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Beauveria bassiana VIA ENDOFÍTICA VISANDO AO CONTROLE DE 

Sphenophorus levis VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 

 

RESUMO - O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, com tendência 
de aumento das áreas cultivadas em virtude da crescente demanda álcool como 
biocombustível, açúcar e subprodutos. Essa tendência traz consigo o aumento da 
infestação por pragas. Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), 
conhecido vulgarmente como bicudo-da-cana, é importante praga de solo, limitante 
ao cultivo da cana-de-açúcar. Na fase larval, permanece internamente em estruturas 
da planta, consumindo os seus tecidos basais, e, por isso, é responsável por danos 
que causam perdas significativas e dificultando o seu controle. Estudos recentes têm 
demonstrado que Beauveria bassiana Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales) pode 
colonizar plantas e protegê-las contra herbivoria causada por pragas. Nesse sentido, 
o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de colonização endofítica de B. bassiana 
em plantas de cana-de-açúcar e seu efeito sobre S. levis. Inicialmente, determinou-se 
a concentração letal CL50 de B. bassiana cepa IBCB 66 para larvas de S. levis, 
chegando ao resultado de 1,6 x 106 conídios ML1. Suspensão de B. bassiana nessa 
concentração foi inoculada em solo em sessenta plantas de cana-de-açúcar da 
variedade CTC4, sendo confirmada a colonização pelo fungo nas plantas mediante a 
técnica de postulado de Koch de reisolamento por meio seletivo de amostras de 
folhas, colmos e raízes. Adultos S. levis foram avaliados por meio de olfatômetro para 
verificar se a colonização das plantas cana-de-açúcar pelo fungo B. bassiana altera o 
comportamento dos insetos na busca pelos hospedeiros. Os resultados 
demonstraram que a colonização afetou o comportamento dos insetos na busca por 
plantas inoculadas, resultando em uma preferência de 69,8% por aquelas não 
inoculadas. Outro experimento foi realizado para verificar se a colonização do fungo 
nas plantas afetaria os danos provocados pelas larvas de S. levis. Nesse sentido 210 
plantas, foram utilizadas, sendo inoculadas com o fungo da mesma forma do 
experimento anterior, assim como o controle e infestadas artificialmente com ovos e 
larvas de S. levis passando por um período de 30 dias, passado o periodo as plantas 
foram abertas, fotografadas e analisadas por meio do software image j®, resultando 
na redução dos danos larvais na ordem de 38,0%. O estudo demonstrou pela primeira 
vez que o fungo B. bassiana aplicado ao solo pode proteger plantas de cana-de-
açúcar contra S. levis, prejudicando o desenvolvimento larval, sugerindo um novo 
mecanismo para utilização do agente de biocontrole B. bassiana para S. levis.  

“Palavras-chave:” Bicudo-da-cana, fungo endofítico, proteção de plantas. 
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Beauveria bassiana ENDOPHYTIC PATHWAY TO CONTROL SPHENOPHORUS 

LEVIS VAURIE, 1978 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)  

ABSTRACT – Brazil is the largest producer of sugar cane in the world, with a tendency 
to increase cultivated areas due to the growing demand for alcohol as a biofuel, sugar 
products and by-products. This trend brings with it an increase in pest infestation. 
Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), commonly known as 
the sugarcane weevil, is an important soil pest that limits sugarcane cultivation. In the 
larval stage, it remains inside the plant's structures, consuming its basal tissues, and 
is therefore responsible for damage that causes significant losses and makes it difficult 
to control. Recent studies have shown that Beauveria bassiana Vuillemin 
(Ascomycota: Hypocreales) can colonize plants and protect them from herbivory by 
pests. The aim of this study was to evaluate the potential for endophytic colonization 
of B. bassiana in sugarcane plants and its effect on S. levis. Initially, the CL50 lethal 
concentration of B. bassiana strain IBCB 66 was determined for S. levis larvae, arriving 
at a result of 1.6 x 106 ML1 conidia. A suspension of B. bassiana at this concentration 
was inoculated into the soil of sixty sugarcane plants of the CTC4 variety, and 
colonization by the fungus in the plants was confirmed using the Koch's postulate 
technique of selective re-isolation of samples of leaves, stalks and roots. After 
inoculation, S. levis adults were evaluated using an olfactometer to see if the 
colonization of sugarcane plants by the B. bassiana fungus altered the insects' host-
seeking behaviour. The results showed that colonization affected the insects' search 
behavior for inoculated plants, resulting in a 69.8% preference for non-inoculated 
plants. Another experiment was carried out to see if the colonization of the fungus on 
the plants would affect the damage caused by the S. levis larvae. The plants were 
inoculated with the fungus in the same way as the previous experiment, as well as the 
control, being artificially infested with eggs and larvae of S. levis for a period of 30 
days, then these plants were opened, photographed and analyzed using image j® 
software. The fungus resulted in a 38.0% reduction in larval damage and negatively 
affecting the insect's larvae. The study demonstrated for the first time that the fungus 
B. bassiana applied to the soil can protect sugarcane plants against S. levis, damaging 
larval development, suggesting a new mechanism for using the biocontrol agent B. 
bassiana for S. levis.  

 

“Keywords”: Sugarcane weevil, endophytic fungus, plant protection. 
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1. INTRODUÇÃO  

A cana-de-açúcar, Saccharum spp. (Poales: Poaceae), é uma cultura 

importante para o Brasil, considerado maior produtor mundial, sendo o Estado de São 

Paulo o maior produtor com mais de 212,5 mil hectares de área plantada. A 

importância do cultivo se deve em grande parte ao fato de ser base da produção do 

açúcar e etanol, além de uma diversidade de produtos secundários, constituindo-se 

em importante matéria prima para biocombustíveis obtidos de fontes renováveis 

(CONAB, 2023; UDOP, 2023). 

Investimentos no setor geram a necessidade de aumento das áreas de 

produção elevando os riscos da ocorrência de pragas. Dentre as inúmeras espécies 

de artrópodes que ocorrem na cultura da cana-de-açúcar, destaca-se Sphenophorus 

levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae), importante praga de solo, limitante 

para a cultura, apresentando grande potencial de danos e perdas que têm variado de 

20 a 30 toneladas por ano (Xavier, 2020). 

Os danos causados pelo inseto são atribuídos apenas à fase larval que se 

desenvolve no interior dos entrenós basais das plantas, abrindo galerias que obstruem 

o fluxo de seiva e impedem a emissão de novos perfilhos. Como consequências das 

infestações pela praga são relatadas falhas nas brotações das soqueiras e queda 

significativa na produtividade (Degaspari et al.,1987; Pinto et al., 2006). 

Além disso, os estágios imaturos do inseto, (ovo, larva e pupa), por se 

encontrarem protegidos internamente na planta, são facilmente dispersados através 

de mudas infestadas, aumentando a incidência da praga nas áreas de cultivo (Precetti 

e Arrigoni, 1990; Rosa et al., 2024). O controle do inseto representa um grande 

desafio, uma vez que os métodos empregados são considerados ineficazes e não 

conseguem conter o avanço populacional da praga, necessitando de abordagens mais 

seletivas com ações diretas sobre a fase larval (Precetti e Arrigoni, 1990). 

O uso de entomopatógenos tem apresentado bons resultados como alternativa 

eficaz na redução populacional de insetos-praga, com menor impacto ambiental e 

seletividade aos inimigos naturais (Globe et al., 2017). Entre os agentes de controle 

microbiano, o fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 (Hypocreales: 

Cordycipitaceae) tem se destacado no controle de S. levis (Vinha et al., 2020; Pereira 
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e Santos, 2022), porém sua eficiência é significativamente influenciada por fatores 

abióticos como temperatura, umidade e radiação solar (Mann e Davis, 2020; Zaman 

et al., 2020). 

Estudos recentes revelam que B. bassiana tem desempenhado papéis 

adicionais na natureza, incluindo o “endofitismo”, comportamento já constatado em 

várias espécies de plantas cultivadas e de importância agrícola (Qin et al., 2021; Altaf 

et al., 2023; Zhang et al., 2023), inclusive em cana-de-açúcar (Donga et al., 2018; 

Kasambala Donga et al., 2021). Esse comportamento pode ser explorado como 

estratégia de manejo integrado de pragas (MIP) (Vega et al., 2009; Quesada Moraga, 

2020), podendo proporcionar várias vantagens às plantas hospedeira, inclusive, 

atuando como indutor de resistência a pragas e patógenos, aumentando também a 

tolerância aos estresses bióticos e abióticos (Bharadwaj, 2024; Darsouei et al., 2024).  

A ação endofítica e sistêmica de B. bassiana na proteção de plantas contra 

pragas, especialmente insetos que apresentam estágios larvais endofíticos, cujo ciclo 

de vida limita a ação do controle, pode agregar como uma nova abordagem do uso 

desses entomopatógenos (Agbessenou et al., 2020; Quesada Moraga, 2020). Nesse 

sentido, considerando a importância de S. levis e a colonização de B. bassiana em 

plantas de cana-de-açúcar, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos 

dessa colonização endofítica em S. levis.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. A cultura da cana-de-açúcar   

A cana-de-açúcar tem sua importância marcada desde o descobrimento do 

Brasil, como primeira cultura explorada economicamente, sendo introduzida de 

Portugal como estratégia de ocupação territorial, encontrando aqui condições 

favoráveis para seu desenvolvimento (Antunes et al., 2019). Desde então ocupa lugar 

de destaque, com o Brasil se tornando o maior produtor mundial, gerando faturamento 

de mais de US$ 20 bilhões/ano, valor este que corresponde a aproximadamente 2% 

do produto interno bruto (PIB) (FAO, 2023; UDOP, 2023). 

A importância da cultura tem incentivado o aumento da produção, estimulado 

também pelas preocupações internacionais sobre políticas de redução de emissões 

de gases de efeito estufa, além da necessidade de se buscar formas economicamente 
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viáveis de produção de biocombustíveis sustentáveis e de seus subprodutos. Essas 

preocupações têm impulsionado a efetivação de acordos ambientais (Vandenberghe 

et al., 2022). 

