UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

SUSCEPTIBILIDADE DAS FASES DO CICLO DE VIDA DE
Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) A ACAO
DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Lucas Detogni Simi
Bidlogo

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Julho de 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

SUSCEPTIBILIDADE DAS FASES DO CICLO DE VIDA DE
Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) A ACAO DE
FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Lucas Detogni Simi
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Monteiro

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterindarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencao do titulo de Mestre em Microbiologia
Agropecuaria.

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Julho de 2010



Simi, Lucas Detogni
S589s Susceptibilidade das fases do ciclo de vida de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) a agéo de fungos
entomopatogénicos / Lucas Detogni Simi. — — Jaboticabal, 2010
xiii, 64 f. :il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinéarias, 2010

Orientador: Antonio Carlos Monteiro

Banca examinadora: Odair Aparecido Fernandes, Luis Garrigos
Leite.

Bibliografia

1. Metarhizium anisopliae. 2. Neauveria bassiana. 3. Isaria
farinosa. 4. Controle Biol6gico. 5. Patogenicidade. I. Titulo. II.
Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 632.937:595.7

Ficha catalogréfica elaborada pela Seg¢do Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal






DADOS CURRICULARES DO AUTOR

LUCAS DETOGNI SIMI — Filho de Agostinho Simi e Zaira Isabel Detogni, nascido no
municipio de Jaboticabal-SP, em 17 de agosto de 1984. Bidlogo, graduado pelo
Centro Universitario Bardo de Maua em Janeiro de 2006. Estagiou no Laboratério de
Ecologia de Microrganismos de Fevereiro de 2006 a Agosto de 2007. Mestrando em
Microbiologia Agropecuaria pela UNESP- Campus de Jaboticabal, com inicio em
marco de 2008, sendo bolsista da CAPES. Durante o periodo de estagio e do curso
de mestrado participou de congressos e publicou trabalhos na area de controle
microbiano de insetos. Obteve o titulo de mestre em Microbiologia Agropecuaria em
Julho de 2010.



0%72//5&{(50 de ciencia nos % tsta de Dews,
White, nos aproima.

%{([A %fe{m

1822-1895



Vi

As pessoas mais importantes da minha vids,

Minha mae Zaira, meu pai Agostinho, e meu padrasto Waldir

As pessoas que fizeram todo o possivel para que este sonho fosse
realizado. Por sempre estarem ao meu lado nos momentos bons e ruins.
Por serem a seguranca que precisei nos momentos de dificuldade. Por

me apoiarem quando foi preciso e me guiarem pelo caminho correto, por
todo o amor.

Meus Irmaos Felipe e Matheus

Pelo companheirismo, cumplicidade e pelo apoio que somente um irmao
€ capaz de dar.

adico



Vii

Aos meus tios Ana Erica e Mozar e minha madrinha Cristina.
Pela ajuda e por sempre me incentivarem, em todos os momentos da

minha vida

Aos meus avos Victorio (in memoriam) e Geni
Por tantas alegrias e carinhos, por sempre me protegerem até quando eu

nao estava certo

As minhas primas Monize, Mellize, Adriana e Jane

Pelos bons momentos, pela atencéo e pelo carinho

Oferego



viii

A minha grande amiga Aline Almeida

Por ter me dado todo o apoio, pelas idéias, pela competéncia, pela dedicacdo ao meu
trabalho como se fosse préprio, pelas conversas e incentivo, e principalmente pela

amizade e carinho, sem a qual meus dias seriam muito mais dificeis

Ao meu grande amigo Marcos Valério Garcia
Pelos conselhos, por todo o conhecimento e experiéncia que a mim foi passado, por

ser rigido quando foi necessario e pelo carinho em todos os momentos

Agradego em especial



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter guiado minha trilha, protegido meus passos, inspirado meus

pensamentos, e iluminado meu caminho no desenvolvimento deste trabalho.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP, Campus de

Jaboticabal, pela oportunidade de realiza¢do do curso de mestrado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior/CAPES, pela

concessao da bolsa de estudos no curso de mestrado.

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Monteiro, pela oportunidade, confianca, atencéo,

ensinamentos e acima de tudo, pela amizade.

Aos professores Dr. Luis Garrigos Leite e Dr. Odair Aparecido Fernandes, pela
disponibilidade em participar da banca examinadora, pelas correcdes e conselhos, tdo

necessarios e fundamentais a este trabalho.

Aos professores Dr. Sergio Antonio de Bortoli e Dr. Ely Nahas, pela participagéo
essencial neste trabalho, e pela disponibilidade em participar da banca examinadora
de qualificacao.

Ao Prof. Dr. José Carlos Barbosa pela ajuda com as andlises estatisticas.

Ao funcionario do Centro de Tecnologia Canavieira, Dr. Luiz Carlos de Almeida,

pelos conhecimentos passados, pela disponibilidade e pelos insetos fornecidos.

A funcionéria da Usina Santa Adélia, Dagmara Gomes, por sempre fazer o possivel

para atender meus pedidos e pelos insetos fornecidos.



Aos meus amigos de laboratorio Aline Almeida, Dinalva Mochi, Marcos Valério,
Danilo da Matta, Flavia Barbosa, Ana Carolina, Aline Botelho, Carime Moraes,
Manuela Teodoro, Nancy Prette, Lourenco Lanza e Luciana Yoshida, pelo

companheirismo, ensinamentos, auxilio e dedicacéo.

As estagiarias Agatha, Mariana e Elisa, pela ajuda e auxilio sempre oportunos.

As funcionérias do Departamento de Microbiologia da FCAV, Edna D’aquila, e
Rosangela de Andrade Vaz, pela atencdo, cuidados prestados, conselhos e

amizade.

Aos pos-graduandos do Departamento de Entomologia, Natélia Miranda, Alessandra
Marieli e José Rossato Jr., pela amizade, pelas informacgdes preciosas e pela ajuda

no planejamento dos experimentos.

Aos amigos Bruno Belesso, Thalita Louise, Karina Parada, Karla Parada, Catarina
Horta, Fernanda Mangolini, Giseli Ferracini, Rafael Coelho, Renan Lopes, Inés
Garcia, Hurzana de Mello, Diane Veloso, Thais Mariano, Gabriela Borges,
Patricia Vieira e Isabela Facchina, pela amizade e -carinho, essencial e

imprescindivel durante a realizacao deste trabalho.

Aos meus familiares e amigos, que com pequenos e grandes atos, incentivaram e

cooperaram para que este trabalho fosse realizado.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram com este trabalho.

Muito Obrigado!



Xi

SUMARIO

DADOS CURRICULARES DO AUTOR ......uuiiiiiiii et iv
SUMARIO ...ttt ettt et e et e et e et e et e etee st e e etesaeesbeeeteeneesreesteantesrens Xi
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e et e e e e e e e eaeas Xiii
LISTA DE TABELAS ... et e et e e e e e e e e eaees Xiv
CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS .......ccecteieeiecteeeeceeeee e, 1
(BN 200 51007\ J 1
1. OBJIETIVOS ...t e e e e et e e et et e b e e e e eetb e eaaeees 2
. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 3
3.1. FUNQOS ENtOMOPAtOGENICOS. ... .o e i eiiiiiiiieiiiiiiit et e e e e e e e e eeas 3
3.2. Diatraea SaCCharaliS.............cccoiiiiiiiiiiieiiii e 4

