com IBCB 74, 

IBCB 87 e IBCB 146 de B. bassiana foram 1,27; 1,19; e 1,29 x 1010 con./g de arroz, com 

viabilidades de 95,4; 93,6; e 93,0% respectivamente. 

 

5.2.2 Produção de Metarhizium anisopliae 

Nos resultados de produção de conídios e viabilidade dos isolados 

de M. anisopliae não foram observadas diferenças estatísticas entre os tratamentos (Tabela 

6). O isolado IBCB 383 apresentou boa produção, e conferiu maior mortalidade aos adultos 

de S. levis nos ensaios de seleção, sendo assim selecionado para  os ensaios de uso 
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combinado contra adultos em laboratório. A germinação dos conídios se manteve acima de 

95% com os três isolados avaliados. 

Tabela 6. Produção de conídios, por grama de arroz parboilizado, de isolados de 
Beauveria bassiana selecionados para adultos de Sphenophorus levis cultivados a 
25±1°C, com ausência de fotofase. 
Isolado Conídios/g de arroz x 108 + E.P.) Germinação (%) 
IBCB 383 11,25 ± 1,47 a 97,67 ± 1,45 a 
IBCB 350 11,67 ± 0,67 a 96,20 ± 1,61 a 
IBCB 410 9,50 ± 2,13 a 96,00 ± 1,76 a 
Teste F 0,56NS 0,32NS 
C.V. (%) 34,96 2,88 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo Teste de Tukey a % de probabilidade. 
E.P.: Erro padrão; NSNão significativo; C.V. (%): coeficiente de variação. 

 

Em experimento semelhante e utilizando um mesmo isolado do 

presente trabalho, LOUREIRO et al. (2005) avaliou a produção de conídios de M. 

anisopliae. Embora a germinação de conídios tenha sido inferior, variando de 0,86 x 108 

con./g de arroz com o isolado IBCB 482, até 2,22 x 108 con./g de arroz com o isolado IBCB 

410, a germinação de conídios obtidas pela autora também foram superiores a 95%, com 

exceção do isolado IBCB 482, com 80,33% de conídios viáveis. 

Resultados superiores na conidiogênese foram verificados por 

Neves; Alves (2000), que obtiveram produções de 3,37 x 109; 1,53 x 109; e de 1,04 x 109 

con./g de arroz com os isolados ESALQ 1037, E9 e ESALQ 1097 de M. anisopliae. 

A produção de conídios verificada por SENE et al. (2010) em arroz 

polido (meio padrão) e arroz vermelho foram semelhantes as observadas neste experimento, 

com produções de 9,59 x 108 e 6,92 x 108 con./g, respectivamente, porém, a viabilidade 

média observada foi de 84,46% para o substrato arroz polido. Os autores avaliarama  

gemrinação de conídios 12 horas após a inoculação, enquanto no presente experimento o 

período foi de 15 horas após a inoculação. 
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Existem relatos de produções inferiores, como descritas por TAKADA 

(2002), que utilizando a mesma técnica de produção do presente trabalho, obteve rendimento 

de 2,40 x 108; 2,32 x 108; 2,25 x 108; e 7,0 x 106 con./g de arroz, para os isolados IBCB 104, 

IBCB 233, IBCB 103 e E9, respectivamente. 

Algumas diferenças encontradas na produção de conídios de B. 

bassiana e M. anisopliae devem-se a pequenas alterações das condições ambientais, e 

também à heterogeneidade entre os processos industriais, variedades de arroz, entre outros 

fatores (ALVES, 1998). Contudo, a produção dos isolados avaliados apresenta resultados 

positivos, mostrando-se potenciais para produção em maior escala para utilização em 

campo. 

5.3 Uso combinado de fungos entomopatogênicos com o nematoide Steinernema 

brazilense contra larvas de Sphenophorus levis 

O tratamento com B. bassiana promoveu mortalidade confirmada de 

3,33% de larvas, enquanto que com o nematoide as mortalidades se elevaram para 60%. O 

melhor resultado foi obtido pelo uso combinado do fungo B. bassiana com o nematoide S. 

brazilense, que mostrou 80% de mortalidade, diferindo estatisticamente da testemunha e do 

fungo aplicado isoladamente (Figura 7).  

As larvas de S. levis mostraram alta susceptibilidade ao tratamento 

com S. brazilense e com seu uso combinado com B. bassiana. Foi observada uma interação 

aditiva entre S. brazilense e B. bassiana (Tabela 7). As mortalidades observadas no tratamento 

de uso combinado foram exclusivamente causadas por nematoides.  O nematoide também 

demonstrou capacidade de penetrar no colmo de cana-de-açúcar e promover a mortalidade da 

larva dentro da galeria, feita por ela mesma para alimentação e subsequente pupação (Figura 

8). 
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Figura 7. Mortalidade de larvas de Sphenophorus levis submetidas a aplicação do 
nematoide entomopatogênico Steinernema brazilense IBCB n6 (230 JI/inseto) e do fungo 
entomopatogênico Beauveria bassiana IBCB 170 (1x108 con./mL), em tratamentos 
isolados e de combinação dos agentes. 

 

Tabela 7. Mortalidade de larvas de Sphenophorus levis após tratamento com Beauveria 
bassiana e Steinernema brazilense, aplicados isoladamente e em combinação; mantidos a 
25±1°C, fotofase de 12h. 

  Mortalidade  Mortalidade     
Tratamento observada (%)1 esperada (%)2 χ2 Interações3 
Testemunha 3,33 b - - - 
Beauveria bassiana 3,33 b - - - 
Steinernema brazilense 60,00 a - - - 
B. bassiana + S. brazilense 80,00 a 73,20 0,63 Aditivo 

1Médias de mortalidade seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 2Mortalidade esperada ME = MNema + MFungo (1 – MNema), onde MNema e MFungo são, respectivamente,  as 
mortalidades proporcionais observadas causadas pelo nematoide e pelo fungo aplicados isoladamente.  
3Interações baseadas na relação de χ2 de mortalidade esperada : observada. 
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Figura 8. A) Larva do tratamento controle, saudável; B) Larva tratada 
com uso combinado de S. brazilense com B. bassiana isolado IBCB 170, 
apresentando mortalidade causada pelo nematoide. 

 

A capacidade do nematoide localizar o hospedeiro no interior do 

colmo de cana-de-açúcar também foi relatada por Tavares et al. (2007). Os autores 

observaram a habilidade dos nematoides Steinernema sp. e Heterorhabditis indica localizar o 

hospedeiro, locomovendo-se inicialmente pelo solo até encontrar o orifício no rizoma e, 

posteriormente, entrar na galeria até localizar o hospedeiro. Essa habilidade também foi 

verificada por Cabanillas (2003) verificando a virulência do nematoide S. riobrave contra 

larvas de A. grandis, onde o entomopatógeno demonstrou grande habilidade para localizar e 

matar o inseto dentro do capulho. 

No presente trabalho a mortalidade de larvas de S. levis foi 

semelhantes aos encontrados por Tavares et al, (2007), com os nematoides entomopatogênicos 

H. indica isolado IBCB n5 e Steinernema sp. isolado IBCB n6 contra larvas de S. levis, em 

laboratório e casa de vegetação.  Avaliaram-se as dosagens de 2,4; 12; e 60 juvenis infectivos 

por cm2. H. indica proporcionou mortalidades de 26, 63 e 95% em laboratório e 42, 65 e 85% 

em casa de vegetação, nas respectivas dosagens. Com Steinernema sp., as mortalidades foram 

de 32, 47 e 42% em laboratório e 69, 73 e 73% em casa-de-vegetação, respectivamente. As 

mortalidades com Steinernema sp. IBCB n6 se assemelham aos resultados do atual 

experimento, onde foi utilizada a dose de 15 JI/cm2, promovendo 60% de mortalidade de 

larvas de S. levis. 
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O uso combinado do fungo com o nematoide no atual trabalho 

proporcionou um incremento de 60% para 80% na mortalidade das larvas, mostrando uma 

interação positiva entre o isolado IBCB 170 de B. bassiana e o nematoide entomopatogênico 

S. brazilense. O aumento na mortalidade e a diminuição dos tempos letais nos hospedeiros são 

comumente relatados em trabalhos de uso combinado de fungos e nematoides 

entomopatogênicos (BARBERCHECK; KAYA, 1990; ACEVEDO et al., 2007; ANSARI et 

al., 2008) 

Apesar das mortalidades observadas no atual experimento serem 

exclusivamente promovidas por S. brazilense, ensaios de patogenicidade mostraram que 

nematoides e fungos podem desenvolver-se concomitantemente na hemocele do hospedeiro 

em diferentes áreas do corpo do inseto durante uma infecção dupla (TARASCO et al., 2011). 

A eficiência de infecção e desenvolvimento por ambos os entomopatógenos é influenciado 

pelo meio de cultura da produção, temperatura, umidade, virulência dos agentes e 

concentrações utilizadas (ACEVEDO et al 2007; ANSARI et al 2004; BARBERCHEK; 

KAYA, 1990;. JABBOUR et al., 2011; TARASCO et al., 2011). 