As grandes áreas com cultivo de cana-de-açúcar estão concentradas 

especialmente na região Sudeste, tendo como principal produtor o Estado de São 

Paulo, com área de aproximadamente 10 milhões de hectares e com forte tendência 

de aumento até 2030 (CONAB, 2023; IBGE, 2023). 

A cana-de-açúcar é uma gramínea semi-perene cultivada como híbrido 

interespecífico, tendo metabolismo fotossintético C4, o que proporciona à planta alta 

capacidade de conversão de energia solar em biomassa, garantindo o 

armazenamento da sacarose nos tecidos, sendo de grande importância comercial 

(Silva et al., 2018; Lacerda et al., 2019). A parte aérea é formada por colmos, caule 

típico das gramíneas, folhas e inflorescências, enquanto a parte subterrânea é 

constituída pelas raízes (tipo fasciculada) e o caule subterrâneo, espesso e rico em 

reserva nutritiva, provido de nós e entrenós que crescem horizontalmente, formando 

touceiras que garantem o ciclo reprodutivo da planta (Moore e Botha, 2013; Zhang et 

al., 2015). 

A cultura apresenta o ciclo que pode variar de 4 a 6 anos, podendo chegar a 

dez cortes sem a necessidade de renovação do canavial. Essa longevidade é 

regulada por diversos fatores como variedade, fertilidade do solo, condição climática, 

práticas culturais e, principalmente, a ocorrência de doenças e de pragas (Li, 2023). 

A alteração do processo de colheita da cana-de-açúcar, motivada em 2002 no 

Estado de São Paulo pela legislação ambiental No 11.241 que proibiu a queima pré-

colheita, proporcionou inúmeros benefícios agronômicos e ambientais. Dentre esses 

benefícios pode-se citar o incremento das populações de insetos benéficos como 

parasitoides, predadores e saprófagos, que prestam importantes serviços ecológicos 

como agentes de mortalidade biótica de pragas da cana-de-açúcar (Marques et al., 

2019; Singh et al., 2021). 

A presença da palha na superfície do solo afetou significativamente as 

populações de pragas de solo, alterando o “status” desses organismos que têm como 
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principal alvo o sistema radicular, causando perdas importantes, com significativas 

quedas de produtividade (Castro et al., 2019; Carbonari et al., 2020).  

Insetos de solo são geralmente considerados pragas importantes devido à 

dificuldade de visualização, pois normalmente estão localizados nas touceiras, 

enquanto as fases jovens muitas vezes são endofíticas. Existe dificuldade em se 

estudar o comportamento e a biologia desses insetos, sendo este o principal obstáculo 

para o desenvolvimento de ações de controle, exigindo estratégias integradas que 

possibilitem a manutenção das interações tróficas e seletivas aos inimigos naturais 

(Dinardo-Miranda, 2008; Carbonari et al., 2020). 

2.2. Manejo integrado de pragas na cana-de-açúcar 

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é a melhor opção para os sistemas 

canavieiros, pois se baseia em abordagem que integra técnicas diversificadas e 

complementares que visam manter as populações de pragas abaixo do nível de dano 

econômico, o que difere das estratégias tradicionais, individuais e centradas nas 

pragas, que dependem fortemente dos produtos químicos (inseticidas). O MIP adota 

uma abordagem holística, considerando o sistema de produção como um todo, 

priorizando o controle natural de populações de pragas, possibilitando a manutenção 

de insetos benéficos, seguindo princípios econômicos, ecológicos e sociais (Parra, 

2014). 

As pragas de solo na cultura da cana-de-açúcar são predominantes e causam 

grandes impactos, o que dificulta o manejo. Por isso, a incorporação do MIP ao 

sistema de produção da cana-de-açúcar, com uso de técnicas culturais, varietais, 

biológicas e químicas, tem sido crescente, e com significativo apoio das pesquisas, 

gerando informações sobre a biologia e taxonomia das principais pragas, o que 

fortalece e orienta o controle desses agentes.  Dentre as estratégias já consolidadas, 

o controle com espécies macro (parasitoides e predadores) e microbiológicas 

(entomopatógenos) vêm tendo papel preponderante no controle de pragas (Parra e 

Coelho Júnior, 2022). 

Na cultura da cana-de-açúcar ocorreu o pioneirismo na adoção de dois dos 

maiores programas de controle biológico no Brasil, o da broca da cana-de-açúcar 

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) com os parasitoides 
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Cotesia flavipes Cameron, 1891 (Hymenopera: Braconidae) e Trichogramma galloi 

Zucchi, 1988 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Parra, 2014). Esses programas 

tiveram grande impacto na redução das populações da praga, que apresentavam altos 

níveis de infestação em 1970, causando perdas de cerca de US$ 100 milhões 

somente no Estado de São Paulo. A solução teve seu início com a importação e o 

estabelecimento de laboratórios de criação (biofábricas) de C. flavipes para controlar 

lagartas de D. saccharalis no Sudeste do Brasil (Parra e Coelho Júnior, 2019; Parra, 

2023).  Esse programa de controle biológico aplicado reduziu significativamente os 

níveis de infestação da praga. Atualmente, existem aproximadamente sessenta 

biofábricas no Brasil e até dois bilhões de parasitoides são liberados a cada ano, com 

os parasitoides liberados (à taxa de 6.000/ha) quando a população da broca da cana 

atinge de 3,0% a 4,0% de infestação, sendo que atualmente a infestação média da 

broca da cana gira em torno de 2% (Bueno et al., 2020). 

Outro sucesso do controle biológico diz respeito ao da cigarrinha Mahanarva 

fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae) empregando o fungo Metarhizium 

anisopliae (Metchnikoff,1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae), que 

resultou na redução dos níveis de infestação, com esse entomopatógeno utilizado 

como substitutivo aos inseticidas químicos (Mascarin et al., 2019).  

Os agentes biológicos de controle têm sido utilizados em cerca de 50% das 

áreas plantadas com cana-de-açúcar no Brasil (Parra e Coelho Júnior, 2019; Sharma 

et al., 2020), estimulando pesquisas e o desenvolvimento de empresas e biofábricas, 

sendo a cultura da cana-de-açúcar, juntamente com a da soja, responsáveis por mais 

de 60% do mercado de biológicos no Brasil, levando o setor de pesquisa a investir em 

novas técnicas de produção e formulações (Shahid et al., 2023; Verma et al., 2024). 

O controle biológico na cana-de-açúcar vem ganhando outros aliados 

importantes tais como a agricultura de precisão,  inteligência artificial,  sensoriamento 

remoto e drones, que juntos auxiliam na otimização das tomadas de decisões, em 

conjunto geram informações precisas, conectadas à gestão integrada dos processos 

de monitoramento e controle de pragas, reduzindo os custos, e permitindo melhor 

distribuição dos agentes de biocontrole otimização do processo de liberação (Almeida, 

2019; Sanghera, 2021; Barbosa Júnior et al., 2022). 
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2.3. Sphenophorus levis 

  Dentre os insetos de solo favorecidos pela mudança na colheita da cana 

(queimada para cana crua), destaca-se o bicudo-da-cana-de-açúcar, S. levis, principal 

praga para a cultura em algumas das áreas de cultivo no Brasil, o seu controle 

representa grande desafio devido ao comportamento da praga, além do grande 

potencial de dano e alta incidência nas principais áreas produtoras (Precetti e Arrigoni, 

1990). 

S. levis está presente em diversos continentes, atacando principalmente 

espécies de culturas pertencentes ao grupo das gramíneas (Poaceae). Foi relatado 

pela primeira vez no Brasil no Estado de São Paulo em 1977 e descrito como uma 

nova espécie em 1978 (Vaurie, 1978), estando distribuído nos Estados de Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná, Santa Catarina (Dinardo-Miranda, 2014) e Mato Grosso 

do Sul (Moraes e Ávila, 2014).  

Os adultos de S. levis medem de 12,0 a 15,0 mm, possuem o rostro com 

aparelho bucal mastigador na extremidade, estrutura presente na família 

Curculionidae, o que lhe dá origem ao nome vulgar de bicudo-da-cana. O inseto pode 

ser facilmente confundido com outro Curculionidae muito comum nos canaviais, 

Metamasius hemipterus (L., 1758) (Coleoptera: Curculionidae), considerado praga 

secundária da cultura. No entanto, podem ser diferenciados pela coloração, onde S. 

levis é de castanho-escura a marrom, com pronoto tendo três manchas negras 

longitudinais, irregulares e distribuídas por quase toda extensão da estrutura, 

enquanto o M. hemipterus apresenta coloração predominantemente castanho 

alaranjado, com os esternitos abdominais negros e manchas alaranjadas (Vaurie, 

1978). 

S. levis apresenta antena geniculo-clavada com margem basal convexa, sem 

proeminência em sua extensão; o abdômen tem cerdas e pequenas perfurações 

distribuídas em maior concentração nas delimitações dos esternitos e centro do 

pigídio. Apresenta dimorfismo sexual, sendo o macho menor que a fêmea. A região 

do pigídio nos machos é mais larga e arredondada, enquanto nas fêmeas é truncada 

e longa. Os machos apresentam cerdas na região ventral e nas coxas do primeiro par 

de pernas (Vaurie, 1978). 
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Outra característica desses coleópteros é apresentar o comportamento de 

tanatose, imobilidade tônica, em que o inseto se finge de morto ao ser tocado. São 

noturnos, fototropismo negativo, e higroscópicos, estando sempre abrigados em 

lugares úmidos do solo, em restos vegetais e entre os perfilhos na base da touceira 

das plantas. São gregários, com os machos produzindo feromônio de agregação para 

ambos os sexos (Wadt, 2016). Esse comportamento reflete diretamente na 

sintomatologia de ataque nas plantas, caracterizando os sintomas em “reboleira” 

(Degaspari et al., 1987; Precetti e Arrigoni, 1990). 

O clima exerce grande influência na flutuação populacional do inseto, sendo os 

adultos mais abundantes nos meses mais quentes e úmidos, enquanto as larvas 

predominam nos meses mais frios e secos. Contudo é possível observar a presença 

do inseto o ano todo atacando todas as fases de desenvolvimento das plantas de 

cana-de-açúcar (Alencar, 2016; Xavier, 2020). 