G 00 I = 1T (o o - TSSO 4

3.2.2. DANOS ... 5

3.2.3. CONMIOIE ..o 6

3.2.4. O Controle BiOlOGICO ......cccoieiiiiiiieeiii e 6

IV. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt et e s e aeeee e 8
CAPITULO 2 — APLICACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS EM OVOS E
LAGARTAS DA BROCA DA CANA-DE-ACUCAR ... 12
L INTRODUGAOQ ......oviieeeeete ettt ettt ettt eesene et e et e ese e ateetestenearsereneenes 14
1. OBJETIVOS ... e et e e e e e et e e e et e e e ean e e e ananns 15
. MATERIAL E METODOS ....oooiiiiecte ettt sttt s stnsre e 16
TR I | 0 151 (0 1 ST PP UPPPTPTRPRPPPRIN 16
T2 o U] o [ L TR UUPPPPPTRPURPPPPTT 16

3.3. Bioensaio com massas de ovos de D. saccharaliS ........cooveeveeeiiiiiiiiiieenn, 16



Xii

3.4. Bioensaio com lagartas de D. saccharaliS..........c.coooooeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 17
3.5. Delineamento experimental e analise estatistica..............cccccvvviviiiiiiiiininennnnn. 18
IV. RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .....coctiteieeeeeieeeeeeeeeeteseetenaes e eteis s e eteesenannanes 19
4.1. Bioensaios com massas de ovos de D. saccharalis...............uiiiininiinniinnnnnn. 19
4.2. Bioensaios com lagartas de D. saccharaliS............ccccoevvviiiiiiiiiiiiiinn e, 21
V. CONCLUSAO ..ottt ettt s e ea e e e s e 24
VI REFERENCIAS ...ttt ettt sttt e e sa e tesae st enaeteseeaenaanens 25

CAPITULO 3 - EFEITOS CAUSADOS PELA APLICACAO DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS NAS FASES DE PUPA E ADULTO DA BROCA DA

CANA-DE-ACUCAR .....oootitieeeeeeee et ettt et ettt a et testeeteereeaesee e 29
I INTRODUGAO ...ttt ettt ettt 31
1. OBJIETIVO ettt e e e et e e e e tb e e e e e enaa s 32
. MATERIAL E METODOS ....ocuoiiiieite sttt ettt sts et stn e e enaenns 32
TR I | 0151 (0 1 ST PP UPPPTPRRPPPPPRIN 32
T2 o U] o [ L TP UPPPPPTRRURPPPPTTN 32
3.3. Bioensaio com pupas de D. saccharaliS ........ccccoeviiiiieiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
3.4. Bioensaio com adultos de D. saccharalis...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
3.5. Delineamento experimental e andlise estatistiCa.............ccccoevvvvvvviiiiicciieeeenn. 34
IV. RESULTADOS E DISCUSSAD.......oeiiieieeee ettt sn e 35
4.1. Bioensaios com pupas de D. saccharaliS.........ccouveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiciiinee e 35
4.2. Bioensaios com adultos de D. saccharaliS: ..........ccccccoeeiiiiiiiniiiiiiiiiiieeeeee 39
V. CONCLUSAO ..ottt ettt e e e e ses e ee s s 42

VI REFERENCIAS ..ottt ettt ettt n et en et e erens 42



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Xiii

LISTA DE FIGURAS

Ovos (A) e lagartas (B) de Diatraea saccharalis apresentando extrusdo do

fungo Metarhizium anisopliae............oooo i 18

Gaiola de PVC utilizada para acondicionar adultos de Diatraea saccharalis........ 33

Pupas (A) e adultos (B) de Diatraea saccharalis apresentando extrusdo do

fungo Metarhizium anisopliae...........ooooiiiiiiiiiii e 35



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Xiv

LISTA DE TABELAS

Viabilidade e periodo de incubacdo de ovos de Diatraea saccharalis
tratados com diferentes concentracbes de conidios de Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria farinosa, e os efeitos desses
fungos no periodo e viabilidade das lagartas
ECIOTIAAS. ... e

Mortalidade, periodo e viabilidade de lagartas de Diatraea saccharalis
tratadas com diferentes concentragcbes de conidios de Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria farinosa, e seus efeitos sobre

AS PUPAS FOrMATAS. ......ccevieiiiee e e e e e s

Mortalidade, periodo pupal e viabilidade de pupas de Diatraea
saccharalis tratadas com diferentes concentracdes de conidios de

Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria farinosa..................

Longevidade e fecundidade de adultos de Diatraea saccharalis
emergidos de pupas tratadas com diferentes concentracfes de conidios

de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa...............

Mortalidade, longevidade e fecundidade de adultos de Diatraea
saccharalis tratados com diferentes concentracdes de conidios de

Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria farinosa..................

20

22

36

38



XV

SUSCEPTIBILIDADE DAS FASES DO CICLO DE VIDA DE Diatraea saccharalis
(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) A ACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

RESUMO: A broca da cana Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) é responsavel por grandes prejuizos na cultura da cana-de-
acucar. O controle tem como alvo principal somente a fase de lagarta. No entanto, a
eficiéncia pode ser maior atingindo fases do ciclo da praga mais expostas aos
agentes de controle. O objetivo deste estudo foi avaliar a patogenicidade de
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Isaria
farinosa (Holmsk.) Fr. para ovos, lagartas, pupas e adultos de D. saccharalis e avaliar,
através da analise de parametros biologicos, os efeitos no ciclo de vida da praga.
Ovos postos no periodo de 24 horas, lagartas com 15 dias de desenvolvimento,
pupas recém formadas e adultos com 24 horas de vida foram inoculados com os
fungos nas concentracdes de 108 10" e 10° conidios mL™. A viabilidade dos ovos foi
afetada significativamente no tratamento com 10° con. mL™ de M. anisopliae, mas as
lagartas sobreviventes ndo foram afetadas em nenhum outro paradmetro avaliado. M.
anisopliae e B. bassiana causaram mortalidade de lagartas principalmente nas
concentracdes de 10® e 10’ con. mL™, enquanto a viabilidade pupal e o peso de
pupas fémeas formadas a partir de lagartas tratadas foram reduzidos apenas pelos
tratamentos com 10% e 10’ con. mL™ de M. anisopliae, respectivamente. I. farinosa
ndo se mostrou patogénico para as fases de ovo e lagarta de D. saccharalis. O
tratamento com 10° con. mL™ de M. anisopliae e B. bassiana produziu 52,0 e 42,0%
de mortalidade de pupas, respectivamente, afetando também a viabilidade de pupas e
a longevidade de adultos emergidos. A fecundidade destes adultos foi severamente
afetada por |. farinosa na concentracdo 10 con. mL™ e pelos outros fungos em todas
as concentracOes avaliadas. Verificou-se grande mortalidade de adultos tratados com
todas as concentracdes de M. anisopliae e com 10’ con. mL™ de B. bassiana. A

longevidade e a fecundidade nao foram afetadas pelos fungos, e a viabilidade dos
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ovos postos pelas fémeas tratadas foi significativamente reduzida pelo tratamento
com 10°e 10° con. mL* de B. bassiana. A aplicacdo de M. anisopliae em ovos diminui
a eclosao de lagartas, e de B. bassiana em adultos, reduz a viabilidade dos ovos
postos pelas fémeas. Portanto, este estudo mostrou que tais fungos podem ser
eficientes no controle de outras fases do ciclo de vida da broca da cana, além da fase

larval.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa,
Diatraea saccharalis, controle biologico, patogenicidade.
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SUSCEPTIBILITY OF Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
LIFECYCLE STAGES TO ACTION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