Em testes com o mesmo fungo entomopatogênico utilizado no atual 

trabalho, Schulte et al. (2009) observaram que o uso combinado de B. bassiana com S. 

carpocapsae contra larvas de Indarbela dea (Swinhoe, 1890) (Lepidoptera: Cossidae) foi 

extremamente eficiente, causando 100% de mortalidade da população em duas semanas, 

enquanto que os agentes aplicados isoladamente levaram 3 semanas para causar a mesma 

mortalidade, e no caso de B. bassiana somente para estádios mais jovens da larva. 

O incremento nas mortalidades com o uso combinado de fungos e 

nematoides é constantemente relatado, porém Acevedo et al. (2007) ressaltam que o aumento 

nas mortalidades e redução dos tempos letais, podem ocorrer em detrimento da reprodução dos 

patógenos. No presente trabalho foi observado aumento nas mortalidades, mas a reprodução 

dos patógenos não foi avaliada, mas a produção de juvenis infectivos foi observada nos 

tratamentos somente com nematoide e de aplicação combinada com o fungo. 
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Ainda segundo Acevedo et al. (2007), o uso de dois isolados virulentos 

de nematoide e fungo não necessariamente resulta numa morte mais rápida do inseto. Nos 

resultados observados pelos autores, a combinação de um isolado altamente virulento de 

nematoide e um medianamente virulento de fungo, resultou numa mortalidade mais rápida. 

Portanto, seleções cuidadosas dos isolados devem ser feitas anteriormente ao uso em campo, 

para que não sejam utilizados isolados que apresentem antagonismo. 

A interação aditiva observada entre B. bassiana IBCB 170 e S. 

brazilense IBCB n6 gera uma oportunidade de reduzir as populações de larva de S. levis em 

campo, e mitigar a aplicação de inseticidas químicos que não apresentam grande eficiência 

contra a praga. Contudo, testes devem ser realizados para verificar a eficiência dos 

entomopatógenos em condições de campo, e testar estratégias de aplicação visando 

incrementar a eficiência do processo.  

 

5.4 Uso combinado de fungos entomopatogênicos com o nematoide Steinernema 

brazilense contra adultos de Sphenophorus levis 

A aplicação do nematoide S. brazilense causou 24% de mortalidade 

confirmada dos adultos, enquanto o tratamento com os fungos B. bassiana e M. anisopliae 

resultou em 30 e 28% de mortalidade, respectivamente. O uso combinado dos 

entomopatógenos contra adultos de S. levis promoveu efeitos distintos para cada espécie de 

fungo. A mistura dos agentes S. brazilense com M. anisopliae não aumentou as mortalidades 

(28%), enquanto que a mistura com B. bassiana incrementou o valor para 40% (Figura 9). 
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Figura 9. Mortalidade de adultos de Sphenophorus levis submetidos a aplicação do 
nematoide entomopatogênico Steinernema brazilense (15 JI/inseto) e do fungo 
entomopatogênico Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (1x108 con./mL) , em 
tratamentos isolados e de combinação dos agentes. 

 

O tratamento de uso combinado com B. bassiana, apesar de não diferir 

dos outros tratamentos, gerou uma interação de natureza aditiva, que se reproduzido em 

campo pode acarretar em ganhos expressivos na colheita. O tratamento com M. anisopliae não 

apresentou bom desempenho, acarretando em uma interação antagonista entre os agentes de 

controle (Tabela 8). 

Nos tratamentos de uso combinado dos agentes, as mortalidades dos 

adultos de S. levis foram causadas exclusivamente pelo NEP. Esse fato pode ser devido à 

rápida colonização do cadáver do inseto pelas bactérias simbiontes do nematoide, 

impossibilitando o desenvolvimento da infecção fúngica, que levaria mais tempo. Na infecção 

conjunta de B. bassiana com S. feltiae, Kaya; Barbercheck (1990), relataram que após 12h da 

aplicação, a bactéria simbionte Xenorhabdus sp. estava presente na hemocele de larvas de G. 
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mellonella, e sua presença tão precoce pode inviabilizar a infecção pelo fungo, que segundo 

Garcia et al. (2008) levaria cerca de 18 h para iniciar a germinação no corpo do hospedeiro, e 

48 horas para iniciar a penetração no tegumento.  

Tabela 8. Mortalidade de adultos de Sphenophorus levis após tratamento com Beauveria 
bassiana, Metarhizium anisopliae e Steinernema brazilense, aplicados isoladamente e em 
tratamentos de combinação, mantidos a 25±1°C, fotofase de 12h. 

  Mortalidade  Mortalidade     
Tratamento observada (%)1 esperada (%)1 χ2 Interação3 
Testemunha 4,00 b - - - 
Metarhizium anisopliae 30,00 ab - - - 
Beauveria bassiana 28,00 ab - - - 
Steinernema brazilense 24,00 ab - - - 
M. anisopliae + S. brazilense 28,00 ab 46,00 7,04 Antagonista 
B. bassiana + S. brazilense 40,00 a 45,28 0,62 Aditiva 

1Médias de mortalidade seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 
 2Mortalidade esperada ME = MNema + MFungo (1 – MNema), onde MNema e MFungo são, respectivamente,  as 
mortalidades proporcionais observadas causadas pelo nematoide e pelo fungo aplicados isoladamente.  
3Interações baseadas na relação de χ2 de mortalidade esperada : observada. 

 

Existem avaliações da virulência de NEPs contra o bicudo-da-cana-de-

açúcar. Em experimentos de laboratório, Giometti et al. (2011) avaliaram 17 isolados de NEPs 

contra adultos de S. levis. Os selecionados como mais virulentos foram S. brazilense IBCB n6, 

Heterorhabditis sp. IBCB n10, Heterorhabditis sp. IBCB n24 e Heterorhabditis sp. IBCB 

n44, sendo os únicos que diferiram estatisticamente da testemunha, com 45%, 40%, 31% e 

20% de mortalidade na concentração de 240 JI/inseto. Considerando que os autores utilizaram 

5 insetos por pote, de raio 7,5 cm,  para efeitos de comparação foi feita a conversão da 

concentração, que seria aproximadamente 7 JI/cm2. Os dados mostram semelhanças nas 

mortalidades encontradas para o isolado IBCB n6. No presente trabalho as mortalidades foram 

menores, porém com uma dose reduzida, de 1 JI/cm2. 

O alvo dos trabalhos envolvendo o uso combinado de nematoides e 

fungos entomopatogênicos, grande maioria, é contra a fase larval de coleópteros, havendo 

também publicações contra lepidópteros e outras ordens. Entretanto, quando se trata deste tipo 
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de abordagem envolvendo a eficiência contra adultos, o número de trabalhos realizados é 

escasso.  Os NEPs possuem patogenicidade contra insetos adultos, porém a susceptibilidade é 

significantemente menor contra esta fase (LEBECK, 1993; TRDAN et al., 2006). 

Em experimentos contra larva de Curculio nucum (Linnaeus, 1758) 

(Coleoptera: Curculionidae), Batalla-Carrera et al. (2013) avaliaram a mistura dos fungos B. 

bassiana e M. anisopliae com os nematoides S. carpocapsae (isolado B14), S.  feltiae (isolado 

D114), Steinernema. sp. (isolado D122) e H. bacteriophora (isolado DG46). Os autores não 

verificaram efeitos aditivos e sinérgicos, e obtiveram 80% de mortalidade na mistura de M. 

anisopliae com nematoides, mortalidades superiores das observadas para adultos no atual 

trabalho, mas condizentes com as obtidas contra larvas de S. levis. 

Resultados semelhantes aos do presente experimento foram 

observados por Choo et al. (2002) que avaliaram em testes de campo a combinação do 

nematoide S. carpocapsae com H. bacteriophora ou Beauveria brongniartii contra 

(Coleoptera: Scarabaeidae) e Exomala orientalis (Waterhouse, 1875) (Coleoptera: 

Scarabaeidae). A combinação das duas espécies de nematoides não apresentou sinergismo, e 

não aumentou significativamente a eficiência de controle comparado aos nematoides 

isoladamente, mas a combinação de S. carpocapsae com B. brongniartii proporcionou uma 

mortalidade significativamente maior do que o fungo aplicado isoladamente. 

Na mistura de S. brazilense + M. anisopliae foi verificada uma 

interação antagonista, no presente trabalho. Casos de antagonismo entre nematoides e fungos 

entomopatogênicos são relatados na literatura. Shapiro-Ilan et al. (2004) relataram 

antagonismo do fungo quando aplicado com o nematoide H. indica, para controle de larvas de 

C. caryae. As mortalidades foram menores para a combinação dos agentes, nas duas 

concentrações testadas, em relação aos agentes aplicados isoladamente. Houve também 

antagonismo em uma das concentrações aplicadas na mistura de B. bassiana com S. 

carpocapsae. O autor ressalta que compostos liberados pelos fungos podem prejudicar o 

desenvolvimento da infecção pelas bactérias simbiontes, assim como as bactérias também 

liberam substâncias que podem prejudicar a infecção fúngica. 
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Nem sempre a mistura entre M. anisopliae e NEPs apresenta interação 

antagonista. Ao contrário do presente experimento, Ansari (2008) observou efeitos aditivos e 

sinérgicos de M. anisopliae na mistura com os nematoides S. kraussei, S. carpocapsae, e com 

H. bacteriophora, no controle da larva de Otiorhynchus sulcatus (Fabricius, 1775) 

(Coleoptera: Curculionidae), misturando o fungo com substrato em sacos de cultivo de 

morango, e aplicando os NEPs subsequentemente, e após 1 e 2 semanas. O sinergismo foi 

observado principalmente quando o nematoide foi aplicado 1 e 2 semanas após o fungo, com 

exceção de S. kraussei, que interagiu sinergicamente somente na aplicação no mesmo dia da 

aplicação do fungo. Os autores verificaram que diferentes tempos de aplicação podem 

incrementar as mortalidades, dependendo da espécie utilizada. 