O inseto apresenta baixa capacidade de dispersão, com seu deslocamento 

realizado basicamente por caminhamento, percorrendo 6,6 m a 11,1 m por mês, com 

voo restrito e pouco comum (Precetti e Arrigoni, 1990). Por isso, a dispersão de S. 

levis ocorre especialmente pelo transporte de mudas infestadas com presença de 

formas biológicas da praga (Dinardo-Miranda, 2000; Rosa et al., 2024). 

S. levis são holometabólicos passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto, 

variando seu desenvolvimento entre 58 e 307 dias. A fêmea pode viver em média de 

174,9 dias, enquanto o macho 171,1 dias. Após a cópula, as fêmeas perfuram, com o 

auxílio do rostro, os tecidos sadios na base do colmo da planta de cana-de-açúcar, 

próximo do solo, e inserem o ovo individualmente no interior da planta. Cada fêmea 

oviposita em média 40 ovos em que cerca de 70,0% deles colocados na primeira 

metade de sua longevidade (Precetti et al., 1983; Degaspari et al., 1987).  

Os ovos possuem formato elíptico com tamanho médio de 0,270 ± 0,004 mm 

de comprimento e 0,100 ± 0,012 mm de largura, além de apresentar coloração branco-

leitosa no momento da postura e amarelo-escuro próximo à eclosão. O período de 

incubação varia de 7 a 12 dias, com viabilidade média de 47,16% (Precetti e Arrigoni, 

1990). 
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As larvas representam a forma biológica do inseto que causa danos, 

permanecendo por um período de 26 a 50 dias no interior da planta, consumindo o 

material basal do colmo, interrompendo o fluxo de seiva e impedindo a planta de 

perfilhar. Apresentam coloração branco leitosa, podendo evoluir para amarelo, sendo 

a cabeça de cor castanho-avermelhada; são ápodas e enrugadas; com mancha 

marrom no primeiro segmento torácico. Próximo da fase de pupa a larva amplia a 

galeria para formação da câmara pupal. O comportamento endófito das larvas é o 

grande desafio para o controle. As pupas são do tipo exarada e de cor amarelada, 

com período pupal de 5 a 13 dias (Degaspari et al., 1987; Precetti e Arrigoni, 1990).  

2.4. Controle 

Para o controle de qualquer praga, o monitoramento para verificar o nível de 

infestação do inseto deve ser a primeira medida a ser tomada, sendo o alicerce para 

a tomada de decisão e direcionamento da melhor estratégia para o controle, uma vez 

que ele permite implementar efetivamente o manejo integrado de pragas (Vreysen, 

2021).  

A este respeito, o primeiro método de amostragem para S. levis foi proposto 

por Arrigoni (1988), que consiste na abertura de trincheiras de 50,0 cm de largura por 

50,0 cm de comprimento e 30,0 cm de profundidade, em dois pontos por hectare, para 

inspeção da base da planta, avaliando-se os danos e a presença de estágios 

biológicos de insetos. Associado à avaliação de danos, recomendou-se que se 

efetuasse o monitoramento de adultos com isca feita a partir de um pedaço de colmo 

de 30,0 cm, cortado longitudinalmente, colocado próximo à base da touceira, com 

avaliação a cada 15 dias (Pavlu e Molin, 2016; Pavarini et al., 2018; Mantovani, 2023). 

Dada a dificuldade de amostragem da praga, tendo em vista as imensas áreas 

com cana-de-açúcar e a grande demanda por mão-de-obra, novos estudos vêm sendo 

apresentados como alternativas para melhorar o monitoramento com uso de 

ferramentas de geostatística, mapas de aplicação (SSA) e GIS, combinando com 

informações fornecidas por computadores e tecnologia via satélite apoiado em mapas 

de infestações e distribuição da praga (Noronha et al., 2019; Castilho et al., 2022). 

Outra dificuldade para o manejo da praga ser bem-sucedido é a necessidade 

de conhecimento profundo sobre a biologia do inseto, com a dificuldade de 
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estabelecimento da criação de S. levis em laboratório ainda representando um 

desafio, tal fato implicou em abordagens normalmente ineficazes de controle, por 

serem baseadas apenas em históricos de infestações (Dinardo-Miranda, 2014). 

A introdução de S. levis em novas áreas ocorre através de material de 

propagação infestado, resultando no aumento crescente das populações do inseto 

(Degaspari et al., 1987). Diante disso, o uso preventivo de mudas saudáveis e livres 

de pragas deve fazer parte do plano de manejo de S. levis, uma vez que elas são 

importantes insumos na propagação, o que repercute na sua qualidade fitossanitária, 

merecendo grande atenção nos sistemas produtivos, considerando os reflexos 

negativos que a praga pode causar (Silva et al., 2018; Andreato et al., 2022). 

A muda pré-brotada (MPB), proveniente de gemas individualizadas, é uma 

técnica desenvolvida pelo Instituto Agronômico de Campinas que apresenta 

vantagens no aumento da eficiência de replantio em áreas de expansão e renovação 

quanto ao padrão de fitossanidade. Além disso, a técnica impede a propagação do S. 

levis em novas áreas (Santos et al., 2020; Otto et al., 2022).  

O controle biológico tem papel importante no controle de S. levis e, integrado a 

outras técnicas de manejo, exibe ação seletiva com efeito direto sobre a fase praga. 

Nesse sentido, as pesquisas vêm avançando na prospecção de novas cepas de 

fungos enteropatogênicos (De Almeida, 2019; Vinha et al., 2020), além de proteínas 

inseticidas Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) bactéria de solo que 

durante sua fase de esporulação é capaz de produzir cristais que são compostos por 

uma ou várias proteínas Cry chamadas de δ-endotoxinas, os quais conferem a ação 

tóxica nos insetos no estágio larva (Campanini et al., 2012). 

Outras técnicas de controle biológico como a utilização de nematoides 

entomopatogênicos (NEPs) dos gêneros Steinernema e Heterorhabditis apresentam 

excelentes resultados para controle de S. levis, causando mortalidade acima de 70%, 

e com vantagem de aplicação no solo e ação direta sobre a fase crítica do inseto (Silva 

et al., 2021). O modo de ação desses nematoides consiste na invasão de juvenis 

infectantes no corpo da praga e a liberação das bactérias patogênicas dos gêneros 

Photorhabdus e Xenorhabdus, alojadas no trato digestivo desses nematoides. No 

corpo da praga encontra ambiente favorável para multiplicação e liberação de toxinas 

que causam a morte rápida do hospedeiro (Leite et al., 2023). 
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Por fim, os fungos entomopatogênicos também constituem em uma tática de 

controle bastante promissora e já empregada em programas de manejo de S. levis. 

Esses fungos superam outros inseticidas microbianos derivados de bactérias e vírus 

devido ao seu método de ação distinto e adequação para produção em larga escala, 

com vantagem de seletividade aos inimigos naturais. Em campo, B. bassiana destaca-

se, podendo atingir reduções de até 80,0% nos danos causado por S. levis (Delfanti, 

2012). 

2.5. Beauveria bassiana 

Beauveria bassiana foi o primeiro entomopatógeno a ser estudado com 

detalhes pelo entomologista italiano Agostino Bassi e o primeiro a ser utilizado no 

controle biológico de artrópodes, sendo o mais estudado (Deshmukh e Sandhu, 2024).  

É uma espécie cosmopolita com ampla distribuição geográfica, encontrado em 

insetos infectados em áreas temperadas e tropicais em todo o mundo. No Brasil tem 

sido estudado sob diversas estratégias de controle, incluindo introdução inundativa. 

Apresenta como vantagens a seletividade aos organismos não-alvo, não 

desenvolvimento de resistência nos insetos, pois é organismo vivo com complexo 

mecanismo de ação, e ambientalmente seguro, sem ameaça à saúde humana, 

podendo ainda ser utilizado associado a outros métodos de controle, inclusive o 

químico (Sain et al., 2019). 

Os fungos são facilmente produzidos a um custo relativamente baixo, podendo 

ser utilizados em escala comercial, sendo encontrados diversos produtos comerciais 

para controle biológico contendo B. bassiana como ingrediente ativo e, portanto, está 

se consolidando rapidamente como agente de biocontrole (Zhang et al., 2020; Sala et 

al., 2021).  

A capacidade dos fungos entomopatogênicos de regulação das populações de 

insetos-praga, principalmente devido à frequência de epizootias naturais, permite que 

sejam empregados no controle biológico clássico, conservativo ou aumentativo. 

Quando comparado a outros inimigos naturais de insetos, os fungos apresentam a 

vantagem de sobreviver como esporos em condições ambientais desfavoráveis, 

apresentando um modo de crescimento dimórfico, onde conídios em repouso,  quando 

encontram condições favoráveis, podem germinar para formar conídios germinativos 
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e infectar novos hospedeiros, sendo dispersado horizontalmente pelo próprio inseto, 

vento ou chuva, provando ser fundamentais nas estratégias de MIP por causarem 

epizootias frequentes de forma dependente da densidade (Shapiro-Ilan et al., 2017; 

Mascarin e Jaronski, 2016).  

Ao contrário de outros agentes de controle microbianos, como vírus, 

protozoários e bactérias que requerem rotas específicas de infecção (ingestão), os 

fungos entomopatogênicos infectam artrópodes pela penetração direta na cutícula ou 

por ingestão, podendo causar a morte em diferentes estágios de desenvolvimento dos 

insetos dos mais diversos hábitos de vida (Swathy et al., 2024). 

A fase parasitária do fungo inicia, normalmente, com a fixação do esporo na 

cutícula do inseto, sendo que essa ação envolve interações eletrostáticas 

hidrofóbicas. Em seguida, vem o processo de penetração, que ocorre em áreas mais 

finas e menos esclerotizadas da cutícula, como articulações, entre segmentos ou 

peças bucais do hospedeiro, com auxílio de forças mecânicas e enzimas que 

degradam a cutícula, como quitinases, lipases e proteases. Nessa fase formam-se 

estruturas de infecção específicas produzidas pelas hifas, chamadas de apressórios, 

responsáveis pela fixação dos esporos em germinação à superfície, com formação de 

tubos germinativos que precisam vencer as reações da defesa imunológica do 

hospedeiro. A germinação depende de vários fatores ligados ao estado fisiológico do 

hospedeiro, como idade, estado nutricional e diversos outros fatores físicos e 

químicos, incluindo intensidade da luz ultravioleta, temperatura e umidade (Huarte-

Bonnet et al., 2018). 