SUMMARY: The sugarcane borer Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) is responsible for high losses in sugarcane. The larval stage
is the main target of control. However, the efficiency can be higher by reaching
different and more exposed stages with more exposure to the control agents. The aim
of this study was to evaluate the pathogenicity of Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Isaria farinosa (Holmsk.) Fr. to eggs,
larvae, pupae and adults of D. saccharalis and to evaluate the effects on pest lifecycle.
Eggs with 24 hours, larvae with 15 days of development, newly formed pupae and
adults with 24 hours of life were inoculated with fungi at concentrations of 108, 10" and
10° conidia mL™. The eggs viability was significantly affected in the treatment with 10®
con. mL™? of M. anisopliae, but the survival larvae were not affected in any of the
analyzed parameters. M. anisopliae and B. bassiana caused larval mortality mainly at
concentrations of 10® and 10" con. mL™, while pupae viability and female pupal weight
formed from treated larvae were reduced only by treatments with 10® and 10’ con.
mL™* of M. anisopliae, respectively. |. farinosa wasn’t pathogenic to eggs and larvae of
D. saccharalis. The treatment with 10® con. mL™ of M. anisopliae and B. bassiana
produced 52.0 and 42.0% pupae mortality respectively, also affecting the pupal
viability and the longevity of adults. The fecundity of these adults was severely
affected by . farinosa in the concentration of 10° con. mL™ and by other fungi in all
evaluated concentrations. High mortality of treated adults with all concentrations of M.
anisopliae and with 10’ con. mL™* was observed. The longevity and fecundity were not
affected by the fungi, and the eggs viability laid by treated females was significantly
reduced by treatment with 10° and 10°® con. mL™? of B. bassiana.The M. anisopliae

application in eggs reduced the larvae hatching, and of B. bassiana in adults, reduces
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the eggs viability laid by females. So, this study showed that the evaluated fungi can

be efficient in control of othe stages of sugarcane borer lifecycle, besides larva.

Keywords: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa, Diatraea
saccharalis, biological control, pathogenicity.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

l. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de cana-de-acucar, com
area total plantada de 9.694.448 hectares (IBGE, 2009). O aumento da procura
pelo etanol tem criado grandes expectativas no mercado sucroalcooleiro. Por ser
um combustivel renovavel, mais econbmico e menos poluente que o0s
combustiveis fésseis, o etanol teve ampla aceitacdo no mercado brasileiro e tem
atraido a atencdo dos paises da comunidade européia, Japdo e os Estados
Unidos, que além de diminuirem a emissdo dos gases que causam o efeito estufa,
também querem diminuir sua dependéncia do petroleo.

Com o aumento da demanda, a area de plantio da cana-de-acucar tem
aumentado a cada ano. Em 2009, a producdo nacional foi de cerca de 690
milhdes de toneladas, 6,6% superior a 2008 (IBGE, 2009), impulsionada pelo
aumento crescente da demanda por etanol, que fez com que as usinas
expandissem a area cultivada nos ultimos anos. O Estado de Sdo Paulo, com uma
producéo de 346.293.389 toneladas, é responsavel por aproximadamente 50% da
producdo nacional de cana-de-acucar. Para o ano de 2010, espera-se, que a
producdo paulista ultrapasse os 370 milhdes de toneladas, com 70% de sua
colheita mecanizada, empregando cerca de 200 mil trabalhadores, entre a
industria, colheitas mecanizada e manual (UNICA, 2009).

Para manter a elevada produtividade da cana-de-aglcar, muito tem sido
investido no estabelecimento e conducdo da cultura destacando-se diversos
aspectos como o Manejo Integrado de Pragas, principalmente pelo uso de novas
alternativas de controle (GALLO et al., 2002).

As extensas éareas de cultivo de cana-de-acUcar distribuidas por todo
territério brasileiro, porém, mais adensadas no Estado de S&o Paulo, bem como a

regido climatica em que se encontram, propiciam um agroecossistema muito



favoravel ao desenvolvimento de insetos-praga. Dentre elas, a broca da cana-de-
acucar Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) € considerada uma das
pragas mais importantes, devido a sua sazonalidade e alta frequéncia de
ocorréncia, gerando danos e prejuizos a cultura (PINTO et. al., 2006).

Os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill,,
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok e Isaria farinosa (=Paecilomyces
farinosus), sdo mundialmente conhecidos e utilizados como agentes
biocontroladores de inuUmeras pragas agricolas. Essas espécies apresentam
potencial de controle para diversas ordens de insetos (BRIDGE et al. 1990,
ALVES 1992, PEREIRA et al. 1993), inclusive para lepidépteros pragas, como
Plutella xylostella (L.) (VANDEMBERG et al., 1998), Alabama argillacea (Huebner)
(CESAR FILHO, 2000), Mamestra brassicae e Spodoptera littoralis (MANIANIA &
FARGUES, 1992) bem como D. saccharalis (ALVES et al. 1984).

Contudo, na fase larval de D. saccharalis, apesar de susceptivel a fungos,
o controle é dificultado, ja que ap0s a eclosao, o inseto alimenta-se do parénquima
foliar, em direcdo a bainha da folha, e na passagem para o segundo instar ja
penetra no colmo, ficando mais protegido (GALLO et al. 2002). Sendo assim, a
fase do inseto que se encontra mais exposta para a aplicacdo seria a de ovo,
localizado comumente na parte dorsal das folhas. Porém, sdo escassos 0Ss
trabalhos na literatura trabalhos avaliando a patogenicidade de tais fungos para
esta e as demais fases do ciclo de vida do inseto, bem como os efeitos causados

nos parametros bioldgicos da broca.

II. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a patogenicidade de M. anisopliae, B.
bassiana e |. farinosa para ovos, lagartas, pupas e adultos de D. saccharalis e
avaliar, através da analise de parametros bioldgicos, os efeitos no ciclo de vida da

praga.



lll. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Fungos Entomopatogénicos

Os fungos entomopatdégenos vém sendo estudados, no Brasil, ha
mais de sessenta anos. Um programa muito conhecido de utilizacdo de fungo
neste pais € o do controle da cigarrinha Mahanarva posticata (Stal, 1855)
(Hemiptera: Cercopidae) em cana-de-acucar (ALVES, 1998). O controle
microbiano das cigarrinhas que atacam pastagens e a cana-de-acucar € um dos
programas mais antigos, com a aplicacdo do fungo M. anisopliae que,
normalmente, € encontrado causando epizootias em populacdes desses insetos.
No caso da cana-de-agUcar, destaca-se 0 controle da cigarrinha-da-raiz
Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae), que tem causado
grandes prejuizos na lavoura devido a proibicdo da queima da cana na colheita, o
gue forca os produtores e as usinas a investirem na pesquisa, producdo e
aplicagao de M. anisopliae (ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2001).

Assim, dependendo das condicbes ambientais, como temperatura,
umidade, luz, radiacdo ultravioleta, além das condi¢des nutricionais e da grande
suscetibilidade, o hospedeiro é infectado, geralmente, através do tegumento com
a adesdo, germinacdo e penetracdo dos conidios por meio de forcas fisicas, pelo
rompimento do tegumento, e quimicas, pela elaboracdo de enzimas que provocam
a histolise dos tecidos da cuticula. O fungo entdo ramifica-se colonizando o
hospedeiro desde os corpos gordurosos, até o sistema nervoso, 0 que provoca a
morte do inseto devido a producdo de micotoxinas e ao esgotamento de nutrientes
(ALVES, 1998).

Os fungos sdo patdgenos de largo espectro. Sdo capazes de atacar
insetos aquaticos e fitdfagos que vivem na parte aérea das plantas e no solo,
podendo causar epizootias naturais. Podem infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo esta

uma caracteristica muito desejavel e peculiar deste grupo. Alguns séo virulentos e



a maioria é altamente especializada na penetracdo via tegumento, o que os coloca
em vantagem quando comparados com outros grupos de patdégenos que SO
atacam o inseto por infec¢do via oral, penetrando através do meséntero (ALVES,
1998).