Um dos mecanismos que podem gerar interações antagonistas foram 

esclarecidos por Tarasco et al. (2011). Os autores avaliaram a competição pela hemocele de G. 

mellonella, tratada com B. bassiana e S. ichnusae. Em seus trabalhos, o fungo e a bactéria 

foram cultivados em meio líquido e os compostos liberados foram extraídos, esterilizados e 

liofilizados. A compatibilidade dos compostos liberados foi avaliada. O estudo mostrou que os 

compostos liberados pelo fungo interferiram no crescimento da bactéria simbionte, do mesmo 

modo, os compostos produzidos pelas bactérias foram prejudiciais ao crescimento do fungo. 

 Trabalhos de Chen et al. (1994) comprovaram que compostos 

liberados pela fase um de Xernorhabdus nematophilus (isolados de S. carpocapsae), X. 

bovienii (simbiontes de S. feltiae e S. intermedia) e Photorhabdus luminescens (de H. megidis) 

e pela fase dois de X. nematophilus possuem atividade antifúngica. Os compostos apresentam 

atividade microbiana contra diversos fungos, e maior eficiência dos compostos são observados 

durante a fase um da bactéria.  

Apesar de alguns dos compostos envolvidos serem conhecidos, pouco 

se sabe sobre os fatores que desencadeiam a produção e liberação dos mesmos, que serão 

essenciais e levarão a uma interação benéfica ou antagonista entre nematoides e fungos 

entomopatogênicos. Futuros estudos são necessários para compreender a natureza e o gatilho 

destas interações, e testes de seleção e combinação de isolados devem ser feitos previamente a 
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utilização em campo, que deve focar em uma estratégia inundativa de aplicação dos agentes de 

controle. 

5.5 Experimentos de campo 

5.5.1 Avaliação da presença de nematoides e fungos nativos 

A avaliação da mortalidade de G. mellonella nas amostras de solo 

mostrou uma população predominante de Heterorhabditis sp., promovendo mortalidades 

médias de 58,3% das larvas, e se encontrando presente em quase todas as amostras de solo 

coletadas. Foi observado uma pequena população de Steinernema sp. em algumas amostras, 

que foi responsável por uma mortalidade de 5,0% das larvas de G. mellonella. O fungo 

Beauveria sp. nativo da área do experimento promoveu mortalidades de apenas 2,0% das 

amostras. 

A população de Heterorhabditídeos encontrada neste ambiente pode 

estar ligada a porosidade do solo. Já que a motilidade dos nematoides é reduzida quando a 

porosidade se torna menor (KAYA, 1990). Levando em conta o solo de textura mais fina, a 

presença em maior número de indivíduos do gênero Heterorhabditis sp. pode estar ligada a 

este fato, devido aos seus JIs possuírem um tamanho menor que os indivíduos do gênero 

Steinernema sp. 

A presença de raízes de plantas pode afetar a distribuição e a 

infectividade do gênero Steinernema. Choo et al. (1989) avaliaram a capacidade de  busca de 

hospedeiros dos nematoides H. heliothidis e S. feltiae na presença e ausência de raízes de 

milho Foi constatado que enquanto H. heliothidis promoveu altas mortalidades nos dois casos, 

S. feltiae teve médias de mortalidade reduzidas no tratamento com raízes. Assim como o 

milho, a cana-de-açúcar se situa na Família Poaceae e possui raízes muito semelhantes, 

podendo haver essa mesma interferência. 

5.5.2 Avaliações de mortalidade de larvas de Galleria mellonella em amostras 

de solo 

O efeito do uso combinado dos agentes foi mais acentuado na primeira 

semana após a aplicação, sendo observada uma interação sinérgica entre o fungo e o 
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nematoide entomopatogênico. Na segunda semana, o uso combinado apresentou uma queda na 

mortalidade, mas ainda apresentando as maiores mortalidades dentre os tratamentos, e 

mostrando interação aditiva (Tabela 9). Contudo, pode ocorrer uma migração dos nematoides 

para camadas mais profundas do solo em busca de hospedeiros. Isso poder reduzir 

consideravelmente o número de JI/cm3 de solo das amostras retiradas, um mês após aplicação. 

Tabela 9. Mortalidade de larvas de Galleria mellonella expostas a solo de cultivo de cana-de-
açúcar, coletado após aplicação mecanizada de Beauveria bassiana e Steinernema brazilense, 
isoladamente e em tratamentos de combinação. 

  Período (após Mortalidade  Mortalidade     

Tratamento aplicação) observada 
(%)1 

esperada 
(%)2 χ2 Interação3 

Testemunha 1 semana 0,00 c - - - 
Beauveria bassiana 1 semana 5,83 c - - - 
Steinernema brazilense 1 semana 22,92 b - - - 
B. bassiana + S. brazilense 1 semana 37,92 a 27,41 4,03 Sinérgico 
Testemunha 1 mês  0,00 c - - - 
Beauveria bassiana 1 mês  5,83 bc - - - 
Steinernema brazilense 1 mês  10,00 b - - - 
B. bassiana + S. brazilense 1 mês  20,42 a 15,25 1,75 Aditivo 

1Médias seguidas de mesma letra, dentro do mesmo tempo de aplicação, não diferem entre si pelo teste 
de Duncan, a 5% de probabilidade. Médias de mortalidades originais, mas resultados transformados em 
arcsen √𝑥/100 [(1 semana após aplicação: F=25,27; C.V.(%): 54,53); (1 mês após aplicação: F=26,02; 
C.V.(%):48,22.)]. 
 2Mortalidade esperada ME = MNema + MFungo (1 – MNema), onde MNema e MFungo são, respectivamente,  as 
mortalidades proporcionais observadas causadas pelo nematoide e pelo fungo aplicados isoladamente.  
3Interações baseadas na relação de χ2 de mortalidade esperada : observada. 

A mortalidade das larvas de G. mellonella expostas às amostras de solo 

coletadas uma semana após a aplicação foi de 22,9% com S. brazilense, e 5,8% com B. 

bassiana, aplicados isoladamente. Já com os tratamentos combinados, o nematoide promoveu 

20,4% e o fungo 17,5%, totalizando 37,92% no tratamento de uso combinado (Figura 10). 

Um mês após aplicação, as mortalidades sofreram uma redução. O 

nematoide e o fungo aplicados isoladamente promoveram, respectivamente, 10 e 5,8% de 

mortalidade das larvas. No uso combinado destes agentes, o fungo promoveu 4,2%, enquanto 

o nematoide promoveu 16,3% de mortalidade, totalizando 20,42% com ambos os agentes 

(Figura 11). 
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Figura 10: Mortalidade de larvas de Galleria mellonella expostas a amostras de solo colhidas 
do ensaio de campo uma semana após aplicação de B. bassiana 10 kg/ha, S. brazilense 108 
JI/ha, B. bassiana 10 kg/ha + S. brazilense 108 JI/ha, e Regent Duo®. No tratamento 
testemunha foi aplicado água. 

 

 
Figura 11: Mortalidade de larvas de Galleria mellonella expostas a amostras de solo 
colhidas do ensaio de campo um mês após aplicação de B. bassiana 10 kg/ha, S. brazilense 
108 JI/ha, B. bassiana 10 kg/ha + S. brazilense 108 JI/ha, e Regent Duo. No tratamento 
testemunha foi aplicado água. 
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Larvas de lepidópteros apresentam alta susceptibilidade ao uso 

combinado de fungos e nematoides, possuindo vários casos de sucesso relatados. A aplicação 

de B. bassiana e H. heliothidis resultou na morte mais rápida de larvas de último instar de G. 

mellonella em trabalhos de Barbercheck; Kaya (1990). Os mesmos autores avaliaram a 

aplicação combinada de B. bassiana com H. bacteriophora, observando altos níveis de 

mortalidade em larvas de Spodoptera exigua (Hübner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) 

(BARBERCHECK; KAYA, 1991b). Em ambos os trabalhos, os autores relataram ser uma 

vantagem se o tratamento for aplicado inundativamente. Apesar de obter-se uma mortalidade 

maior e mais rápida do hospedeiro, o potencial de reciclagem do nematoide e também da 

capacidade reprodutiva do fungo foram reduzidos. 

Resultados semelhantes contra o mesmo hospedeiro deste experimento 

foram relatados por Zayed et al. (2003). Os autores testaram a mistura do fungo B. bassiana 

com os NEPs H. bacteriophora e Steinernema sp. contra o último instar de G. mellonella. 