Após vencer a imunidade do hospedeiro, o fungo produz corpos hifais, 

blastósporos, que são células semelhantes a leveduras, e que são distribuídos 

passivamente na hemolinfa, permitindo que o fungo invada outros tecidos do 

hospedeiro, esgotando os nutrientes da hemolinfa e do corpo gorduroso causando a 

morte do inseto. O fungo então inicia o crescimento saprofítico, emergindo do cadáver, 

produzindo conídios aéreos na superfície que esporulam em condições ambientais 

específicas, especialmente de umidade, sendo então disseminados pelo vento e 

respingos de chuva (Proietti et al., 2023). 
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A infecção por B. bassiana também pode resultar em efeitos subletais com 

redução da alimentação do inseto, da fecundidade e da sobrevivência das gerações 

subsequentes (Wang et al., 2018). 

Entretanto, os fungos apresentam algumas desvantagens, como maior tempo 

para ocasionar a morte dos insetos em comparação aos inseticidas químicos, em 

virtude de o processo de infecção requerer uma quantidade significativa de inóculo, 

mesmo com estirpes mais virulentas, podendo demorar 2 a 5 dias até que o 

hospedeiro seja destruído. Este atraso pode permitir que os insetos causem danos às 

culturas, às vezes significativos, mesmo após a infecção. Outra desvantagem é a 

suscetibilidade das infecções fúngicas às condições de estresses abióticos, como 

altos níveis de radiação ultravioleta, baixa umidade relativa e temperaturas 

desfavoráveis, que são responsáveis pelo seu desempenho variável em campo 

(Zaman et al., 2020; Parsi et al., 2023). 

2.6. Beauveria bassiana como fungo endofítico 

Uma das formas de proteger o fungo entomopatogênico do estresse abiótico, 

que tanto limita sua eficácia e reduz sua viabilidade em campo, é a utilização da 

abordagem endofítica, onde o fungo pode viver de forma assintomática no interior das 

plantas durante todo ou parte de seu ciclo (Jaber e Ownley, 2018). Essa capacidade 

de colonizar plantas agregou múltiplas funções ao fungo que, além da capacidade já 

tradicionalmente conhecida de controle de praga por meio de pulverizações 

inundativas, atrai cada vez mais atenção na inserção como nova abordagem em 

Manejo Integrado de Pragas (Parveen e Rashtrapal, 2024).  

A descoberta levou a muitos estudos para demonstrar a relação simbiótica 

entre fungos e plantas e os seus efeitos negativos sobre os insetos herbívoros (Dara, 

2019; Barra-Bucarei et al., 2020; Mantzoukas e Eliopoulos, 2020). O termo “endofítico” 

foi primeiro mencionado pelo cientista alemão Heinrich Anton de Barry em 1884 e é 

usado para definir os microorganismos que se estabelecem no interior do tecido 

vegetal, por algum período de sua vida, sem causar sintomas e problemas às plantas 

(Quesada Moraga, 2020).  

As evidências dessa associação parecem indicar um estilo de vida complexo 

dos fungos entomopatogênicos, onde vivendo em ambiente de solo, podem utilizar as 
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plantas como endofíticos facultativos, empregando o mesmo mecanismo para 

penetrar e se estabelecer no interior da planta e proporcionar benefícios à planta 

hospedeira, ativando sistema de defesa que expressa seu impacto positivo sobre a 

planta hospedeira, fazendo com que ela resista à influência de estresse biótico na 

redução de hebivoria de insetos-praga, podendo ainda proporcionar habilidades para 

mitigar fatores de estresses abióticos, incluindo seca, salinidade, metais pesados e 

outros compostos tóxicos introduzidos no meio ambiente (Wagner e Lewis, 2000; 

Landa et al., 2013; Akram et al., 2023; Ghorai, 2023). 

Outras evidências importantes na associação entre fungos 

entomopatogênicos e plantas são decorrentes do efeito direto em insetos com 

desenvolvimento endofítico, cujo controle é dificultaddo, como o resultado encontrado 

por Akello  (2008) com aplicação de B. bassiana em solo que propiciou colonização 

endofítica de mudas de banana, reduzindo os danos e controlando o estágio larval da 

broca-do-rizoma da bananeira, Cosmopolites sordidus (Germar, 1824) (Coleoptera: 

Curculionidae), situação que permaneceu por mais de dois meses. 

Outro  benefício da associação do fungo com a planta é a capacidade de 

transferência de nitrogênio derivado de insetos para a planta (Behie e Bidochka, 2014; 

Behie et al., 2015). Essa transferência de nutrientes pode estar relacionada à 

promoção do crescimento nas plantas colonizadas, como estudos realizados por 

Jaber e Enkerli (2017) avaliando o estado nutricional de plantas colonizadas por fungo 

entomopatogênico. 

A associação simbiôntica promovida pela colonização por fungos 

entomopatogênicos, em especial B. bassiana, pode ainda ter um efeito indireto sobre 

o inseto, ou seja, uma faceta crucial ligada à ecologia química que pode ativar defesas 

da planta com produção de metabólitos secundários afetando a interação hebívoro-

planta (Ríos-Moreno et al., 2016). Essa ação ocorre por meio de enzimas biológicas 

conhecidas como “biocatalisadores”, as quais podem desencadear reações 

bioquímicas específicas ativando as defesa da planta hospedeira, protegendo-a do 

ataque de insetos através da produção de metabólitos ativos ou pela indução de 

resistência (Gange et al., 2007; Mckinnon et al., 2018).  

Por conta disso, os endófitos têm sido chamados de “sintetizadores químicos” 

dentro das plantas, promovendo resistência sistêmica induzida por ativarem várias 
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classes químicas de metabólitos secundários, regulada por etileno ou ácido 

jasmônico, que podem atuar no mecanismo de ação envolvendo antibiose ou 

repelência alimentar induzida pelas toxinas que estes organismos produzem nas 

plantas. Essas ocorrências interferem no comportamento do inseto na busca pela 

planta/alimento e quando ingerem essas plantas colonizadas podem ter prejuízos no 

processo de oviposição, por exemplo (Alkhoury, 2021).  

Alguns autores explicam, usando isótopo radiotivo de microcosmo, mostraram 

que a associação do fungo, planta e inseto pode formar uma interação tripartite 

permitindo a transferência de nutrientes entre o fungo, a planta e o inseto, em que o 

fungo coloniza, tanto as células das raízes das plantas quanto as larvas do solo que 

se alimentam do tecido radicular, havendo a transferência de nitrogênio dos insetos 

para as raízes das plantas (Behie et al., 2017). 

Os fungos podem colonizar diferentes plantas por meio de vários métodos de 

inoculação artificial, incluindo tratamento de sementes, irrigação de raízes, injeção de 

caule e pulverização foliar (Vega, 2008). Jaber e Enkerli (2016) demonstraram que B. 

bassiana pode colonizar sistemicamente diferentes partes de plantas de Vici faba 

(Fabales: Fabaceae) e melhorar o crescimento quando aplicado como agente de 

tratamento de sementes. Pode ser transmitida verticalmente, de uma geração para 

outra, ou horizontalmente, de um tecido vegetal para outro. Outro resultado 

semelhante foi obtico com sementes de trigo tratadas com B. bassiana e inoculadas 

em solo, onde os esporos foram capazes de deslocar dos locais de inoculação para 

partes superiores da planta e sobreviver nos tecidos (Sánchez-Rodríguez et al., 2018). 

Beauveria bassiana foi isolada de várias espécies de plantas naturalmente ou 

artificialmente inoculadas, usando diferentes métodos de inoculação, incluindo: 

algodão, Gossypium hirsutum (Malvales: Malvaceae); banana, Musa spp. 

(Zingiberales: Musaceae); milho, Zea mays (Poales: Poaceae); sorgo, Sorghum 

bicolor (Poales: Poaceae); café, Coffea arabica (Gentianales: Rubiaceae); soja, 

Glycine max (Fabales: Fabaceae); tabaco, Nicotiana tabacum (Solanales: 

Solanaceae); tomate, Solanum lycopersicum (Solanales: solanaceae), feijão, V. faba 

e trigo (Triticum aestivum) (Poales: Poaceae) (Vega, 2018); e cana-de-açúcar 

(Saccharum officinarum) (Poales: Poaceae) (Donga et al., 2018; Kasambala Donga et 

al., 2021). 
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Os métodos utilizados para inoculação artificial de B. bassina endofítica em 

plantas compreendem imersão de raízes, encharcamento do solo, pulverização de 

folhagens e tratamentos de sementes (Canassa et al., 2019; Kasambala Donga et al., 

2021). Alguns estudos revelaram que o tratamento de sementes por B. bassiana 

resulta em colonização endofítica de partes da plantas acima do solo de forma eficaz 

(Jaber e Ownley, 2018; Canassa et al., 2019), sendo transmitida verticalmente como 

endófito através de sementes infectadas produzidas das plantas hospedeiras, 

incluindo pinheiro, Pinus radiata (Pinales: Pinaceae), e trigo (T. aestivum)  (Sánchez 

Rodríguez et al., 2018). 

A detecção de endófitos é tipicamente alcançada por meio de várias técnicas, 

incluindo o isolamento direto de material fúngico do tecido vegetal para o meio de 

crescimento (dependente da cultura), detecção molecular de DNA endofítico do 

material vegetal por PCR, necessitando de rigorosos protocolos para esterilização de 

superfícies, incluindo controles experimentais completos, como protocolos de 

detecção molecular por PCR DNA residual de inóculos de superfície (Vidal e Jaber, 

2015). 

As técnicas para detecção de endófitos são importantes para validar o processo 

de colonização e auxiliar na compreensão dos processos biológicos envolvidos, além 

do estabelecimento e persistência do estágio endofítico. Porém, essa detecção é 

reconhecida como problemática e dependente do método de recuperação (Wagner e 

Lewis, 2000; Landa et al., 2013; Quesada Moraga et al., 2014). 