Segundo ALVES (1998), a selecdo se isolados é a base para uma
implantacdo de um programa de controle bem sucedido, representando também
uma etapa inerente no desenvolvimento de um bioinseticida. Este procedimento é
recomendado principalmente devido a enorme variabilidade genética existente
entre os entomopatdégenos, o que lhes confere diferentes e importantes
caracteristicas como patogenicidade e viruléncia a grupos especificos de insetos.
Para lagartas de D. saccharalis, ZAPPELINI (2009) encontrou uma diferenca entre

isolados que variou de 10% a 90% na capacidade de causar mortalidade.

3.2. Diatraea saccharalis

E a principal praga da cana-de-aclicar, sendo provavelmente
originaria da América do Sul (GALLO et al., 2002)

3.2.1. Biologia

Segundo GALLO et al. (2002), os ovos séo colocados geralmente na face
dorsal das folhas, com um agrupamento muito caracteristico semelhante a uma
escama de peixe. As massas de ovos contém em média de 5 a 50 ovos e a fémea
durante seu ciclo pode colocar de 300 a 600 ovos, os quais demorardo em torno
de quatro a nove dias para que ocorram as primeiras eclosfes de larvas. As
lagartas recém-nascidas alimentam-se inicialmente do parénquima foliar, e direcao
a bainha. Apds sua primeira ecdise, penetram no colmo e abrem galerias de baixo
para cima. Estas galerias podem ser longitudinais, mais comuns, ou transversais.

Ao atingirem o completo desenvolvimento, em média aos 40 dias, medem cerca



de 22 a 25 mm de comprimento, apresentando coloracdo amarelo-palida e cabeca
marrom. Fazem entdo um orificio para o exterior, fechando-o com fios de seda e
serragem, empupam, e apos um periodo que varia de 9 a 14 dias, das pupas, de
coloracdo marrom castanha, emergem o0s adultos, que saem pelo orificio
anteriormente feito pela lagarta. O adulto € uma mariposa com as asas anteriores
de coloragcdo amarelo-palha, com alguns desenhos pardacentos, e asas
posteriores esbranquicadas, com 25 mm de envergadura. As fémeas sao maiores,
com abddémen dilatados e os machos com o Ultimo par de pernas cobertos por
cerdas, possuem em média 2 a 9 dias de longevidade (GALLO et al., 2002; PINTO
et al., 2006). O ciclo evolutivo completo é de 53 a 60 dias, e podem dar até quatro
geracdes anuais, em casos excepcionais até cinco, dependendo das condi¢cdes
climaticas. Na ultima geragéo, ha um alongamento do ciclo, ficando a lagarta no
interior do colmo por 5 a 6 meses. As geracdes podem se desenvolver tanto nos

colmos da cana como nos do milho.

3.2.2. Danos

Os danos provocados pela lagarta de D. saccharalis podem ser diretos,
por meio de abertura de galerias no interior do colmo da planta, que provocam a
morte das gemas, falhas na germinacdo e reduzem o fluxo de seiva, além de
torna-la mais suscetivel ao tombamento pela a¢do do vento e chuvas. Em plantas
mais novas, a broca causa a seca dos ponteiros, chamado de “coragcdo morto”; 0s
danos indiretos ocorrem quando os as aberturas geram uma porta de entrada para
microrganismos fitopatogénicos no interior do colmo, como a podriddo vermelha,
gue pode abranger toda a regido compreendida entre as galerias atacadas, pela
acéao dos fungos Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme (complexo broca-
podriddo), que invertem a sacarose, diminuindo assim a pureza e qualidade do
caldo, além de um decréscimo no rendimento de alcool e aglcar (GALLO et al.,
2002).



3.2.3. Controle

A época adequada para o controle é quando a intensidade de infestacdo &
igual ou superior a 3%. A recomendacédo é que sejam tomadas medidas quando o
monitoramento encontra 1000 lagartas ha®, porém na pratica, o NC (nivel de
controle) adotado é préximo de 500 lagartas ha™. Segundo GALLO et al. (2002) ha
varias medidas que sdo tomadas contra a praga:

O controle cultural consiste no plantio de variedades resistentes a praga,
o corte de cana sem desponte, moagem rapida, eliminacdo de plantas
hospedeiras nas proximidades do canavial, como milho e milheto.

O controle quimico recomendado para o controle desta praga consiste na
aplicacdo em pulverizacdo, nas proximidades do “palmito” (conjunto de folhas
centrais), fazendo uso de algum dos produtos recomendados, tendo como
ingredientes ativos o triflumuron (Alsystin 250 PM), lufenuron (Match CE), ou
fipronil (Regent 800 GrD) (GALLO et al., 2002; MAPA, 2009). Esta ultima condig&o
é vital no sucesso do controle, pois segundo DE BORTOLI et al. (2004), uma vez
no interior do colmo, o contato do produto, tanto biolégico quanto quimico, com as

lagartas torna-se muito dificil.

3.2.4. O Controle Bioldgico

Mais recentemente, com a conscientizacdo do uso de produtos menos
agressivos ao meio ambiente e a salude humana, diversos centros de pesquisa
vém estudando agentes biolégicos para o controle de pragas, com destaque para
os fungos entomopatogénicos e parasitoides.

De modo geral, o controle biolégico é realizado com sucesso através de
parasitéides que sdo possiveis de serem produzidos em laboratério. Atualmente o
manejo da broca da cana-de-aglUcar vem sendo feito com o parasitéide larval
Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae). As primeiras liberagbes massais no

Brasil foram realizadas no ano de 1977 no Estado de S&o Paulo, expandindo-se



gradativamente nos anos seguintes. Os indices de parasitismo passaram de
0,14% em 1979 para 30 a 40% no fim da década de 90. O sucesso na utilizacédo
desta vespa foi devido as facilidades da producdo massal em laboratorios de
criacdo e a sua capacidade de localizacdo da praga (BOTELHO & MACEDO,
2002).

Outro inimigo natural eficiente no controle da broca € o microhimendptero
Trichogramma galloi que ataca ovos de lepidopteros. O parasitoide pode ser
produzido em larga escala em laboratérios e ser liberado no campo, regulando a
populacdo da praga (BOTELHO et al., 1995). Atualmente ndo ha larga producao
deste parasitoide.

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae séo
mundialmente conhecidos e utilizados como agentes biocontroladores de
inUmeras pragas agricolas. Essas espécies apresentam potencial de controle para
diversas ordens de insetos (BRIDGE et al. 1990, ALVES 1992, PEREIRA et al.,
1993), inclusive para lepidopteros pragas como Plutella xylostella, Alabama
argillacea e Diatraea saccharalis (ALMEIDA, 2009; CESAR FILHO, 2000;
ZAPPELINI, 2009).

De acordo com ALVES (1998) e COUTINHO (2009), D. saccharalis é
suscetivel aos fungos Beauveria bassiana e M. anisopliae, sendo que esse fungo
ocorre naturalmente em cerca de 10% das lagartas nas condi¢cdes do Nordeste.
Estes fungos sdo patogénicos para todos os estagios de desenvolvimento da
broca, atuando com eficiéncia em ovos com um a dois dias de idade. Em

experimentos realizados em condigbes de campo, foi constatada a infeccdo de

58% de lagartas por M. anisopliae e 44% por B. bassiana, com dosagem de 1013
conidios ha™.