Duas concentrações foram utilizadas (500 e 1500 JI/mL). No tratamento com Steinernema sp. 

+ B. bassiana, ambas as concentrações mostraram acréscimos na mortalidade. Assim como no 

presente experimento, os autores não observaram infecção por ambos os patógenos no mesmo 

cadáver. 

Acevedo et al. (2007) avaliaram os efeitos da infecção conjunta de dois 

isolados de M. anisopliae com H. bacteriophora, contra larvas de Diatraea saccharalis 

(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Os autores relataram melhores resultados com a 

mistura do nematoide com um isolado mediamente virulento. Apesar da mortalidade mais 

rápida dos hospedeiros, a reprodução dos patógenos foi afetada. Diferentemente do presente 

ensaio, as mortalidades observadas pelos autores ocorreram apenas por nematoides. 

Efeito sinérgico também foi observado sobre larvas de Lepidoptera em 

trabalho realizado por Schulte et al. (2009), os quais avaliaram a infecção combinada de B. 

bassiana e S. carpocapsae contra I. dea. Os tratamentos com uso combinado apresentaram 

resultados superiores aos de aplicação em comparação aos patógenos aplicados isoladamente. 
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Em ensaios de patogenicidade utilizando larvas de G. mellonella, 

Tarasco et al. (2011) avaliaram a competição na hemocele pelo nematoide S. ichnusae 

aplicado com o fungo B. bassiana, sendo os dois isolados do mesmo nicho ecológico. Ao 

contrário do presente experimento, os autores não observaram efeitos aditivos ou sinérgicos, e 

relataram antagonismo entre os agentes. Com o método utilizado pelos autores, foi possível 

observar desenvolvimento de ambos os agentes no mesmo cadáver. 

Os mecanismos que levam às interações aditivas ou sinérgicas são 

incertos, mas é possível que os insetos expostos ao fungo tornem-se mais debilitados e, 

subsequentemente, são mais susceptíveis ao NEPs. Também se especula que os insetos 

debilitados passam aumentar o ritmo respiratório, atraindo os nematoides, devido ao maior 

gradiente de CO2 (ANSARI et al., 2008). As observações de mortalidade em larvas de G. 

mellonella inferem um potencial para utilização deste método contra S. levis. Em 

compensação às reduções na reciclagem dos agentes, o uso inundativo proporciona uma 

mortalidade mais rápida e um incremento significativo na mortalidade dos hospedeiros. 

 

5.5.3 Avaliação da infestação de larvas de Sphenophorus levis no rizoma da 

cana-de-açúcar 

O número de larvas por touceira foi reduzido em todos os tratamentos, 

com exceção da testemunha. A menor infestação foi constatada com o uso do NEP S. 

brazilense, aplicado isoladamente e em mistura com o fungo B. bassiana (0,13 larvas/planta 

em ambos os tratamentos). No tratamento testemunha houve incremento do número de larvas 

de 0,46 para 0,50 larvas/planta (Figura 12). 
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Figura 12. Número de larvas de Sphenophorus levis encontradas por planta de cana-de-

açúcar naturalmente infestadas pela praga, antes e após aplicação com Beauveria 

bassiana; B. bassiana + Steinernema brazilense; S. brazilense; com o inseticida químico 

Regent Duo®; e testemunha. 

 

O resultado obtido demonstra que pode ter ocorrido o controle das 

larvas de S. levis nas touceiras da cana-de-açúcar, como também pode ter ocorrido o controle 

de outras fases do ciclo do inseto, e a reciclagem do nematoide no ambiente, reduzindo a 
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mistura com o inseticida químico. Semelhantemente ao presente estudo, as larvas foram 

reduzidas a infestações semelhantes, tanto no uso combinado com o fungo, como com pela 

aplicação somente com o NEP. 

O presente trabalho é pioneiro no uso combinado de fungos e 

nematoides conta S. levis em campo. Mas existem trabalhos de campo utilizando a 

combinação do nematoide S. brazilense com inseticidas químicos. Trabalhos de Leite et al. 

(2012) avaliaram os efeitos da aplicação dos NEPs S. brazilense e H. indica, em 

combinações com os inseticidas químicos tiametoxam e fipronil, na mortalidade de S. levis 

e do escarabeídeo Leucothyreus sp. (Coleoptera: Scarabaeidae), e na produção de cana-de-

açúcar. A aplicação dos nematoides e dos inseticidas químicos incrementaram a produção 

de cana-de-açúcar, e o nematoide S. brazilense foi mais eficiente no controle de S. levis, 

apesar de não diferir estatisticamente de H. indica. O uso combinado de S. brazilense (108 

JI/ha, mesma dose utilizada no atual trabalho) com subdoses de fipronil (62,5 g/ha) e 

tiametoxam (200 g/ha) foi o tratamento mais eficiente no controle de Leucothyreus sp. 

Nematoides entomopatogênicos vêm sendo utilizados no controle 

de outros insetos do gênero Sphenophorus sp. Pragas de gramados e pastagens, nos EUA e 

Japão, conhecidas como bicudos-das-gramineas (GEORGIS; POINAR JR, 1989; KLEIN, 

1990; WATSCHKE et al., 1995). Os ínstares iniciais do período larval destas pragas 

escavam galerias no caule e rizoma das gramíneas, enquanto os estádios mais maduros 

alimentam-se dos órgãos subterrâneos, ficando mais expostos aos nematoides, o que 

proporciona uma grande eficiência da técnica, variando de 70 a 91,2% de controle, numa 

dose de 2,5 x 109 JI/ha (SHAPIRO-ILAN et al., 2002), diferentemente  com o que ocorre 

com a larva de S. levis. No período larval, todos os ínstares permanecem no interior do 

rizoma da cana-de-açúcar, dificultando a procura desse inseto pelo nematoide.  

Apesar da maior dificuldade na busca do hospedeiro, os resultados 

no presente experimento mostram que o NEP foi capaz de encontrar a larva no interior do 

colmo me laboratório, e reduziu a infestação nas touceiras nos ensaios de campo, não 

havendo diferenças entre o NEP aplicado isoladamente em relação ao uso combinado com 

B. bassiana. 
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Por outro lado, mais trabalhos são necessários, objetivando aperfeiçoar 

a técnica de uso combinado de fungos e nematoides entomopatogênicos contra S. levis e outras 

pragas. Estudos em campo avaliando a produção em áreas aplicadas, efeitos de dosagens e 

número de aplicações, além do desenvolvimento de outras técnicas de aplicação e tecnologias 

para a formulação dos agentes devem ser realizados no futuro, para aprimoramento desse tipo 

de abordagem. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 Os fungos IBCB 383 de M. anisopliae IBCB 383 e B. bassiana IBCB 170 

foram os mais virulentos para adultos de S. levis; 

 Os fungos IBCB 383 de M. anisopliae e IBCB 170 de B. bassiana foram 

selecionados na produção em meio sólido; 

 O uso combinado de B. bassiana e S. brazilense promoveram efeito aditivo na 

mortalidade de larvas S. levis; 

 Contra adultos de S. levis, o uso combinado de B. bassiana e S. brazilense 

promoveu efeito aditivo, enquanto que a combinação de M. anisopliae e S. 

brazilense promoveu efeito antagonista; 

 Larvas de G. mellonella mostraram-se susceptíveis ao fungo B. bassiana e ao 

nematoide S. brazilense. Os tratamentos de uso combinado mostraram efeitos 

sinérgicos e aditivos, uma semana e um mês após aplicação, respectivamente; 

 A infestação de larvas de S. levis na touceira de cana-de-açúcar foi reduzida 

com o uso de B. bassiana; S. brazilense; B. bassiana + S. brazilense; e com o 

inseticida químico Regent Duo®. 
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CONTROLE DE Conotrachelus humeropictus PELA MISTURA DO NEMATOIDE 
Steinernema brazilense COM O FUNGO ENTOMOPATOGÊNICO Beauveria bassiana.  

 

1. RESUMO 

 

A broca do cupuaçu Conotrachelus humeropictus é uma das principais pragas 

da cultura, podendo ocasionar perdas de 50% na produção.  O presente trabalho envolveu 

uma seleção prévia de isolados de Beauveria bassiana, realizada em larvas de 

Conotrachelus psidii, inseto teste, mais próximo taxonomicamente à C. humeropictus. 