Os processos de detecção do fungo em plantas podem ser relativamente 

simples, baseados em metodologias que dependem da cultura (Tan et al., 2019). 

Contudo envolvem complexas etapas que devem ser criteriosamente seguidas para 

evitar erros de interpretação, como a coleta do material vegetal e os  passos para 

desinfecção superficial do tecido amostrado (Mckinnon et al., 2018).  

Após a coleta do material vegetal, as amostras devem ser colocadas em 

recipientes estéreis e processadas em até 24 horas, sob condições assépticas e 

esterilização de superficie da amostra utilizando o método que  deve seguir um  

protocolo de desinfecção capaz de remover completamente a microbiota epifíta sem 

interferir na microbiota endofítica. Esse  protocolo geralmente é feito em  três etapas 

básicas que compõem desinfestação química, onde as amostras devem ser imersas  
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por cinco segundos em etanol 95%, depois por dois minutos em hipoclorito de sódio 

0,5% e por fim por dois minutos em etanol 70%, seguido de lavagens sucessivas com 

água destilada estéril (Shadmani et al., 2021). 

As amostras vegetais devidamente esterelizadas  são distribuidas em meio de 

cultura enriquecido com determinado substrato para evitar crescimento de outros 

microorganismos específicos, incubadas em condições controladas e, após o 

crescimento do fungo, as colônias são purificadas e o isolado identificado por meio de 

características morfológicas ou análises moleculares. Apesar dos avanços nas 

metodologias para estudar fungos endofíticos, diversas barreiras surgem em todas as 

etapas dos protocolos comumente utilizados, exigindo estratégias bem estabelecidas 

para evitar interpretações errôneas (Reis et al., 2022). 

A utilização de microscopia óptica, eletrônica de varredura e técnicas 

moleculares forneceram métodos para confirmação da colonização de B. bassiana em 

em plantas detectando a atividade endógena do fungo e permitindo a observação da 

penetração do micélio (Landa et al., 2013; Behie et al., 2015). No caso do milho,  sua 

distribuição nos tecidos vegetais foi esclarecida mediante uso de cepas marcadas com 

proteína verde fluorescente (GFP), o que fornece suporte técnico para uma maior 

exploração da colonização endofítica em tecidos vegetais (Sui et al., 2022).  

A avaliação da colonização endofítica por B. bassiana foi verificada por 

Quesada-Moraga (2020), combinabdo métodos microbiológicos, moleculares e 

microscópicos para reisolar e detectar o fungo, utilizando papoula do ópio, Papaver 

somniferum (Ranunculales: Papaveraceae) inoculada por pulverização foliar, onde as 

hifas foram detectadas em espaços intercelulares do xilema por qPCR e microscopia 

de varredura a laser (Landa et al., 2013). 

A combinação de múltiplas técnicas de detecção endofítica deve ser usada, 

onde os métodos dependentes de cultura são os mais diretos informando sobre 

fungos viáveis endófitos, enquanto as técnicas de PCR e qPCR são muitas vezes mais 

sensíveis, embora não indiquem se o material fúngico na planta é constituído de 

células vivas. As técnicas microscópicas são úteis para a detecção visual de partes 

específicas da planta colonizada e localização de estruturas fúngicas (Matušinsky et 

al., 2024). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Estabelecimento da criação de Sphenophorus levis  

Criações de insetos têm a finalidade de prover indivíduos, em quantidade e 

qualidade, que serão utilizados em pesquisa básica ligada à biologia, ecologia e 

genética, contribuindo ainda para estudos ligados a técnicas de controle (De Bortoli et 

al., 2018). Para estabelecer a criação de S. levis foi necessário realizar coletas 

semanais de adultos em áreas com histórico de infestação, localizadas no município 

de Jaboticabal, São Paulo. 

As coletas foram realizadas por meio de iscas confeccionadas com toletes de 

cana-de-açúcar com aproximadamente 30,0 cm de comprimento, cortadas 

longitudinalmente, e instaladas com a face interior do colmo voltada para o solo, 

próximos às touceiras das plantas para atração dos insetos (Figura 1). 

 

Figura 1 - Instalação das Iscas confeccionadas com toletes na base de touceira de 

cana para a captura   de adultos de Sphenophorus levis. 

 
Após três dias da instalação das iscas no campo, os insetos eram coletados e 

transportados para laboratório, onde eram higienizados e acondicionados em potes 

plásticos (28,0 cm de comprimento x 21,4 cm largura x 10,4 cm de altura) contendo 

colmos de cana de 15,0 cm de comprimento, cortados longitudinalmente, com a parte 

cortada voltada para baixo (Figura 2 B), os quais serviam como substratos alimentar 

e após a cópula (Figura 2 A) as fêmeas utilizam para oviposição.  

Os colmos eram substituídos a cada três dias, retirados e cuidadosamente 

descascados com auxílio de um canivete para a coleta dos ovos (Figura 2 C e D), que 
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eram lavados com uma solução de sulfato de cobre (1,0%) e posteriormente 

acondicionados em placas de acrílico (6,0 cm de diâmetro), contendo papel filtro e 10 

mL de ágar para manutenção da umidade (Figura 3 A), sendo mantidos em 

temperatura de 25 ± 2 ºC, umidade relativa de 70% e fotoperíodo de 12:12 h até a 

eclosão das larvas.  

 

Figura 2 - Criação Sphenophorus levis para obtenção de ovos e larvas. A - Cópula 

dos S. levis nas caixas; B - Troca dos colmos de cana-de-açúcar para alimentação 

dos insetos; C – Descasque da cana para retirada dos ovos, D - Postura endofítica 

dos ovos. 

As larvas recém-eclodidas (Figura 3 B) eram retiradas da placa de Petri com o 

auxílio de um pincel nº 000 (Figura 3 C) e transferidas para tubos de ensaio de ensaio 

(9,0 mm de diâmetro), autoclavado, contendo dieta artificial (Figura 3 D).  
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Figura 3 - Manutenção das larvas de Sphenophorus levis em dieta artificial. A - Ovos 

S. levis; B - Lavas recém eclodidas; C - Coleta das larvas com auxílio de pincel; D - 

inserção da larva na dieta artificial. 

A dieta utilizada na criação foi preparada seguindo proposta de Degaspari et al. 

(1987) (Tabela 1), onde os ingredientes eram pesados e misturados com auxílio de 

um liquidificador industrial de 10,0 litros e depois cuidadosamente vertidos em tudos 

de ensaio de fundo chato (9,0 mm de diâmetro) previamente autoclavados.  

Tabela 1 - Dieta artificial para criação de Sphenophorus levis descrita por Degaspari  

(1987). 

Ingredientes  Quantidade Função 

Água destilada 1,6 L Solvente  

Açúcar cristal 95,0 g Carboidrato 

Cana-de-açúcar moída 25,0 g Fibra 

Germe de trigo 95,0 g  Proteína  

Ácido ascórbico 18,0 g Vitamina C 

Sais de Wesson 45,0 g Sais minerais 

Solução vitamínica 45,0 ML Vitaminas 

Caragenato 113,0 g Gelificante 

Nipagin 7,0 g Anticontaminante  

Ácido sórbico  7,0 g Anticontaminante 

 

 



20 
 

Os tubos de vidro contendo as larvas de S. levis eram vistoriados diariamente 

e trocados a cada cinco dias, conforme as larvas se desenvolviam, para evitar 

contaminação (Figuras 4 A e B). Após a formação da câmara pupal (Figura 4 C), as 

trocas de tubos não eram mais realizadas. Após a emergência dos adultos (Figura 4 

D) eles eram transferidos para os potes de criação, retomando e ciclo de 

desenvolvimento.  

 

Figura 4 - Desenvolvimento do Sphenophorus levis em dieta artificial. A e B - Larva 

de duas semanas; C - Pupa; e D - Adulto.  

 

3.2. Estimativa da concentração letal média (CL50) de Beauveria bassiana para 

larva de Sphenophorus levis 

3.2.1. Preparo dos isolado fúngicos para realização dos bioensaios 

Para preparação das doses testadas nas larvas de S. levis foi utilizado o isolado 

IBCB 66 de B. bassiana obtido do Instituto Biológico de São Paulo, pesando-se 0,10 

g de esporos puros e diluindo-os em 200,0 ML de água esterilizada, misturando-se 

em agitador magnético por 15 minutos. Em seguida realizou a diluição seriada para 

quantificação dos conídios utilizando-se o método de contagem em câmera de 

Neubauer (Alves et al., 1998). Para a determinação foi colocado 1,0 ML da suspensão 

original em 9,0 ML de água esterilizada, agitando-se como anteriormente citado. Após 

a quantificação, a suspensão de esporos de B. bassiana foi diluída para formar as 

doses das concentrações a serem testadas nas larvas.  

Para estimar a concentração letal (CL50) foram utilizadas onze concentrações 

de conídios e uma testemunha. A seleção das concentrações passou por um pré-
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seleção para determinar aquelas que matavam cerca de 10,0% e 90,0% da 

população-teste, selecionando as concentrações entre esses extremos. As 

suspensões selecionadas foram: 0,35×105; 0,75×105; 0,50×106; 0,70x106; 0,90x106; 

1,00x107; 0,50x107; 0,25x107; 0,75x107; 1,00x108 e 0,25x108 conídios ML-1 (Tabela 2). 

Tabela 2 - Doses de Beauveria bassiana utilizadas para a avaliação da toxicidade 

para larvas de Sphenophorus levis. 