Em ensaios de laboratorio, WENZEL et al. (2006) constataram que o
fungo B. bassiana foi patogénico para lagartas da broca da cana-de-agcucar em
todas as concentracfes avaliadas, sendo que a mortalidade aumentou com o
tempo e com as concentracdes. Resultados apresentados por FOLEGATTI (1985)
mostraram que a aplicagdo conjunta de M. anisopliae e C. flavipes gera mais

mortalidade que a aplicagdo do fungo isoladamente e ndo ha interferéncia, ou



seja, 0 fungo ndo se mostrou patogénico aos diferentes estagios de
desenvolvimento da vespinha, porém nao foram feitos ensaios em campo. Logo, o
fungo M. anisopliae merece ser estudado como mais um agente de biocontrole da
broca da cana-de-acglcar, vindo a incrementar 0 manejo integrado de pragas na
cultura da cana-de-agucar.
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CAPITULO 2 — APLICACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS EM OVOS

E LAGARTAS DA BROCA DA CANA-DE-ACUCAR

RESUMO: A broca da cana Diatraea saccharalis é responsavel por grandes
prejuizos na cultura da cana-de-acucar. O objetivo deste estudo foi avaliar a
patogenicidade de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e lsaria farinosa
para ovos e lagartas de D. saccharalis por meio da analise de alguns parametros
biolégicos destas fases do ciclo de vida do inseto. Ovos com 24 horas de postura
e lagartas de 15 dias foram inoculados com os fungos nas concentracdes de 10°,
10" e 10® conidios mL™. A viabilidade dos ovos foi afetada significativamente no
tratamento com 10° con. mL™* de M. anisopliae, mas as lagartas eclodidas n&o
foram afetadas em nenhum parametro avaliado. M. anisopliae e B. bassiana
causaram mortalidade de lagartas principalmente nas concentracées de 10® e 10’
con. mL?, enquanto a viabilidade pupal e o peso de pupas fémeas foram
significativamente reduzidos apenas pelos tratamentos com 10° e 10’ con. mL™* de
M. anisopliae, respectivamente. O isolado de I. farinosa ndo se mostrou

patogénico para as fases de ovo e lagarta de D. saccharalis.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa,

Diatraea saccharalis, controle biologico.
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CHAPTER 2- APPLICATION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI ON EGG AND
LARVAE STAGES OF SUGARCANE BORER

SUMMARY: The sugarcane borer Diatraea saccharalis is responsible for
high losses in sugarcane culture. The aim of this study was to evaluate the
pathogenicity of Metarhizium anisiopliae, Beauveria bassiana and Isaria farinosa to
eggs and larvae of D. saccharalis analyzing some biological parameters of these
stages of the insect lifecycle. Eggs with 24 hours and larvae with 15 days of life
were inoculated with the fungi in the concentrations 10°, 10" and 10° conidia ml™.
The viability of eggs was significantly affected in 10® con. ml™ treatment of M.
anisopliae, but the larvae weren’t affected in none of evaluated parameters. M.
anisopliae and B. bassiana caused larvae mortality mainly in 10° e 10° con. mI*
concentrations, while the pupae viability and weight of female pupae were
significantly reduced only by treatments with 10° and 10’ con. ml* of M.
anisopliae, respectively. The strain of I. farinosa was not pathogenic to larvae and

eggs of D. saccharalis.

Key words: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa, Diatraea

saccharalis, biological control.
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l. INTRODUCAO

A broca da cana-de-acucar Diatraea saccharalis € uma das principais
pragas da cultura no Brasil, e que devido a sua sazonalidade e alta frequéncia de
ocorréncia, gera prejuizos a cultura (PINTO et al., 2006). Os danos provocados
podem ser diretos, pela perfuracdo do colmo, provocando a morte das gemas e
reduzindo o fluxo de seiva, além de fragilizar e deixar a planta mais susceptivel ao
tombamento por chuvas ou ventos. Em plantas mais novas a broca causa a seca
dos ponteiros, conhecida como “coracdo morto”. Danos indiretos ocorrem pela
lesdo fisica a planta, criando uma porta de entrada para microrganismos
fitopatogénicos, como os fungos Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme,
causadores da podridao vermelha (GALLO et al., 2002).

Segundo DE BORTOLI et al. (2004), o controle torna-se dificultado, uma
vez que a broca penetra no colmo. Medidas tomadas contra lagartas recém-
eclodidas abrangem o controle cultural, com o plantio de variedades resistentes,
moagem rapida, corte de cana sem desponte, eliminacdo de plantas hospedeiras,
como milho e milheto, apds suas colheitas; o controle quimico, préximo ao
conjunto de folhas centrais da planta, com ingredientes ativos como o triflumuron,
lufenuron ou fipronil; e o controle biologico GALLO et al. (2002),.

O controle biolégico é realizado com o parasitdide larval Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae), que possui grande utilizacao devido
as facilidades da producdo massal em laboratérios de criagdo e a sua capacidade
de localizacdo da praga (BOTELHO & MACEDO, 2002). O parasitdide entra no
colmo a procura da lagarta, sendo a de terceiro instar a mais susceptivel ao
parasitismo.

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae s&o
mundialmente conhecidos como agentes biocontroladores de inUmeras pragas
agricolas. Essas espécies apresentam potencial de controle para diversas ordens
de insetos, inclusive para lepidopteros pragas como Plutella xylostella (Linnaeus,

1758) (Lepidoptera: Plutellidae), Alabama argillacea (Hibner, 1818) (Lepidoptera:
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Noctuidae) e para a propria D. saccharalis, atuando com eficiéncia em ovos com
um a dois dias de idade (ALVES, 1998), fase do ciclo mais exposta, ja que a
oviposicao ocorre na face superior das folhas da planta e a eclosédo das lagartas
pode levar até 9 dias (GALLO et al., 2002).

Fungos do género Isaria também s&o conhecidos como potenciais
controladores biologicos, principalmente de lepidépteros (MAKETON et al., 2008).
A patogenicidade de I. farinosa para varios insetos foi relatada por ZIMMERMANN
(2008), porém néo existem trabalhos direcionados para a broca da cana.

Além da mortalidade, fungos entomopatogénicos podem agir sobre
aspectos bioldgicos dos insetos como oviposicdo, fecundidade, viabilidade de
ovos, lagartas e pupas, essenciais para a manutencao do ciclo de vida da praga
no campo (EKESI & MANIANIA, 2000; MULOCK & CHANDLER, 2001).

A maior parte dos estudos sobre a patogenicidade de fungos para D.
saccharalis foi realizada usando apenas o estagio de lagarta, mas de acordo com
ALVES (1998), a susceptibilidade do inseto pode variar em funcdo de suas
diferentes fases de desenvolvimento Contudo, n&o existem estudos que
investigaram os efeitos da aplicacdo de fungos entomopatogénicos nas diversas

fases de vida de D. saccharalis.

Il. OBJETIVOS

Este estudo foi conduzido com o objetivo de verificar a patogenicidade de M.
anisopliae, B. bassiana e |. farinosa para ovos e lagartas de D. saccharalis por
meio da andlise de alguns parametros biolégicos destas fases do ciclo de vida do

inseto.
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lIl. MATERIAL E METODOS

3.1. Insetos

Os ovos de D. saccharalis foram fornecidos pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) de Piracicaba, SP. As lagartas foram fornecidas pelo Laboratorio

de Entomologia da Usina Santa Adélia, Jaboticabal, SP.

3.2. Fungos

Foram utilizados os fungos M. anisopliae, isolado E9, B. bassiana, isolado
JAB 06, e |. farinosa, isolado CG 189, mantidos em culturas estoque no
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Producéo Vegetal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista. Os fungos
foram repicados em placas de Petri contendo meio de cultura de batata-dextrose-
agar (BDA). Incubou-se durante 14 dias em estufa tipo BOD a 25 + 0,5°C, e ap0s
esse periodo foram preparadas suspensées conidiais em solucdo de Tween 80° a
0,1% (v v-!), nas concentracdes 102, 10’ e 10° con. mL™. Foram realizados testes
de viabilidade de acordo com a metodologia de FRANCISCO et al. (2006). S6
foram utilizados para inoculagéo nos insetos quando a viabilidade dos conidios foi
maior que 90%.