Com o objetivo de avaliar causa-efeitos da interação na aplicação combinada, foi estudada 

a capacidade de o nematoide carrear conídios de B. bassiana e Metarhizium anisopliae 

pelas camadas de solo, dividido em 0-4 cm, 4-7 cm e 7-10 cm de pofundidade. O presente 

trabalho também objetivou estabelecer um método de controle biológico para a broca do 

cupuaçu, através do uso do fungo B. bassiana 10 kg/ha e do nematoide entomopatogênico 

Steinernema brazilense 1, 3, 9 e 27 JI/cm2, aplicados em tratamentos isolados e em 

combinação. Na seleção de isolados de B. bassiana para C. psidii, os isolados IBCB 276 e 

IBCB 165 foram os mais promissores, com 86 e 84% de mortalidade confirmada, 

respectivamente. O isolado IBCB 276 foi utilizado em campo para controle de C. 

humeropictus. No estudo de carreamento de conídios, confirmou-se que o nematoide S. 

brazilense é capaz de carrear conídios de B. bassiana para camadas mais profundas do 

solo. Quando somente B. bassiana é aplicado, o fungo permanece principalmente na 

primeira camada (0-4 cm) e quando aplicado com o nematoide, o fungo é encontrado 

principalmente nas camadas mais profundas (4-7 e 7-10 cm de profundidade). O mesmo 

não foi observado com M. anisopliae Tanto aplicado isolado e em combinação com o Bio 

NEP®, o fungo foi encontrado somente na camada superficial do solo. Nos ensaios de 

campo contra larvas de C. humeropictus, B. bassiana promoveu 15,6% de mortalidade. O 

nematoide nas concentrações 1, 3, 9 e 27 JI/ cm2 promoveu, respectivamente 33,3; 37,8; 

42,2 e 60,0% de mortalidade, e na combinação das mesmas concentrações do NEP com B. 

bassiana (10 kg/ha), as mortalidade foram incrementadas para 34,4; 47,8; 57,8 e 65,6%, 

respectivamente, observando-se interação aditiva entre os dois entomopatógenos.  

 

Palavras-chave: Controle biológico, Controle microbiano, Interação, Uso combinado. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

Conotrachelus humeropictus (Fiedler, 1940) (Coleoptera: 

Dryophthoridae) é um inseto cujas larvas (também conhecidas pelo nome de broca) atacam 

os frutos do cacaueiro e cupuaçuzeiro, causando estragos que depreciam o produto e 

causam perdas que podem chegar a 50% da produção (LAKER; TREVISAN, 1992). 

A broca de C. humeropictus no Brasil só ocorre na Região 

Amazônica, particularmente nos estados de Rondônia, Acre, Amazonas, Mato Grosso e, no 

Estado do Pará na região de Santarém embora, MENDES (1997), tenha feito referencia à 

ocorrência desta praga em cupuaçuzeiros nos municípios de Castanhal e Acará e nos 

cacauais das várzeas da região, porém a suspeita precisa ser confirmada.  

O cupuaçuzeiro e o cacaueiro são os principais hospedeiros os 

quais permitem o inseto completar o ciclo, mas suspeita-se de outras fruteiras a serem 

confirmadas. As fêmeas dos insetos fazem pequenos cortes na superfície dos frutos onde 

depositam seus ovos. Em média são depositados de um a quatro ovos no interior dos 

cortes. Após um período de quatro a seis dias a larva sai do ovo e penetra no interior do 

fruto onde permanecerá entre 25 e 35 dias promovendo os estragos nas sementes e polpa. 

Quando termina esta fase, a larva abre um orifício no fruto e sai para completar o ciclo no 

solo, onde entra na fase de pupa e passa para a fase de adulto em aproximadamente 35 

dias. Depois sairá do solo para começar um novo ciclo de vida (figura 1). 
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Figura 1: Ciclo biológico de Conotrachelus humeropictus 

(TREVISAN, 2011). 

 

Durante o ciclo de vida as larvas de quarto ínstar ficam expostas à 

diversos entomopatógenos, já que o inseto permanece por 2-3 meses no solo, principal 

reservatório dos agentes de controle microbiano de insetos. Entre os entomopatógenos 

estão os nematoides e os fungos, importantes controladores de pragas de solo. 

Os nematoides Steinernema e Heterorhabditis (Rhabditida: 

Steinernematidae; Heterorhabditidae) são parasitas letais e hábeis para infectar uma 

diversidade de espécies de insetos, principalmente aqueles que habitam o solo. Diferem de 

outros entomopatógenos por estabelecerem uma associação mutualística com as bactérias 

do gênero Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp., respectivamente. Esses nematoides 

apresentam estágio imaturo de vida livre, conhecido como juvenil infectivo o qual vive no 

solo, são aptos para penetrarem no hospedeiro por meio das aberturas naturais: boca, ânus 

e espiráculos, e, no caso dos heterorhabditídeos, também pela cutícula. Na hemocele do 

hopedeiro, liberam a bactéria simbiôntica causando doença e morte por septicemia entre 24 

e 72 horas. Após completar duas ou três gerações, no interior do inseto, o nematoide 

emerge do hospedeiro depredado e sai em busca de um novo inseto para infectar (KAYA e 

GAUGLER, 1993; CAMPBELL; KAYA, 2000; DOWDS e PETERS, 2002). 
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Os fungos são patógenos de largo espectro, capazes de atacar 

insetos aquáticos e fitófagos que vivem na parte aérea das plantas e no solo, podendo 

causar epizootias naturais. Podem infectar diferentes estágios de desenvolvimento dos 

hospedeiros, como ovos, pupas e adultos, sendo esta característica muito desejável e 

peculiar deste grupo. (ALVES, 1998). Os fungos entomopatógenos vêm sendo estudados, 

no Brasil, há mais de sessenta anos. Um programa muito conhecido de utilização de fungo 

no Brasil é o do controle da cigarrinha Mahanarva posticata em cana-de-açúcar com M. 

anisopliae (ALVES, 1998).  

Há evidências de que o uso combinado entre dois entomopatógenos 

pode incrementar a eficiência dos agentes no controle biológico de pragas, pois a 

mortalidade do inseto alvo tem sido maior que a resultante pelo uso dos agentes aplicados 

isoladamente. Por exemplo, a combinação de nematoides com a bactéria Paenibacillus 

popilliae, anteriormente conhecida como Bacillus popilliae (Dutky, 1941) ou com Bacillus 

thuringiensis (Berliner) cepa Buibui, proporcionou aumento significativo na mortalidade 

de larvas de corós quando comparada aos agentes testados isoladamente (THURSTON et 

al., 1994; KOPPENHÖFER; KAYA, 1997). O mesmo ocorreu quando avaliado a 

combinação do fungo M. anisopliae com o nematoide H. bacteriophora contra a praga de 

gramíneas Hoplia philanthus (Füessly, 1775) (Coleoptera: Scarabaeidae), promovendo 

controle de até 95% em condições de campo (ANSARI, et al. 2006).  

Os mecanismos responsáveis pelas interações sinérgicas são pouco 

conhecidos, mas sabe-se que um agente pode causar estresse ou alterar o comportamento 

do inseto alvo (por exemplo: estimulando a alimentação ou aumentando o movimento), 

tornando-o mais suscetível ao outro entomopatógeno. (ANSARI et al., 2004). Os insetos 

expostos a B. thuringiensis muitas vezes se alimentam menos, tornando-se mais 

enfraquecidos e mais vulneráveis para os nematoides entomopatogênicos 

(KOPPENHÖFER KAYA, 1997). 
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3. OBJETIVOS 

O presente estudo teve por objetivo: 

 Avaliar diferentes isolados do fungo Beauveria bassiana contra larvas do gorgulho 

da goiaba, Conotrachelus psidii, utilizado como inseto-teste; 

 

 Avaliar o efeito da mistura de Steinernema brazilense com Beauveria bassiana e 

com Metarhizium anisopliae, no carreamento de conídios dos fungos no solo; 

 

 Avaliar o efeito de diferentes combinações entre o nematoide S. brazilense e o 

fungo B. bassiana na mortalidade de Conotrachelus humeropictus, em condições 

de campo. 

 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção de isolados de Beauveria bassiana para Conotrachelus psidii 

Foram avaliados isolados de B. bassiana contra larvas do gorgulho-

da-goiaba, Conotrachelus psidii (Marshall, 1922) (Coleoptera: Dryophthoridae), buscando 

selecionar o melhor isolado para uso em campo contra a broca-do-cupuaçu, C. 

humeropictus. Foi utilizado o gorgulho-da-goiaba devido a dificuldades na obtenção de 

larvas de C. humeropictus, presente somente na região Amazônica. Utilizou-se então o 

inseto mais próximo taxonomicamente disponível, o gorgulho da goiaba, C. psidii. 

Os isolados dos fungos foram obtidos do Banco de 

Entomopatógenos “Oldemar Cardim Abreu”, mantido no Centro Experimental do Instituto 

Biológico, no Município de Campinas, São Paulo (Tabela 1). Os isolados foram 

revigorados em larvas de Galleria mellonella, e posteriormente inoculados em placas 

contendo meio de cultura BDA (Batata-dextrose-ágar), e incubados durante 20 dias em 

estufa tipo B.O.D. a 25 ± 1°C. Após 20 dias de cultivo, os conídios da superfície das 

colônias foram transferidos para tubos contendo solução de Tween 80® 0,1% e a suspensão 

foi padronizada em 1,0 x 107 conídios/mL. Foram realizados testes de viabilidade de 
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acordo com a metodologia de FRANCISCO et al. (2006). Só foram utilizados para 

inoculação nos insetos quando a viabilidade dos conídios foi maior que 90%. 

Os insetos utilizados no ensaio foram obtidos frutos de goiaba 

atacados, coletados de pomares no município de Valinhos, SP. Os frutos foram abertos 

manualmente e as larvas de quarto ínstar coletadas e acondicionadas em bandejas contendo 

areia fina umedecida a 10%, mantidas a uma temperatura de 16°±2°C.  