Tratamentos  Conídios  

1 – Testemunha  -- 

2 – Dose 1 0,35 x 105 conídios ML-1 

3 – Dose 2 0,75 x 105 conídios ML-1 

4 – Dose 3 0,50 x 106 conídios ML-1 

5 – Dose 4 0,70 x 106 conídios ML-1 

6 – Dose 5 0,90 x 106 conídios ML-1 

7 – Dose 6 1,00 x 107 conídios ML-1 

8 – Dose 7 0,50 x 107 conídios ML-1 

9 – Dose 8 0,25 x 107 conídios ML-1 

10 – Dose 9 0,75 x 107 conídios ML-1 

11 – Dose 10 1,00 x 108 conídios ML-1 

12 – Dose 11 0,25 x 108 conídios ML-1 

 

Para cada concetração testada foram utilizadas dez larvas, repetindo três 

vezes. Os resultados das mortalidades foram analisados utilizando o software R (R 

Development Core Team, 2008), onde os dados foram transformados em 

porcentagem e o número de esporos transformados em log x para gerar um gráfico 

“mortalidade vs log x” usando GraphPadPrism 5. A precisão do ajuste dos dados ao 

sigmoide com o modelo da curva avaliado com base no valor R2. 

3.2.2. Bioensaio de mortalidade 

Para o ensaio de mortalidade preparou-se a dieta (Tabela 1) para a alimentação 

das larvas tratadas com as diferentes doses de B. bassiana que necessitam de 

substrato para sobreviver. A dieta preparada seguindo a receita descrita por 

Degaspari (1987) (Tabela 1), vertida em tubos de ensaio de fundo chato (9,0 mm de 

diâmetro) previamente autoclavado, sendo que após sua solidificação e resfriamento 
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foi cuidadosamente removida dos tubos e cortada em porções cilíndricas de 

aproximadamente 5,0 cm de espessura (Figura 5 A). Os pedaços receberam um furo 

central confeccionado com um pequeno bastão cilíndrico de madeira, previamente 

esterilizado, para acomodar as larvas tratadas com as concentrações do inóculo do 

fungo e, posteriormente acondicionados em potes de polietileno (1,8 cm x 3,0 mm) 

com tampa (Figura 5 C). 

 

 

Figura 5 – Preparação do teste de mortalidade para larvas de Sphenophorus levis. A 

- Corte da dieta; B - Pedaço acomodado no pote plástico; e C - Furo central para 

receber a larva tratada. 

 

Com o auxílio de uma pipeta, 1000,0 μL da suspensão de cada concentração 

foram aplicados sobre 10 larvas (com dez dias de vida). Em seguida, as larvas 

tratadas foram cuidadosamente inseridas, individualmente, no furo feito no pedaço da 

dieta e mantida em potes plásticos com tampa em ambiente (25±1ºC e fotoperíodo de 

12 horas) (Figura 6). Para a testemunha, realizou-se o mesmo procedimento 
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substituindo-se a suspensão fúngica por água destilada. Foram utilizadas dez larvas 

para cada dose testada, repetindo três vezes.  

 

 
Figura 6 - Tratamento das larvas com inóculo. A - Aplicação da dose nas dez larvas; 

B - Larva tratada com fungo inserida na dieta artificial; C - Manutenção em ambiente 

escuro com temperatura e umidade controladas. 

 

A mortalidade das larvas submetidas aos tratamentos foi avaliada após 10 dias 

do início do bioensaio, registrando-se os números de larvas mortas e vivas, 

considerando-se mortas aquelas que não apresentaram nenhum movimento ao serem 

tocadas por um pincel de cerdas macias, sendo confirmado em câmara úmida (25±1ºC 

e fotoperíodo de 12 horas) que a morte foi provocada pelo fungo, constatando-se a 

produção de conídios sobre o corpo do inseto de todos os indivíduos tratados (Figura 

7). 
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Figura 7 - Confirmação da mortalidade da larva por Beauveria bassiana utilizando 

câmara úmida.  

 

 
 3.3. Bioensaios com Beauveria bassiana endofítica na alteração do 

comportamento de Sphenophorus levis na busca pela planta e redução do dano 

larval em cana-de-açúcar 

Os experimentos foram conduzidos em condições de casa de vegetação e no  

laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga- LCMAP, Departamento de 

Ciências da Produção Agrícola, Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV), Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), 

Jaboticabal, São Paulo, Brasil,  sendo realizado em duas etapas, (1) com avaliação 

do fungo B. bassiana em colonização endofítica em plantas de cana-de-açúcar sobre  

a preferência do adulto S. levis  e (2) o efeito da interação simbiótica fungo-planta-

inseto na redução do dano e controle larval S. levis. 

3.3.1. Preparo do inóculo 

Para condução dos dois experimentos, foi necessário o preparo do inóculo para 

tratamento das plantas experimentadas. Determinou-se a densidade de conídios 

utilizando o método da contagem de conídios com auxílio de câmara de Neubauer, 

ajustado para 1,6 x 106 conídios/ML. Para isso, uma alíquota da solução original foi 

retirada para verificar a viabilidade dos conídios, 150,0 µL da solução fúngica foram 

inoculados em placas de Petri tipo Rodac ® (Replicate Organism Detection and 

Counting, 60,0 x 10,0 mm) contendo 5,0 ML de meio de cultura B.D.A com antibiótico 
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Pentabiótico (5,0 mg/L) e 10,0 µL/L do fungicida Dodine® e incubadas em B.O.D. (25± 

2°C e 65± 10% UR e 14 horas de fotofase) por 24h. A análise de viabilidade foi 

realizada por contagem direta em microscópio de contraste de fase (Carl Zeiss- Axio 

Lab A1) em aumento de 400 x, totalizando 200 conídios por placa. Os conídios foram 

removidos em condições estéreis mediante raspagem da superfície das placas e 

coletados em uma peneira (abertura de 150,0 mm), onde foram suspensos em 200,0 

ml de Tween® 80 a 0,01% em um frasco de 500,0 ML. 

3.3.2. Tratamento das plantas  

Para a etapa (1), de verificação do efeito da colonização endofítica do fungo 

nas plantas sobre o comportamento do inseto na seleção das plantas hospedeiras, 

foram utilizadas sessenta mudas-pré-brotadas de cana-de-açúcar de uma semana, 

variedade CTC 4, plantadas em vasos de 1,0 L preenchidos com 600,0 g de solo, sem 

adubação, autoclavado e irrigado diariamente. O tratamento consistiu em trinta 

plantas inoculadas com 30,0 ml da suspensão de B. bassiana contendo 1,6 x 106 

conídios/Ml-1, aplicados ao solo de cada vaso, próximo às raízes, com auxílio de uma 

seringa, distribuídos de forma homogênea (Figura 8) e o controle, consistiu de trinta 

plantas inoculadas com 30,0 ml de água autoclavada com Tween® 80 a 0,01%. O 

experimento foi replicado duas vez e inteiramente casualizado. 

 

Figura 8 - A - Preparo das mudas pré-brotadas (MPB) CTC 4 ; B - Inoculação com o 

fungo Beauveria bassiana na concentração de 1,6 x 106 conídios ML-1.  
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3.3.3. Confirmação da colonização endofítica 

Antes de proceder com os bioensaios de avaliação de preferência dos insetos, 

foi realizada a confirmação da colonização endofítica de B. bassiana nas plantas. 

Após 15 dias de inoculação do fungo B. bassiana IBCB 66 na concentração de 1,6 x 

106 conídios ML-1, dez plantas foram selecionadas e mais dez da testemunha para 

coleta de folha, colmo e raiz que passaram por um rigoroso protocolo de esterilização 

da superfície seguindo o procedimento descrito por Rondot e Reineke (2018), onde  

cada amostra foi imersa em água destilada duas vezes, sendo depois imersas, 

consecutivamente por cinco segundos em etanol 95,0 %, por dois minutos em 

hipoclorito de sódio 0,5 % e por fim por dois minutos em etanol 70,0 % e lavagens 

sucessivas com água destilada estéril.  

Em seguida, as amostras foram colocadas em meio seletivo para B. bassiana, 

descrito por Meyling e Eilenberg (2006) contendo 0,60 g L-1 de estreptomicina (Sigma 

-Aldrich), 0,10 de tetraciclina g L-1 (SigmaSyllit, Aldrich), 0,05 g L-1do fungicida Dodine® 

e 0,05 g L-1 de cicloheximida (Sigma-Aldrich), e incubadas em B.O.D. (25± 2°C e 65± 

10% UR e 14 horas de fotofase) por 7 dias. Passado o período de incubação, as 

placas foram examinadas visualmente quanto ao crescimento micelial do fungo. Com 

base em características de identificação para B. bassiana descritas por Humber 

(1997), foi possível confirmar a presença endofítica do fungo, que se desenvolveu a 

partir dos tecidos internos vegetais (Figura 13). 

3.3.4. Efeito da colonização endofítica por Beauveria bassiana sobre a 

atratividade de cana-de-açúcar a adultos de Sphenophorus levis 

3.3.4.1. Bioensaios de atração com olfatômetro 

Para avaliação da resposta comportamental de adultos S. levis aos estímulos 

olfativos emitidos pelas plantas, foram utilizadas mesmas plantas tratadas com fungo 

do descrita no item 3.3.2 e plantas controle sem fungo apenas com água. Foram 

utilizadas 210 fêmeas acasaladas de S. levis, sexadas de acordo com as 

características taxonômicas da espécie (Vaurie, 1978) e mantidas em um recipiente 

escuro, privados de alimentos por 24 horas.  

Os bioensaios foram realizados sob condições de temperatura (25 ± 2°C), 

umidade relativa (65 ± 10% UR) e fonte de luz natural das 14:00 às 18:00 horas. As 
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respostas comportamentais foram avaliadas num olfatômetro “Y”, constituído de um 

tubo central (15,0 cm de comprimento e 3,0 cm de diâmetro) cujas extremidades foram 

acopladas rolhas de vidro para conexão em mangueiras de silicone (1,0 cm de 

diâmetro). Cada braço lateral do olfatômetro foi conectado a uma cuba de vidro (40,0 

cm altura e 20,0 cm de diâmetro), onde foram dispostos a planta tratada com o fungo  

e a outra cuba a planta controle. O fluxo de ar filtrado e umidificado dentro do sistema 

estabelecido em 0,20 L min-1 foi obtido por meio de bomba a vácuo e regulado por um 

fluxômetro dispostos nas extremidades da entrada de ar para cada tubo lateral do 

olfatômetro. Ensaios preliminares foram realizados para determinar o tempo médio 

necessário para escolha dos adultos, sendo padronizado em 5 minutos.  