3.3. Bioensaio com massas de ovos de D. saccharalis

Para cada espécie fungica, foi realizado um bioensaio, sendo que cada
concentracdo de cada isolado fungico representou um tratamento, além da
testemunha, com cinco repeti¢cdes contendo dez massas de ovos cada.

Massas de ovos de D. saccharalis postas em folhas de papel sulfite durante
o periodo de 24 horas foram contadas em microscépio estereoscopico; utilizaram-

se massas que contivessem entre 10 e 30 ovos. Foram separados grupos de 10
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massas de ovos e em seguida colocados em placas de Petri de 90 mm de
didametro, revestidas em sua base com papel de filtro para auxiliar na secagem.
Posteriormente, foram pulverizadas com auxilio de aspersor manual, 1 mL da
suspens&o dos conidios, nas concentracdes de 10° 10’ e 10® con. mL?, e em
seguida, incubou-se as placas em estufa tipo BOD a 25 + 0,5 °C, com fotoperiodo
de 12 horas, durante trés dias. Em cada placa com as massas de ovos foi
introduzido papel de filtro umedecido. Utilizou-se 50 massas de ovos para cada
tratamento. O grupo testemunha foi pulverizado com o veiculo das suspensfes
dos conidios. No quarto dia pos-pulverizacdo, cada massa de ovo foi transferida
para tubos contendo dieta artificial modificada de HENSLEY & HAMMOND JR.
(1968), que consiste basicamente de solugdo vitaminica, sais de Wesson, agucar,
farelo de soja, germe de trigo, acido ascorbico e agua.

A avaliagdo foi feita observando diariamente a eclosdo das lagartas.
Massas que apresentaram extrusdo (Figura 1) do fungo foram colocadas em
camara umida e mantidas em estufa tipo BOD a 25 + 0,5 °C, com fotoperiodo de
12 horas, para confirmar a mortalidade do embrido pelo fungo. Apés a eclosao, as
lagartas foram mantidas por 15 dias em tubos com dieta e apds esse periodo,
foram alocadas em caixas entomoldgicas de polipropileno (60 x 20 mm), com um
cubo de dieta de 2 cm3. Foram colocadas cinco lagartas por caixa entomolégica.
Avaliou-se o tempo de vida, a mortalidade e a viabilidade das lagartas. As caixas
entomolégicas foram mantidas em BOD a 25 + 0,5°C, com fotoperiodo de 12

horas, até que todas as lagartas atingissem a fase de pupa.

3.4. Bioensaio com lagartas de D. saccharalis

Grupos de 50 lagartas de terceiro instar (15 dias de vida) foram imersos por
1 minuto em 20 mL de suspensdo dos fungos, nas concentracdes de 10° 10’ e
10® con. mL™*. O grupo testemunha foi imerso no veiculo da suspensdo dos
conidios. ApoOs a inoculagdo, foram individualizadas e mantidas em caixas

entomoldgicas. As caixas foram mantidas em estufa tipo BOD 25 + 0,5°C, com
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fotoperiodo de 12 horas. Apds 48 horas da inoculagéo, foi oferecido um cubo de
dieta de 2 cm? por lagarta. Avaliou-se o tempo de vida e a mortalidade. As lagartas
mortas foram colocadas em camara Umida para confirmacdo da mortalidade pela
extrusdo (Figura 1) do fungo. As lagartas que empuparam, tiveram seu peso
aferido e foram separadas em macho ou fémea em microscopio estereoscopico.
Retirou-se a dieta e um chumaco de algoddo umedecido com &gua destilada foi
colocado na placa entomoldgica. Diariamente foi avaliada a emergéncia de

adultos.

Figura 1. Ovos (A) e lagartas (B) de Diatraea saccharalis apresentando extrusédo do fungo
Metarhizium anisopliae.

3.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Os ensaios foram organizados segundo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com grupos de 10 insetos por repeticdo e cinco repeticdes por
tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia por meio do teste F
e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para
viabilidade de ovos e mortalidade de lagartas a analise foi feita seguindo um
esquema fatorial com dois fatores x testemunha, sendo os isolados do fungo o
primeiro fator e a concentracdo de conidios o segundo fator. Para execugdo das

analises, utilizou-se o programa ESTAT (1997).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Bioensaios com massas de ovos de D. saccharalis

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) no numero de lagartas eclodidas
de ovos pulverizados com B. bassiana e com I. farinosa em relagédo a testemunha,
considerando-se as concentracdes de conidios avaliadas (Tabela 1). Ocorreram
reducdes expressivas nos resultados obtidos para viabilidade de ovos tratados
com B. bassiana, nas concentracées de 10°, 10’ e 10® con. mL™, e para I. farinosa
nas concentracbes de 10’ e 10° con. mL™, porém estatisticamente n&o foi
detectada diferenca entre esses tratamentos e a testemunha. O Unico fungo que
teve efeito sobre ovos foi o isolado E9 de M. anisopliae que, na concentragdo de
10® con. mL™?, diminuiu para 8,2% a ecloséo das lagartas, diferindo da testemunha
(Tabela 1).

O periodo embrionario dos ovos tratados com os trés fungos nao diferiu
significativamente do ocorrido na testemunha, que foi de 6,6 dias (Tabela 1),
resultados congruentes com os encontrados na literatura, pois segundo GALLO et
al. (2002), o periodo embrionario de ovos de D. saccharalis varia entre 4 e 9 dias.

O periodo larval e a viabilidade das lagartas eclodidas dos ovos
pulverizados nédo foram afetados por nenhum isolado em nenhuma concentracao
de conidio avaliada, pois néo diferiram da testemunha (p>0,05), como mostra a
Tabela 1.

A acdo destes entomopatdgenos sobre ovos de lepidopteros pode ter sua
eficiéncia comprometida, ja que por levar alguns dias, € dificultada tanto pela
protecdo proporcionada pelo cérion do ovo, como também devida a rapida eclosao
das lagartas. Somente M. anisopliae se mostrou eficiente no controle dos ovos,
penetrando e causando a morte do embrido. B. bassiana e |. farinosa nédo se
mostraram tao virulentos, sendo capazes de colonizar o cérion do ovo, como foi
observado neste experimento, porém sem atingir o embrido, permitindo a eclosdo

da larva.
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Tabelal- Viabilidade e periodo de incubacdo de ovos de Diatraea saccharalis tratados com
diferentes concentrac8es de conidios de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana
e Isaria farinosa, e os efeitos desses fungos no periodo e viabilidade das lagartas

eclodidas.
Tratamento Concentraiéo Viabilidade 1 Perl’?do (?Ie Perl’od.o Viabilidade de
(con. mL™) dos ovos (%)- eclosdo (dias) larval (dias) lagartas (%)
Testemunha 86,23 a 6,6 a 24,3 a 99,6 a
1,0 x 108 8,2 Bb 6,3 a 25,4 a 85,6 a
M. anisopliae 1,0 x 10/ 57,6 Aa 6,6 a 28,3 a 72,2 a
1,0 x 10° 63,2 Aa 6,4 a 26,0 a 89,9 a
1,0 x 108 66,3 Aa 6,4 a 255a 82,5a
B. bassiana 1,0 x 10’ 41,9 Aab 6,7 a 26,5a 80,7 a
1,0 x 10° 31,7 Aab 6,7 a 26,1 a 79,8 a
1,0 x 10° 44,7 Aab 6,7 a 28,1 a 89,5 a
|. farinosa 1,0 x 10’ 36,6 Aab 6,4 a 27,0 a 84,5 a
1,0 x 10° 68,0 Aa 6,4 a 27,1a 87,0a
Teste F 3,44** 0,47 1,03" 1,38"™
CV (%) 21,78 7,91 13,44 21,76

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
'valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em Log x + 10.