Tabela 1. Isolados de Beauveria bassiana utilizados para seleção contra a 

broca-do-cupuaçu, Conotrachelus psidii. 

Isolado Hospedeiro Data Município de coleta 
IBCB 07 Solo 01/08/98 Cascavel-PR 
IBCB 28 Cosmopolites sordidus 01/02/86 Miracatu-SP 
IBCB 31 Nezara viridula 01/03/86 Piracicaba-SP 
IBCB 35 Cosmopolites sordidus 01/03/86 Cruz das Almas-BA 
IBCB 67 Hypothenemus hampei 01/09/86 S. J. do Rio Pardo-SP 
IBCB 81 Solo 01/07/99 Cascavel-PR 
IBCB 82 Cosmopolites sordidus 01/01/89 Goiânia-GO 
IBCB 102 Solo 01/01/99 Cosmópolis SP 
IBCB 165 Solo  01/05/99 Espigão Azul-PR 
IBCB 170 Solo 01/05/99 Iracemápolis-SP 
IBCB 206 Solo 01/05/99 Ribeirão Preto-SP 
IBCB 239 Hypothenemus hampei 01/06/99 Campinas-SP 
IBCB 241 Oryzophagus oryzae 01/06/99 Pindamonhangaba-SP 
IBCB 246 Hypothenemus hampei 01/06/99 Taubaté-SP 
IBCB 276 Solo 01/06/99 Ribeirão Preto-SP 

 

As larvas foram banhadas em grupos de 10 em suspensão fúngica 

por 60 segundos. Após esse procedimento foram transferidas para potes plásticos, 

colocando-se 10 larvas de C. psidii por pote. Os potes foram mantidos em 25°±1°C durante 

7 dias. Após esse período os potes foram abertos e a mortalidade das larvas foi aferida. 

Para cada isolado e para a testemunha (água), foram considerados 5 

repetições, sendo cada repetição representada por um pote plástico com 300 g de areia fina 

lavada umedecida a 10%. 
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Foi utilizado o Delineamento inteiramente casualizado, e os dados 

foram submetidos à análise de variância por meio do teste F e as médias foram comparadas 

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para execução das análises, foi utilizado o 

software SAS versão 9.0 (SAS INSTITUTE, 2000). 

 

4.2 Carreamento de conídios no solo 

 

Com o intuito de elucidar um dos fatores que contribuem para uma 

maior mortalidade no uso combinado de nematoides e fungos, foi investigada a capacidade 

do nematoide de carrear conídios para camadas mais profundas do solo, ampliando uma 

chance de contato do fungo com o hospedeiro. 

Foram utilizados os isolados IBCB 383 de M. anisopliae e IBCB 

170 de B. bassiana. Estes entomopatógenos são mantidos em culturas estoques no Banco 

de Entomopatógenos do Instituto Biológico. Para utilização nos ensaios, os isolados foram 

cultivados em placas de Petri contendo o meio BDA, acondicionadas em câmara 

climatizada a 28 ± 0,5 ºC, com fotofase de 12 horas, por 20 dias. 

O nematoide S. brazilense IBCB n6 está preservado em cultura 

estoque no Banco de Entomopatógenos do Instituto Biológico. O nematoide foi produzido 

foi produzido “in vitro” pelo processo da esponja segundo BEDDING (1981), pela 

empresa Bio Controle.  

Foram avaliados cinco tratamentos: 1) Testemunha (água); 2) 

Beauveria bassiana – 3,0 x 108 conídios; 3) Metarhizium anisopliae - 3,0 x 108 con; 4) 

Steinernema brazilense – 3 JI/cm2, equivalente a 50 JI/inseto; 5) B. bassiana 3x108 con. + 

S.brazilense – 3 JI/cm2 (50 JI/inseto); 6) M. anisopliae – 3x108 con.+ S. brazilense – 3 

JIcm2 (50 JI/inseto). Todos os tratamentos foram aplicados em um volume total de 3 mL. 

Para cada tratamento foram consideradas 3 repetições, sendo cada 

repetição representada por um copo de 700 mL de volume preenchidos com areia fina 

lavada, esterilizada e umedecida a 10% com água destilada autoclavada, delimitado 

externamente em camadas de 0-4 cm, 4-7 cm e 7-10 cm abaixo da superfície do solo, como 

mostra a Figura 3. No fundo do copo foram colocadas 5 larvas de G. mellonella, agrupadas 



92 
 

em uma pequena gaiola preparada com tela de metal, para atração dos nematoides em 

direção à camada de solo mais abaixo/profunda.  

 

 
Figura 2. Copos com estratificação do solo, utilizados no experimento. 

A aplicação foi realizada com o auxílio de pipeta, com a inoculação 

dos 3 mL de suspensão na superfície do solo. Sete dias após aplicação, cada copo foi 

cortado transversalmente nas demarcações, com o auxílio de um bisturi superaquecido, 

visando permitir a separação das camadas de solo (estratificar) para avalição da 

concentração de conídios nas diferentes profundidades.  

De cada uma das 3  camadas de solo, foram retirados 1,0 g e 

colocados em tubos contendo 10 mL de Tween 80® 0,1%. Foi feita uma diluição seriada 

1:9 e desta suspensão, foi retirado 0,1 mL e inoculado em placas contendo meio BDA com 

antibiótico para evitar o crescimento de bactérias. Cada amostra foi inoculada em triplicata. 

Após 4 dias de cultivo em estufa tipo B.O.D. (25±1°C, fotofase de 12h) as unidades 

formadoras de colônias (U.F.C.) foram contadas. 

A mortalidade das lagartas da camada mais profunda de solo foi 

avaliada pela abertura das armadilhas metálicas. O agente causal da morte foi confirmado 

mantendo as larvas em placas de Petri, contendo em sua base duas unidades de papel de 

filtro circular umedecido, para observação após alguns dias de uma possível produção de 

juvenis infectivos ou esporulação do fungo. 

 



93 
 

 
Figura 3. Estrato de solo (profundidade de 4-7cm) separado dos demais com auxílio da 

lâmina metálica. 

Foi utilizado o Delineamento inteiramente casualizado, e os dados 

foram submetidos à análise de variância por meio do teste F e as médias foram comparadas 

pelo teste Duncan a 5% de probabilidade. Para análise dos dados foi utilizado o software 

SAS (versão 9.0).  

O experimento foi repetido quatro vezes no tempo e foram unidos 

como um só experimento com 12 repetições. 

 

4.3 Efeito de combinações entre Steinernema brazilense e Beauveria bassiana 

na mortalidade de Conotrachelus humeropictus 

 

Ensaios de campo foram conduzidos avaliando o efeito da mistura 

do nematoide S. brazilense, em diferentes doses, com o fungo B. bassiana na dose de 10 

Kg/ha visando o controle da broca do cupuaçu em condições de campo. 

O trabalho foi realizado em cultivo de cupuaçu localizado na 

Estação Experimental da CEPLAC em Ouro Preto do Oeste, RO, no mês de março de 

2013. Foram considerados 10 tratamentos representados pelo nematoide Steinernema 

brazilense nas doses de 1, 3, 9 e 27 JI/cm2; pelo nematoide nas mesmas doses misturados 

ao fungo Beauveria bassina IBCB 276 (10 Kg/ha), pelo fungo testado isoladamente na 

mesma dose, e pela testemunha. 

Para cada tratamento foram consideradas 3 repetições distribuídas 

em blocos ao acaso, sendo cada repetição representada por uma parcela de 1 m2 contendo 3 
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envelopes preparados com tela antiafídio, parcialmente enterrados em distribuição ao 

acaso, com a parte superior mantida aberta. Dentro de cada envelope foi adicionado solo 

do mesmo local, até a sua metade, e mais cinco larvas do inseto. Em seguida os envelopes 

foram fechados na sua abertura superior com grampeador, e o nematoide foi distribuído na 

parcela com o auxílio de frasco de Erlenmeyer, adicionando em cada parcela 100 mL da 

suspensão do(s) agente(s). 

A avaliação foi realizada 21 dias após a aplicação, mediante a 

contagem de insetos vivos e mortos dentro dos envelopes. 

O experimento foi repetido três vezes seguindo exatamente a 

mesma metodologia. As médias foram transformadas em arcsen √𝑥/100 e os dados 

analisados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Seleção de isolados de Beauveria bassiana para Conotrachelus psidii 

 

Os isolados de B. bassiana apresentaram grande variabilidade na 

virulência para larvas de C. psidii, com mortalidade variando de 8 a 86%. As maiores 

mortalidades foram ocasionadas pelos isolados IBCB 276 e IBCB 165, promovendo 

mortalidades de larvas de C. psidii de 86 e 84%, respectivamente, porém sem diferenciar 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, de outros 6 isolados: IBCB 241 (78% de 

mortalidade), IBCB 067 (72%), IBCB 206 (66%), IBCB 081 (64%), IBCB 239 (58%) e 

IBCB 28 (58%), como mostra a Tabela 2. 