Uma fêmea foi introduzida, individualmente, no braço central do olfatômetro e 

observada até que ultrapassasse a linha de escolha marcada em cada braço, distante 

7,0 cm do centro do equipamento. Somente o inseto que fizesse a escolha dentro do 

intervalo de tempo era considerado responsivo. Após cada indivíduo utilizado a 

posição do olfatômetro era invertido em 180°. Para cada 10 insetos utilizados no 

bioensaio as plantas eram substituídas e todos os componentes do olfatômetro eram 

lavados com detergente neutro. Empregou-se o Delineamento Inteiramente 

Casualizado, sendo utilizado 60 insetos para as plantas inoculadas com o fungo e 60 

insetos para o controle, replicados cinco vezes. 

                 Figura 9 - Configuração do olfatômetro. 
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3.3.5. Efeito da colonização endofítica por Beauveria bassiana sobre os danos 

larvais de Sphenophorus levis em cana-de-açúcar  

3.3.5.1. Obtenção das plantas 

Para o experimento (2) , onde avaliou-se o efeito da colonização endofítica nos 

danos causados pela larva de S. levis, foram utilizadas 210 mudas-pré-brotadas de 

cana-de-açúcar da mesma variedade do experimento anterior, plantadas em vasos de 

polietileno de 3,0 L contendo 2,6 kg de solo e areia , que foram autoclavados, 

adubados com 0,45 g de sulfato de amônio e 0,25 g de cloreto de potássio diluído em 

50 ML de água, sendo as mudas irrigadas diariamente e mantidas em casa de 

vegetação até a planta atingir um diâmetro médio de colmo de 2,0 cm 

(aproximadamente três meses). 

Após as plantas atingirem os requisitos mínimos estabelecidos, elas foram 

inoculadas com a mesma concentração de 1,6 x 106 conídios/ML-1 de B. bassiana da 

mesma forma descrito no item 3.3.2, o mesmo procedimento foi aplicado ao controle 

substituindo a solução contendo o fungo por água autoclavada com 0,01% (Tween® 

80). Em seguida, os vasos foram cobertos com uma manta térmica de jardim para 

evitar contaminação cruzada por partículas de solo durante a irrigação.  

As plantas permaneceram em casa de vegetação e foram irrigadas diariamente 

por aspersão. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado utilizando um 

total de 210 plantas, sendo 35 plantas para tratamento e 35 plantas para controle, 

repetindo 5 vezes. 

3.3.5.2. Infestação artificial com ovo e larva de Sphenophorus levis 

Após 15 dias de inoculação do fungo nas plantas procedeu-se o processo de 

infestação artificial, seguindo o modelo de Schneider et al. (2017). Para introdução de 

uma larva e um ovo, dois orifícios foram abertos nas plantas com profundidade de 

aproximadamente 2 mm realizada com auxílio de uma furadeira manual (WAP a bateria 

740 RPM) acoplada com uma broca de 3,0 mm (Figura 10). Os orifícios foram feitos de 

forma paralela, um acima do outro, próximo ao colo da planta, rente à superfície do solo 

(Figura 10 B). Em seguida, com auxílio de um pincel de cerdas finas (esterilizado), uma 

larva com dez dias de idade e um ovo de dez dias de incubação de S. levis foram 

cuidadosamente retirados da dieta artificial e substrato de postura, respectivamente, e 
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introduzidos em cada um dos orifícios. Os orifícios foram vedados com pequenos 

chumaços de algodão embebidos em parafina e cobertos com uma fita plástica flexível 

para impedir a entrada de possíveis insetos ou fungos oportunistas, assim como a saída 

das larvas. A ordem de infestação artificial das larvas e ovos foi realizada primeiramente 

nas plantas do controle e depois nas inoculadas com o fungo.  

O experimento foi inteiramente casualizado, sendo utilizadas 30 plantas para o 

tratamento com fungo e 30 plantas controle, com três repetições. 

 

 

Figura 10 - Infestação artificial. A – Perfuração com auxílio de uma furadeira elétrica; 

B – Disposição dos furos; C - Introdução   do ovo; D - Introdução   da larva retirada 

direto da dieta; E- Vedação com algodão parafina e fita plástica. 

 

3.3.5.3. Avaliação dos danos  

Passados 30 dias da infestação artificial, as plantas foram retiradas dos vasos e 

o solo removido com água corrente. Em seguida, foram realizados cortes transversais 

para eliminação da parte aérea das plantas, deixando apenas a parte basal do colmo 

com as raízes. Na sequência, cada planta foi aberta com um corte longitudinal 

dividindo-se o colmo ao meio, em duas partes iguais, para visualização dos danos 

internos causados pelas larvas de S. levis.  

As plantas foram posicionadas, individualmente, em uma cabine fotográfica, com 

fundo branco, com as dimensões de 20,0 cm x 20,0 cm (Figura 11B) para 

padronização da distância entre a lente da câmera e o colmo. Uma régua foi 

posicionada ao lado das plantas para o estabelecimento da escala (Figura 11 C). As 

imagens foram capturadas por uma câmera digital de celular com 12 megapixel de 
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resolução, armazenadas para análise para estimar os danos utilizando o programa de 

imagem Image J®.  

A estimativa da área danificada pela ação de S. levis foi realizada por uma 

técnica do ajuste limiar de contraste de cores do “software”, que seleciona a área sadia 

(S) da área danificada (D) (Figura 11 D) e contabiliza as áreas selecionadas e converte 

os valores de pixels em cm2, com base na escala estabelecida. Por fim, os valores 

convertidos foram aplicados a uma formula para obter o dano total {AD% = 

[D/(D+S)]*100}. Importante ressaltar que a porcentagem dano foi estabelecida para a 

área danificada da seção longitudinal do colmo, com o percentual sendo a média das 

duas metades seccionadas. Além disso, o corte transversal foi sempre realizado no 

segundo internódio, pois normalmente as larvas de S. levis se desenvolvem na região 

basal da planta. 

 Ao final dos registros fotográficos, as larvas e ovos encontrado nos tratamentos 

foram registrados e transferidos para placas de Petri acrílicas descartáveis (9,0 cm de 

diâmetro) e mantidas em B.O.D. (25± 2°C e 65± 10% UR e 14 horas de fotófase) por 

24h para confirmação da mortalidade. 

 

 

Figura 11 - Avaliação do dano utilizando programa ImageJ®. A - Preparo da planta 

para fotografia; B - Cabine para captura das imagens; C - Imagem do colmo obtida 

para análise; D - Processamento da imagem. 
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3.4. Análises estatísticas  

Para experimento de estimativa da CL50 os dados de mortalidade das foram 

submetidas a análise de variância analisados utilizando o software R® (R Development 

Core Team, 2008). 

Nos experimentos de preferência e avaliação de dano laval de S. levis as 

análises estatísticas e plotagem dos gráficos foram realizadas utilizando o GraphPrism 

V9.1. Dada a distribuição normal observada após o teste de Kolmogorov-Smirnov (α 

= 0,05), as médias de % de danos e % de preferências foram comparadas pelo teste 

t (α= 0,05). 

4. RESULTADOS  

4.1. Estimativa da Concentração Letal (CL50)  

A concentração letal CL50 foi estimada avaliando-se as onze concentrações de 

conídios B. bassiana IBCB66 e uma testemunha sobre as larvas, onde os dados 

obtidos da mortalidade das larvas após os tratamentos foram transformados em 

percentual, enquanto as concentrações dos esporos foram transformadas em 

logaritmo de x (log x), gerando uma curva de dose resposta (Figura 12). O modelo 

sigmoidal avaliado apresentou como CL50 a concentração de 1,6 x 106 conídios ML-1. 

Os resultados confirmam a eficiência da metodologia proposta, podendo ser utilizada 

em larvas de insetos crípticos para estimar concentração letal.  

Analisando a distribuição de mortalidade (Figura 12) das larvas de S. levis pelo 

isolado IBCB66 de B. bassiana foi possível verificar a relação do aumento da 

concentração com a mortalidade das larvas, avaliada 10 dias após a instalação do 

bioensaio, mediante contagem do número de larvas mortas, isto é, aquelas que não 

respondiam ao toque com um pincel pequeno de cerdas macias, bem como a 

confirmação da causa da mortalidade pelo fungo por meio de câmara úmida para 

extrusão do patógeno (Figura 7). 



32 
 

 

Figura 12 - Curva dose-resposta CL50 Beauveria bassiana em larva de Sphenophorus 

levis com coeficientes de dados de mortalidade transformados em percentual e a 

concentração dos esporos em log x. 

 

Os resultados obtidos demonstram a eficácia do método proposto, o qual foi 

registrado em patente, Processo Número BR 10 2023 019045 6, uma vez que as 

larvas apresentaram mortalidade apenas pelos conídios. No controle foi possível 

recuperar as larvas sobreviventes, demonstrando pela primeira vez um método para 

avaliar larvas crípticas, podendo testar outros ativos para controle de larvas de S. levis 

e outros insetos com desenvolvimento críptico. 
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4.2. Confirmação da colonização endofítica 

A confirmação endofítica do fungo B. bassiana na planta de cana-de-açúcar foi 

demonstrada com amostragens de partes de folha, colmo em meio seletivo e de raiz 

com inoculação do fungo no solo próximo das raízes, em comparação com as plantas 

testemunha. Ficou demonstrado a formação de conídios na parte interna das porções 

vegetais amostradas nas plantas tratadas e a não ocorrência do fungo nas amostras 

da testemunha (Figura 13). 