Letras minusculas referem-se a comparagao de médias confrontando todos os tratamentos entre si
Letras mailsculas referem-se a comparagao de médias das concentra¢gdes dentro de cada fungo.

**Significativo a 1% de probabilidade. "N&o significativo.

Os resultados obtidos por RODRIGUES et al. (2006), que avaliaram a
patogenicidade de 70 isolados de M. anisopliae e B. bassiana, mostram que
somente trés causaram mortalidade de ovos de Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae) maior que 60%. No atual experimento, as mortalidades
variaram de 68 a 91,8%, com os mesmos fungos entomopatogénicos.

A duracdo do periodo larval verificada neste trabalho foi semelhante a
encontrada por OLIVEIRA et al. (2008) ao tratarem lagartas com 1,0 x 103 1,0 x
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10* e 1,0 x 10° con. mL' de B. bassiana (24,6, 25,5 e 26,30 dias,
respectivamente), mas foi menor que a encontrada pelos autores para M.
anisopliae (33,9, 34,4 e 34,9 dias, respectivamente).

O isolado de I. farinosa n&o se mostrou patogénico para ovos e lagartas da
broca da cana, e ndo ha relatos de trabalhos com fungos do género Isaria. Porém,
em relacdo a outros lepidopteros, ha varios estudos descritos na literatura.
HUMBER & HANSEN (2005) descreveram a susceptibilidade de amplo numero de
familias de lepidépteros. ZIMMERMANN (2008) ressaltou o potencial deste género
como controlador de lepiddpteros praga, e o grande niumero de epizootias naturais
do entomopatdégeno. Ha relatos da ocorréncia natural de Isaria sp. em lagartas de
D. saccharalis (DE ROMERO et al., 2008), porém nas concentra¢gdes utilizadas
neste trabalho, ndo foi observada atividade patogénica para ovos e lagartas da

broca da cana.

4.2. Bioensaios com lagartas de D. saccharalis

M. anisopliae e B. bassiana se mostraram patogénicos e os melhores
resultados ocorreram na concentracdo de 10®° con. mL' que promoveu,
respectivamente, 98 e 78% de morte de lagartas. A mortalidade ocasionada por M.
anisopliae diferiu da testemunha em todas as concentracdes de conidios e para B.
bassiana diferiu nas concentracées de 10° e 10’ con. mL™. O isolado de I. farinosa
nao se mostrou patogénico para lagartas (Tabela 2).

O periodo larval e a viabilidade das lagartas sobreviventes dos ovos
inoculados néo foram afetados, e nenhum tratamento diferiu significativamente da
testemunha, podendo inferir que estes parametros nédo foram influenciados pela

acéo dos fungos.
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Tabela 2. Mortalidade, periodo e viabilidade de lagartas de Diatraea saccharalis tratadas com
diferentes concentracBes de conidios de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana
e Isaria farinosa, e seus efeitos sobre as pupas formadas.

Concentracdo Mortalidade Periodo Viabilidade Peso de pupas Viabilidade

Tratamento (con. mL™) (%) larval (dias) larval (%) fémeas (g)  pupal (%)
Testemunha 20e 245a 96,0 a 0,19681 a 96,0 a
1,0 x 10° 98,0 Aa 26,3 a 100,0 a - 00b
M. anisopliae ~ 1,0x 10" 74,0 Bab 23,6 a 95,0 a 0,14587 b 80,0 a
1,0 x 10° 42,0 Ccd 249a 97,5a 0,1833 ab 91,0a
1,0 x 108 78,0 Aab 245a 100,0 a 0,1955 a 92,0a
B.bassiana 1,0 x 10’ 58,0 Bbc 24,2 a 96,0 a 0,1685 ab 92,0a
1,0 x 10° 16,0 Cde 24,7 a 100,0 a 0,1857 ab 85,7 a
1,0 x 108 2,0 Ae 250a 100,0 a 0,1951 a 97,8 a
. farinosa 1,0 x 10’ 8,0 Ae 26,0 a 100,0 a 0,1836 ab 97,8 a
1,0 x 10° 0,0 Ae 26,7 a 100,0 a 0,1844 ab 96,0 a
Teste F 42,82** 1,67 0,64™ 2,64* 13,31**
CV (%) 33,46 6,63 5,86 12,11 8,10

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
Valores ausentes referem-se a auséncia de fémeas nas lagartas sobreviventes ao fungo.

valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em Log x + 10.
Letras minusculas referem-se a comparacao de médias confrontando todos os tratamentos entre si.
Letras mailsculas referem-se a comparacao de médias das concentra¢8es dentro de cada fungo.

**Sjgnificativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. "N&o significativo

O peso de pupas fémeas tratadas com M. anisopliae na concentracéo de
1,0 x 10" con. mL™ (0,1459 g) foi o Unico que diferiu da testemunha (0,1968g),
mostrando que praticamente ndo houve influéncia dos fungos no peso de pupas
fémeas (Tabela 2). Nao foi analisado o peso de pupas fémeas tratadas com 1,0 x
10® con. mL™* de M. anisopliae, pela quase auséncia de fémeas no grupo, devido a

grande mortalidade de lagartas (98%).
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A viabilidade de pupas machos e fémeas foi afetada somente no tratamento
com 108 con. mL™ de M. anisopliae. As pupas provenientes de lagartas tratadas
nessa concentracdo do fungo ndo deram origem a nenhum adulto. Nos demais
tratamentos, a aplicacdo de 10’ con. mL™ de M. anisopliae causou a menor
viabilidade de pupas (80%), seguido pelo tratamento com B. bassiana na
concentracdo 10° con. mL™ (85,7%). No grupo testemunha obteve-se 96% de
viabilidade de pupas (Tabela 2).

Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura, como os obtidos por
ACEVEDO et al. (2007), que inocularam lagartas de D. saccharalis com dois
isolados de M. anisopliae na concentracdo de 1,0 x 10® con. mL™ e obtiveram
mortalidades de 60 e 100%, apos 9 dias de avaliacdo. WENZEL et al. (2006)
avaliaram por seis dias a mortalidade de lagartas de broca da cana, inoculadas
com B. bassiana nas concentracées de 5,0 x 10°%, 1,0 x 10”, 5,0 x 10", 1,0 x 10% e
50 x 10° con. mL™*, obtendo mortalidades de 32, 41, 65, 85 e 89%,
respectivamente, enquanto na testemunha a mortalidade foi de 15%.

Existem poucos relatos na literatura sobre a agcdo de I. farinosa para D.
saccharalis, mas existem trabalhos que comprovam sua patogenicidade para
lagartas de lepidépteros, como Spodoptera exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae) (PEDLAND et al., 1995) e Acraga moorei (Dyar, 1898) (Lepidoptera:
Dalceridae) em campo (LOURENCAO & SABINO, 1994). A resisténcia aos fungos
entomopatogénicos esta relacionada com o melanismo da cuticula da lagarta e
com as defesas da hemolinfa, porém, usando-se uma grande concentracdo de
conidios do entomopatdgeno, estes sdo capazes de penetrar a cuticula e causar a
morte em um curto periodo de tempo (WILSON et al., 2001).

De acordo com OLIVEIRA et al. (2008), M. anisopliae e B. bassiana
inoculados em lagartas de terceiro instar de D. saccharalis, nas concentragfes de
1,0 x 10°, 1,0 x 10* e 1,0 x 10° con. mL™, pouco afetaram a viabilidade larval que
foi de 86,7, 86,7 e 56,7%, e 86,7, 76,7 e 56,7%, respectivamente, enquanto a
testemunha apresentou 86,7% de lagartas viaveis. No mesmo experimento, a
viabilidade pupal foi de 88,3, 73,3 e 65,3% nos tratamentos com M. anisopliae e

76,7, 75,3 e 60,0% nos tratamentos com B. bassiana, sendo que 84,3% das pupas
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do grupo testemunha foram vidveis. Os resultados de nosso experimento s&o
semelhantes aos desses autores, mas foram obtidos usando maiores
concentracdes de conidios que causaram maior mortalidade de pupas.