 
O isolado IBCB 276 foi o que promoveu a maior mortalidade, 

sendo assim, o escolhido para a mistura com o nematoide S. brazilense visando o controle 

da broca-do-cupuaçu, C. humeropictus em condições de campo. 
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Tabela 2. Mortalidade de larvas de Conotrachelus psidii por isolados de Beauveria 
bassiana, padronizadas em 1,0 x 107 conídios/mL. 
Isolado Mortalidade + E.P. (%) Hospedeiro original 
IBCB 276 86,00 ± 0,40 a Solo 
IBCB 165 84,00 ± 0,60 a Solo 
IBCB 241 78,00 ± 0,73 ab Oryzophagus oryzae 
IBCB 067 72,00 ± 1,06 abc Hypothenemus hampei 
IBCB 206 66,00 ± 0,81 abcd Solo 
IBCB 081 64,00 ± 0,51abcd Solo 
IBCB 239 58,00 ± 0,97 abcde Hypothenemus hampei 
IBCB 028 52,00 ± 0,66 abcdef Cosmopolites sordidus 
IBCB 170 46,00 ± 1,12 bcdef Solo 
IBCB 007 38,00 ± 0,73 cdefgh Solo 
IBCB 035 36,00 ± 0,60 defgh Cosmopolites sordidus 
IBCB 246 28,00 ± 0,73 efghi Hypothenemus hampei 
IBCB 102 22,00 ± 0,37 fghi Solo 
IBCB 082 14,00 ± 0,51 ghi Cosmopolites sordidus 
IBCB 031 08,00 ± 0,37 ji Nezara viridula 
Testemunha 00,00 ± 0,00 i - 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. Médias de mortalidade originais, mas dados para análise transformados em 
arcsen √𝑥/100. C.V. (%) = 23,70; F = 14,39**.  
**significativo a 1% de probabilidade. 

 

5.2 Carreamento de conídios do fungo no solo 

 

Na avaliação da mortalidade de lagartas, presentes na camada mais 

profunda para atrair os NEPs, o tratamento somente com S. brazilense ocasionou 100% de 

mortalidade, enquanto a aplicação isolada de B. bassiana e M. anisopliae não promoveram 

mortalidade. Nos testes de combinação dos agentes, foi observada 100% de mortalidade 

em ambos os tratamentos, sendo causadas exclusivamente por nematoides. O grupo 

controle não apresentou mortalidade. 

Resultados semelhantes foram observados por Acevedo et al. 

(2007) quando avaliaram fungos e nematoides inoculados simultaneamente em lagartas de 

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). As mortes ocorreram 

exclusivamente pelos nematoides que apresentaram tempos Letais TL100 significativamente 

menores. O número de JIs por larva, porém, foi menor nos tratamentos envolvendo as 

misturas. 
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Para as diferentes combinações com B. bassiana, não foi 

encontrado a presença do fungo na testemunha e no tratamento nematoide aplicado 

isoladamente, o que já era esperado e demonstra a ausência de contaminações da execução 

do experimento (Tabela 3 e Figura 4). 

 

Tabela 3. Unidades formadoras de colônias/g de solo, em diferentes profundidades, 
após 10 dias da aplicação de Beauveria bassiana, de Steinernema brazilense e da 
combinação de ambos os agentes. 
Tratamento Profundidade (cm) U.F.C./ g de solo 

Beauveria bassiana 

0-4   1170,92 a 

4-7        5,00 c 

7-10      15,50 c 

Steinernema brazilense 

0-4        0,00 c 

4-7        0,00 c 

7-10        0,00 c 

S.brazilense + B. bassiana 

0-4      94,17 bc 

4-7     272,49 b 

7-10     235,50 b 

Testemunha 

0-4        0,00 c 

4-7        0,00 c 

7-10        0,00 c 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. 

Com relação à aplicação do fungo isoladamente sobre a superfície 

do solo, os conídios foram encontrados em maior concentração na camada superficial do 

solo, com 1170,92 colônias/g de solo, tendo sido encontrada também pequena 

concentração de conídios nas camadas abaixo, porém sem diferir da testemunha (Tabela 3 

e Figura 4). 
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Figura 4. Placas de Petri com meio BDA apresentando unidades formadoras de 

colônia das respectivas camadas de solo de todos os tratamentos. 

 

Por outro lado, na aplicação da mistura S. brazilense + B. bassiana, 

foi encontrado menor número de U.F.C. na camada superficial do solo e grande número 

nas camadas mais profundas, apresentando diferença significativa com o fungo aplicado 

isoladamente (tratamento somente com B. bassiana). 

Este fato indica que juvenis infectivos de S. brazilense usados em 

mistura com suspensão de conídios de B. bassiana, podem carregar o fungo para camadas 

mais profundas de solo arenoso conforme os nematoides locomovem-se nesse ambiente. 

Nos testes feitos com o fungo M. anisopliae, semelhantemente ao 

ensaio com B. bassiana, não foi encontrado a presença do fungo na testemunha e no 

tratamento em que o nematoide foi aplicado isoladamente. Porém, resultados distintos 

foram encontrados nos tratamentos com o fungo. No tratamento com M. anisopliae 

aplicado isoladamente, o fungo foi isolado somente na primeira camada de solo (0-4 cm) 

(Tabela 4). 

 Na mistura de S. brazilense + M. anisopliae, diferentemente do 

que ocorreu para S. brazilense + B. bassiana, não foi encontrado fungo nas camadas mais 

profundas de solo, sendo observado unicamente na faixa de 0-4 cm de profundidade, assim 

como no fungo aplicado isoladamente (Tabela 4). 
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Os conídios podem ser carreados no perfil do solo, entretanto a 

mobilidade é influenciada pela textura do solo e pela matéria orgânica. Solos arenosos com 

baixos teores de matéria orgânica retem menores quantidades de conídios em relação à 

solos mais argilosos e com maior teor de matéria orgânica (IGNOFFO et al., 1977; 

STOREY; GARDNER, 1988). 

 

Tabela 4. Unidades formadoras de colônias/g de solo, em diferentes profundidades, 

após 10 dias da aplicação de Metarhizium anisopliae, de Steinernema brazilense e da 

combinação de ambos os agentes. 

Tratamento Profundidade (cm) U.F.C./g de solo 

Metarhizium anisopliae 

0-4   1610,50 a 

4-7        0,00 b 

7-10        0,00 b 

Steinernema brazilense 

0-4        0,00 b 

4-7        0,00 b 

7-10        0,00 b 

S.b. + M.a. 

0-4   1062,50 a 

4-7        0,00 b 

7-10        0,00 b 

Testemunha 

0-4        0,00 b 

4-7        0,00 b 

7-10        0,00 b 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade. 

O solo arenoso pode permitir maior transporte de alguns conídios 

devido à maior porosidade. Em testes realizados por Ignoffo et al. (1977), conídios do 

fungo Nomuraea rileyi foram movidos até 10,5 cm de profundidade em solo arenoso após 

uma precipitação 16,25 cm de chuva. Por outro lado, em solo tipo silte-argila, 90% dos 

conídios foram encontrados na camada superficial de 2 cm. Os resultados obtidos pelos 

autores demonstram que os solos arenosos são mais propícios ao carreamento vertical dos 

conídios. 
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Trabalhando com formulações comerciais de Beauveria bassiana, 

Storey; Gardner (1987) aplicaram conídios suspensos em água sobre colunas de 30 cm de 

solo e observaram movimento descendente por até 15 cm de profundidade. Segundo 

Storey; Gardner (1988), conídios puros de B. bassiana aspergidos no solo com pequeno 

volume de água, foram encontrados na camada mais superficial, de até 5 cm, tanto em 

solos mais arenosos como em solos mais argilosos. No presente estudo, a maior 

concentração de conídios nas maiores profundidades, obtidas com a mistura B. bassiana + 

S. brazilense, indica que o nematoide tem um papel importante na movimentação vertical 

dos conídios, principalmente quando não há grandes volumes de água envolvidos, 

decorrentes da calda de aplicação ou da chuva. 

Para conídios de M. anisopliae, Salazar et al. (2007) constataram 

percolação por até 15 cm de profundidade em solo arenoso. Porém, o ensaio foi realizado 

com volume de água para saturação do solo, favorecendo ainda mais a percolação dos 

conídios. No presente estudo, o pequeno carreamento dos conídios de M. anisopliae pode 

ser devido ao menor volume de água usado na aplicação, aos menores poros da areia fina e 

possivelmente ao maior tamanho do conídio comparado ao de B. bassiana. Os conídios de 

M. anisopliae talvez sejam removidos mais facilmente pelo nematoide ao se locomover na 

areia. 

A forésia também foi relatada com outros tipos de organismos. 

Recentemente, estudos em casa-de-vegetação demonstraram existir uma interação de 

forésia entre o nematoide S. carpocapsae e o fungo B. bassiana com minhocas Lumbricus 

terrestres (Linnaeus, 1758) (Haplotaxida: Lumbricidae), ocorrendo melhor dispersão e 

maior atuação dos entomopatógenos sobre larvas de Curculio caryae (Latrille, 1802) 

(Coleoptera: Curculionidae) na presença do anelídeo. Assim, a presença da minhoca e de 

outros agentes foréticos contribuem para a dispersão de conídios e de juvenis infectivos 

pelas camadas de solo (SHAPIRO-ILAN; BROWN, 2013). 