 

Figura 13 - Confirmação endofítica de amostras de folha, colmo e raiz de cana-de-

açúcar inoculadas com Beauveria bassiana na concentração 1,6 x 106 conídios ML-1 

4.3. Avaliação comportamental do inseto aos voláteis das plantas  

As respostas comportamentais de fêmeas de S. levis aos estímulos olfativos 

resultaram em uma preferência de 69,7% dos insetos em relação às plantas controle, 

enquanto apenas 30,3% preferiram as tratadas com B. bassiana na concentração de 

1,6 x 106 conídios ml-1 aplicados via solo, com as plantas controle sendo 2,3 vezes 

mais atrativas do que as tratadas com o patógeno (t = 4,64; df = 8; P = 0,0017) (Figura 

14 A).  
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4.4. Dano larval de Sphenophorus levis em mudas de cana-de-açúcar 

submetidas à colonização endofítica por Beauveria bassiana 

A colonização por B. bassiana nas plantas de cana-de-açúcar afetou 

significativamente o dano causado pelas larvas de S. levis (Figura 15). Durante a 

abertura das plantas para avaliação dos danos, foi possível observar larvas 

parasitadas com o fungo nas plantas inoculadas com B. bassiana via solo, ele não 

sendo constatado nas avaliações das plantas controle (Figura 16 D, E e F).  Dos 

muitos relatos de B. bassiana como um endófito vegetal com ação sobre o inseto 

fitófagos, poucos demonstraram evidências da micose nas larvas (Akello et al., 2008). 
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Figura 14 - A - Porcentagem de fêmeas de Sphenophorus levis repelidas pelas 

plantas de cana-de-açúcar submetidas a tratamento via solo com Beauveria bassiana; 

B - Porcentagem do dano larval de S. levis na seção longitudinal de mudas de cana-

de-açúcar submetidas ou não à colonização endofítica por B. bassiana.  

**Médias diferem entre si pelo teste t (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001; α=0,05). 

 

Figura 15 – Avaliação dos danos causados por larvas de Sphenophorus levis em 

plantas de cana-de-açúcar submetidas (A) ou não (B) à colonização endofítica por 

Beauveria bassiana. 
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Figura 16 - Evidência da micose nas larvas de Sphenophorus levis causada por 

Beauveria bassiana inoculada via solo em plantas de cana-de-açúcar (D, E e F), em 

contraste com insetos sadios provenientes de plantas controle (A, B e C). 

Em plantas inoculadas via solo, a porcentagem de danos foi de 2,73% (Figura 

14 A), enquanto no controle foi de 7,27% (t = 4,15; df = 12; P=0,0013), com a 

colonização endofítica pelo patógeno reduzindo em 38,0% os danos provocados nas 

plantas (Figura 14 B). 

 

5. DISCUSSÃO 

Sphenophorus levis é uma importante praga da cana-de-açúcar, muito devido 

ao comportamento e habitat do inseto que dificulta a ação do controle, uma vez que 

ciclo de vida é longo e complexo, com as larvas e pupas ocorrendo no interior das 

partes basais das plantas (Evangelista et al., 2017).  

Essa dificuldade imposta pelo hábito endofítico das larvas impede o 

desenvolvimento de pesquisas básicas para prospecção e produção de medidas de 

controle com ação direta sobre essa fase, pois a inexistência de metodologias de 

bioensaios específicos para larvas, faz com que as estratégias de controle não sejam 

testadas com efetividade nessa fase (“protegida”) do inseto. Por isso, protocolos de 
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métodos de bioensaios são pré-requisitos importantes para programas voltados ao 

controle de insetos-praga, pois têm como objetivo avaliar a eficácia e determinar 

gradiente de concentrações ou doses de produtos químicos em uma determinada 

população-teste (Mandava, 2018). 

A disponibilidade de método padrão, validado e de fácil execução, é crucial para 

o monitoramento de novos inseticidas ou bioinseticidas ser bem-sucedido, sendo 

apresentado neste trabalho um método para determinação da concentração letal em 

larvas de S. levis tendo uma abordagem inédita e que pode ser replicável com 

possibilidade de se testar inseticidas em larvas de outros insetos com 

desenvolvimento similar (Hader e Erzinger, 2017). 

Experimentos de inoculação artificial com B. bassiana em solo para seu 

estabelecimento artificial como endofítico foi evidenciado em diversas plantas 

cultivadas, com o estabelecimento do fungo afetando adversamente os insetos-praga, 

evidenciando potencial para utilização no manejo de pragas (Vega et al., 2008; Vega 

et al., 2009; Giannoulakis et al., 2023). Sua ação pode se estender sistemicamente 

nos tecidos, atingindo os insetos que ficam protegidos no interior da planta (Wilberts 

et al., 2023; Zhu et al., 2023), com o presente estudo demonstrando que B. bassiana 

cepa IBCB 66 pode colonizar endofiticamente plantas de cana-de-açúcar, quando 

inoculada em solo, e afetar a fase larval de S. levis, influindo no comportamento do 

inseto na busca pelo hospedeiro.  

 O fungo em colonização endofítica afetou significativamente a mortalidade das 

larvas de S. levis, com evidências da extrusão do fungo e redução significativa dos 

danos causados pelas larvas, o que pode ser explicado pelo fato de que o fungo pode 

ter afetado negativamente a alimentação e o desenvolvimento larval, resultando no 

controle das larvas, corroborando com as observações de Akello  (2008), nas quais 

os autores citam que mudas de bananeiras inoculadas com uma suspensão de B. 

bassiana, via colonização endofítica, tiveram redução no dano causado por larvas de 

C. sordidus da ordem de 86,7%, persistindo por pelo menos 4 meses. 

Da mesma forma, B. bassiana no interior de tecidos vegetais de palmeiras 

afetou a sobrevivência larval de Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790) 

(Coleoptera: Curculionidae) (Ricaño et al., 2013), assim como controlou a broca-do-

café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1876) (Coleoptera: Curculionidae) (Vega et al., 
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2009), além de provocar 90,0 % de mortalidade larval de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) 

(Lepidoptera: Gelechiidae) em plantas de tomate, S. lycopersicum (Silva et al., 2020). 

Pesquisas conduzidas por Barta (2018) demonstraram que B. bassiana 

endofítica reduziu a alimentação e a sobrevivência das larvas do bicho-mineiro da 

castanha-da-índia, Cameraria ohridella Deschka e Dimic, 1986 (Lepidoptera: 

Gracillariidae), enquanto Mutune (2016) citam redução significativa na alimentação da 

larva do caule do feijão, Ophiomyia phaseoli (Tryon, 1895) (Diptera: Agromizidae), e 

prejuízos significativos em sua oviposição. 

Outra vantagem da colonização pelo fungo B. bassiana é a produção de 

metabólitos secundários que circulam nas plantas e desencadeiam defesa sistêmica 

induzida que, por sua vez, afetam a aptidão de herbívoros, podendo ainda impedir o 

inseto na busca pelo hospedeiro (Jha et al., 2023; Pirttilã et al., 2023; Zhu et al., 2023). 

No presente estudo ficou comprovado que as fêmeas de S. levis são capazes de 

identificar plantas de cana-de-açúcar tratadas com B. bassiana evitando-as, revelando 

ser uma ferramenta útil para ser adicionada na proteção, por exemplo, de mudas-pré-

brotadas em campo contra o ataque de S. levis. 

A repelência dos adultos em relação às plantas tratadas com fungo pode ser 

atribuída a  mecanismos de interação entre a planta e o fungo, um complexo processo, 

mediado por alterações metabólicas na planta colonizada, o que já foi confirmado por 

diversos estudos que relatam que no momento da colonização pelo fungo 

entomopatogênico o sistema de defesa da planta é ativado, assemelhando-se a uma 

infecção por  fitopatógeno, com a produção de enzimas conhecidas como 

“biocatalisadores”, acarretando reações bioquímicas específicas com produção de 

metabólitos ativos para resistência (Wei et al., 2020; Hu e Bidochka, 2021; Gupta et 

al., 2022). 

A colonização dos fungos entomopatogênicos pode alterar a qualidade 

nutricional das plantas colonizadas, como também modificar os perfis voláteis emitidos 

por elas, modulando as interações entre insetos e plantas, o que pode influenciar o 

tempo de desenvolvimento, a fecundidade, a localização do hospedeiro ou o 

comportamento de oviposição dos insetos herbívoros (Rondot e Reineke, 2017; Duffy 

et al., 2018). A alteração no comportamento de seleção hospedeira é uma faceta 

crucial decorrente de alterações fisiológicas nas plantas após colonização endofítica 
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e produção de metabólitos secundários, o que afeta a interação hebívoro-planta, 

podendo auxiliar no manejo de pragas  (Jensen et al., 2020; Lozano-Soria et al., 2020; 

Bamisile et al., 2021; Quesada-Moraga et al., 2022 Russo et al., 2022; Samal et al., 

2023; Zhu et al., 2023).  

Há fortes evidências dos múltiplos papéis de B. bassiana como endofítico na 

proteção das plantas, porém esse mecanismo permanece obscuro e precisa ser 

melhor avaliado, pois a associação endofítica ainda deixa lacunas sobre as condições 

e seu desempenho quanto à variedade da planta, estado nutricional, características 

físico-químicas-microbianas do solo, isolado fúngico, sistema de aplicação do fungo, 

densidade do inóculo fúngico e condições ambientais (Jaber e Enkerli, 2016 e 2017; 

Ghosh et al., 2020).  

A estratégia utilizada neste trabalho demonstra o fungo B. bassiana como 

endofítico em plantas de cana-de-açúcar, o que pode ser considerado como uma 

alternativa promissora no controle de S. levis, visto que apresenta benefícios como 

menor custo, quando comparada com a estratégia de biocontrole inundativo, e que a 

aplicação via solo demanda menor volume de inóculo para promover a colonização 

do hospedeiro, além de proteger dos estresses abióticos ambientais, inferindo-se que 

tenha efeitos positivos sobre a persistência do fungo (Quesada Moraga, 2020). A 

abordagem aqui proposta para o controle de S. levis contribui para superação de 

obstáculos tradicionais que impedem a ampla disseminação e adoção do controle 

microbiano. 

6. CONCLUSÃO 

O potencial da associação do fungo entomopatogênico em colonização 

endofítica na cana-de-açúcar e seu efeito sobre S. levis foram revelados nesse 

estudo, o que resultou no controle da fase larval e proteção da planta. A inoculação 

de B. bassiana em plantas de cana-de-açúcar reduziu o dano e a preferência de S. 

levis, revelando pela primeira vez que a aplicação do fungo entomopatogênico via solo 

atingiu o estágio larval do inseto (negativamente), demonstrando o grande potencial 

da estratégia para o manejo da praga.   
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