O presente estudo demonstra que o nematoide S. brazilense pode 

auxiliar no carreamento vertical dos conídios de B. bassiana para camadas mais profundas 

do solo, podendo contribuir para uma maior deposição do fungo sobre o inseto e, 

consequentemente, para uma maior mortalidade do inseto decorrente do efeito fungo + 

nematoide ou de efeitos sinérgicos causados pelos dois agentes em conjunto.   
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Fungos entomopatogênicos são agentes que dependem do contato 

direto com o inseto para causar infecção (ALVES, 1998) e, portanto, são mais usados para 

o controle de pragas da parte aérea ou da superfície do solo, já que, para o controle de 

pragas subterrâneas, o solo pode representar uma barreira para o carreamento dos conídios 

e contato com o hospedeiro. Assim, a sua aplicação em combinações com nematoides pode 

estender o movimento dos conídios para distâncias maiores no solo, com maiores chances 

de alcançar o hospedeiro, além de poder potencializar a virulência do nematoide por deixar 

o inseto possivelmente mais debilitado e suscetível a esse agente. Quando o fungo penetra 

no inseto, ocorre uma série de processos que ativam os corpos de defesa na hemolinfa do 

hospedeiro. Quando os conídios em alta concentração alcançam o inseto, vários deles 

conseguem penetrar a cutícula, sobrecarregando as defesas do hospedeiro e deixando-o 

mais susceptível ao nematoide, o que pode ocasionar a sua morte e reduzir as populações 

mais rapidamente que a aplicação dos agentes isoladamente (WILSON et al., 2001). 

 

5.3 Efeito de combinações entre Steinernema brazilense e Beauveria bassiana 

na mortalidade de Conotrachelus humeropictus 

Todos os tratamentos com nematoide + fungo proporcionaram 

maior mortalidade que os tratamentos de nematoide testado isoladamente nas respectivas 

doses, porém sem diferenças significativas entre os mesmos (Figura 6). Os melhores 

tratamentos foram S. brazilense (9 JI/cm2) + B. bassiana; S. brazilense - 27 JI/cm2 + B. 

bassiana e S. brazilense – 27 JI/cm2, os quais diferiram significativamente dos demais 

tratamentos. 

Os níveis de controle obtidos com o nematoide aplicado 

isoladamente não passaram de 60% em dose elevada (27 JI/cm2), sugerindo que os estudos 

devem continuar na busca de nematoides cada vez mais virulentos para a fase larval do 

inseto. O nematoide testado isoladamente na menor dose causou 33,3% de mortalidade do 

inseto, demonstrando maior eficiência de controle comparado ao fungo (10 Kg/ha) com 

15,6% de mortalidade, embora não tenha ocorrido diferença significativa entre esses 

tratamentos (Figura 6).  
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 Figura 6. Mortalidade de larvas de Conotrachelus humeropictus expostos ao 

nematoide Steinernema brazilense nas doses de 1, 3, 9 e 27 JI/cm2 (1, 3, 9 e 27 x 108 

JI/ha), testado isoladamente e em misturas com o fungo Beauveria bassiana na dose 

de 10 Kg/ha. 

 

As interações entre o fungo entomopatogênico B. bassiana e o NEP 

S. brazilense foram aditivas em todas as concentrações aplicadas. (Tabela 5). 

Tabela 5. Interação entre Steinernema brazilense e Beauveria bassiana, aplicados em 

campo para o controle de larvas de Conotrachelus humeropictus. 

Tratamento MO
1 (%) ME

2
 (%) χ2 Tipo de Interação3 

S. brazilense 1 JI/cm2 + B. bassiana 34,4 43,70 1,97 aditiva 

S. brazilense 3 JI/cm2 + B. bassiana 47,8 47,50 0,01 aditiva 

S. brazilense 9 JI/cm2 + B. bassiana 57,8 64,38 0,67 aditiva 

S. brazilense 27 JI/cm2 + B. bassiana 65,6 70,97 0,41 aditiva 
1Mo: mortalidade observada e confirmada. 
2ME: Mortalidade esperada = MNema + MFungo (1 – MNema), onde MNema e MFungo são, 
respectivamente,  as mortalidades proporcionais observadas causadas pelo nematoide e pelo fungo 
aplicados isoladamente.  
Interações baseadas na relação de χ2 de mortalidade esperada : observada. 
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A mistura de S. brazilense com B. bassiana gerou um aumento na 

mortalidade do inseto de no máximo 15,6% quando comparada ao respectivo tratamento 

do nematoide testado isoladamente na concentração de 9 JI/cm2, sugerindo que a mistura 

desse nematoide com esse isolado de B. bassiana pode não ser financeiramente 

compensadora devido a alta dose de fungo utilizada (10 Kg/ha). 

Diversos estudos avaliam o uso combinado entre fungos e 

nematoides entomopatogênicos, com observações de efeitos aditivos ou sinérgicos na 

mortalidade de insetos (ANSARI et al., 2006; ACEVEDO et al., 2007; SHAPIRO-ILAN et 

al., 2004; ANSARI et al., 2008). Em geral, uso combinado de agentes incrementa a 

mortalidade, porém pode agir negativamente na reprodução dos entomopatógenos, 

reduzindo a produção de JI’s ou de conídios. Por este motivo, é recomendada uma 

estratégia inundativa de aplicação (ACEVEDO et al., 1997).  

É provável que o incremento da mortalidade seja causado pelo 

estresse ao qual o inseto é submetido na aplicação de dois ou mais inimigos naturais. Um 

estressor como um fungo ou nematoide entomopatogênico pode debilitar o inseto-alvo e 

aumentar a sua susceptibilidade a outro agente de controle. Isso pode incrementar o 

controle da praga ou reduzir o Tempo Letal (TL). Isso eventualmente leva a um efeito 

aditivo ou sinérgico, resultante da aplicação combinada de vários agentes de controle 

(SHAOHUI et al., 2014). 

Outra vantagem no uso combinado de agentes, além do incremento 

na taxa de mortalidade, é promover a mortalidade da praga mais rapidamente. Tarasco et 

al. (2011) verificaram que a aplicação da mistura B. bassiana + Heterorhabditis heliothidis 

pode reduzir o tempo letal do hospedeiro. No presente experimento, a larva de C. 

humeropictus mostrou-se susceptível, e torna-se interessante realizar a aplicação nesta fase.  

Efeitos aditivos foram relatados em trabalhos contra Curculio 

caryae, por Shapiro-Ilan et al. (2004), no qual os autores observaram efeito aditivo na 

aplicação do fungo M. anisopliae com o nematoide H. indica. Todavia, verificaram efeitos 

antagônicos com aplicação das misturas de B. bassiana com H. indica, H. indica + I. 

fumosorosea, S. carpocapsae + I. fumosorosea, além das misturas da bactéria Serratia 

marcescens com S. carpocapsae e com H, indica. 
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Os fatores envolvidos na natureza das interações não foram 

totalmente elucidados. Pode ocorrer a produção de substâncias que prejudicam o outro 

agente. Em experimentos de Ansari et al. (2005), bactéria simbionte Photorhabdus 

luminescens promoveu efeito antagonista a M. anisopliae, B. bassiana, B. brongniartii e 

Isaria fumosoroseum, inibindo o crescimento e a produção de conídios. Os autores também 

relataram redução no crescimento das bactérias simbiontes, causadas por compostos 

antimicrobianos liberados pelos fungos entomopatogênicos. O fator que desencadeia a 

produção e liberação dos compostos ainda é desconhecido, portanto ensaios de seleção e 

compatibilidade são necessários. 

Compostos antimicrobianos podem ser liberados tanto pelos fungos 

entomopatogênicos, quanto pelas bactérias simbiontes dos NEPs (TARASCO et al., 2011). 

Desta forma, algumas estratégias demonstram que diferentes tempos de aplicação entre o 

fungo e o nematoide são mais eficientes em promover sinergismo entre dois ou mais 

agentes (ANSARI et al., 2004; ANBESSE et al., 2008).  

No presente trabalho, a mistura de S. brazilense + B. bassiana 

aplicados no mesmo tempo causou efeitos aditivos nas doses utilizadas. Novos estudos 

devem ser realizados visando avaliar outros tempos de aplicação, e o uso de outras 

espécies de nematoides. A combinação de nematoides entomopatogênicos com o fungo M. 

anisopliae também deve ser avaliada, já que é o patógeno mais frequentemente encontrado 

sobre larvas de Conotrachelus humeropictus em condições naturais de campo, e também 

pelo fato de diversos estudos apontarem aumento na mortalidade das pragas subterrâneas 

pelo uso combinado desse fungo com nematoides entomopatogênicos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Os isolados IBCB 276 e IBCB 165 de B. bassiana foram os mais virulentos 

para larvas de C. Psidii; 

 
 Juvenis infectivos de S. brazilense (IBCB n6) usados em mistura com 

suspensão de conídios de B. bassiana, (isolado IBCB 170) podem carrear o 

fungo para camadas mais profundas de solo arenoso; 

 

 A mistura de S. brazilense com B. bassiana (IBCB 276) causou efeito 

aditivo na mortalidade de larvas de Conotrachelus humeropictus, em todas 

as concentrações utilizadas. 
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