O tratamento com 1,0 x 10°con. mL* de M. anisopliae reduziu
significativamente o peso das pupas, que pode ter ocorrido pela reducdo do
consumo de alimento pela lagarta. Existem relatos semelhantes na literatura, onde
M. anisopliae e B. bassiana reduziram o consumo de alimento de lagartas de Chilo
parteullus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Pyralidae) em dieta artificial (TEFERA &
PRINGLE, 2003), e também avaliagbes em campo, onde o consumo de milho por
C. partellus foi significativamente menor que a testemunha (TEFERA & PRINGLE,
2004).

V. CONCLUSAO

O isolado de M. anisopliae é patogénico para ovos e lagartas de D.
saccharalis e sua acéo diminui o peso e a viabilidade das pupas provenientes de
lagartas tratadas. O isolado de B. bassiana & patogénico para lagartas de D.
saccharalis, porém ndo influenciou nenhum dos outros parametros das fases de
ovo e lagartas avaliados. O isolado de I. farinosa ndo é patogénico para ovos e

lagartas D. saccharalis e sua acdo nao interfere no ciclo de vida da praga.
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CAPITULO 3 — EFEITOS CAUSADOS PELA APLICACAO DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS NAS FASES DE PUPA E ADULTO DA BROCA DA

CANA-DE-ACUCAR

RESUMO: O controle da broca da cana tem como alvo principal somente a
fase de lagarta. No entanto, a eficiéncia pode ser maior atingindo fases do ciclo da
praga mais expostas aos agentes de controle. O objetivo deste estudo foi avaliar a
susceptibilidade de pupas e adultos de Diatraea saccharalis aos fungos
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria farinosa e avaliar seus efeitos
no ciclo de vida da praga. Pupas recém formadas e adultos com 24 horas de vida
foram inoculados com os fungos nas concentracdes de 10° 10" e 10® con. mL* e
analisados diversos parametros biolégicos do inseto. O tratamento com 10° con.
mL™? de M. anisopliae e B. bassiana produziu significativa mortalidade de pupas,
afetando também a viabilidade de pupas e a longevidade de adultos. A
fecundidade foi severamente afetada por I. farinosa na concentracdo 10° con. mL™*
e pelos outros fungos em todas as concentracdes avaliadas. Verificou-se grande
mortalidade de adultos tratados com todas as concentracbes de M. anisopliae e
com 10’ con. mL* de B. bassiana. A longevidade e a fecundidade ndo foram
afetadas pelos fungos, e a viabilidade dos ovos foi significativamente reduzida

pelo tratamento com 10° e 10° con. mL™ de B. bassiana.

Palavras-chave: Diatraea saccharalis, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae, Isaria farinosa, controle biolégico.
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CHAPTER 3 — EFFECTS CAUSED BY ENTOMOPATHOGENIC FUNGI
APPLICATION ON PUPAE AND ADULT PHASES OF SUGARCANE BORER

SUMMARY: The mainly target of sugarcane borer control is only for the larvae.
However, the efficiency can be higher reaching the lifecycle stages of the pest with
more exposure to agents control. The aim of this study was to evaluate the
susceptibility of pupae and adults of Diatraea saccharalis to the fungi Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana and Isaria farinosa and to evaluate their effects in
pest lifecycle. Newly formed pupae and adults with 24 hours of life were inoculated
with conidial fungi suspensions containing 10°, 10’ and 10® conidia ml* and
analyzed several biological parameters of the insect. The treatment with 10°
con.ml™ of M. anisopliae and B. bassiana produced significant pupae mortality,
also affecting the pupae viability and adults longevity. The fecundity was severely
affected by I. farinosa with 10® con. mI™ concentration and by other fungi in all the
evaluated concentrations. There was high mortality of treated adults with all
concentrations of M. anisopliae and with 107 con. mI™* of B. bassiana. The longevity
and fecundity were not affect by fungi, and the eggs viability was significantly
reduced by treatment with 10° and 108 con. mlI™ of B. bassiana.

Key words: Diatraea saccharalis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,

Isaria farinosa, biological control.
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l. INTRODUCAO

Por sua sazonalidade e ocorréncia, a broca da cana-de-agucar D.
saccharalis € considerada praga primaria e responsavel por grandes perdas na
cultura. Os prejuizos sdo causados pela abertura fisica das galerias e por
microrganismos oportunistas que invadem a planta pela porta de entrada aberta
pelas lagartas. O uso de inseticidas quimicos, o controle cultural e o biolégico séo
as principais estratégias de combate (GALLO et al., 2002). O controle biologico
através da vespa C. flavipes, que parasita as lagartas, € o mais utilizado
(BOTELHO & MACEDO, 2002).

Porém, segundo DE BORTOLI et al. (2004), métodos de controle da
lagarta séo de dificil sucesso devido ao seu habito de penetrar no colmo logo apds
a primeira mudanca de instar. O uso de fungos entomopatogénicos pode
complementar o controle, agindo sobre outras fases do ciclo de vida do inseto,
mitigando o grande potencial reprodutivo da praga.

A grande maioria dos trabalhos ja realizados visou somente a fase de
lagarta de D. saccharalis. No entanto, a susceptibilidade do inseto pode variar de
acordo com a fase de desenvolvimento (ALVES, 1998), e segundo WEKESA et al.
(2007) aléem de provocar mortalidade, os fungos entomopatogénicos também
podem interferir no desenvolvimento do ciclo de vida do inseto, afetando a
fecundidade e a viabilidade de ovos.

A pupa de varios lepidopteros é susceptivel aos fungos M. anisopliae
(ANAND et al., 2009), B. bassiana (HICKS et al., 2001), e Isaria fumosorosea Wize
(NGUYEN et al.,, 2007), que se mostrou eficiente em campo no controle de
Argyresthia conjugellale (Zeller, 1839) (Lepidoptera: Yponomeutidae) (VANNINEN
& HOKKANEN, 1997). Apesar de ndo serem comuns trabalhos avaliando a
patogenicidade de fungos para adultos de D. saccharalis, ALMEIDA (2009)
mostrou a alta susceptibilidade de adultos de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)

(Lepidoptera: Plutellidae) aos fungos M. anisopliae, B. bassiana e I. farinosa.
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Fungos do género Isaria sp. sdo patogénicos a varios lepidopteros, como
Ectropis bistortata (Denis & Schiffermiller, 1775) (Lepidoptera: Geometridae) e
Caloptilia syringella (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Glacillariidae) (KLEESPIES et
al., 2008) e esse fungo é conhecido por causar doenca em populacdes naturais de
lepidopteros (ZIMMERMANN, 2008), porém ndo existem trabalhos direcionados

para o controle da broca da cana.

II. OBJETIVO

Este estudo foi conduzido com o objetivo de verificar a susceptibilidade dos
estagios de pupa e adulto de D. saccharalis a acdo dos fungos M. anisopliae, B.
bassiana e I. farinosa, avaliando diversos parametros biolégicos destas fases do

ciclo de vida do inseto.

lIl. MATERIAL E METODOS

3.1. Insetos

As pupas de D. saccharalis foram fornecidas pelo Laboratério de
Entomologia da Usina Santa Adélia, Jaboticabal, SP, e os adultos pelo Centro de

Tecnologia Canavieira (CTC) de Piracicaba, SP.

3.2. Fungos

Foram utilizados o isolado E9 de M. anisopliae, JAB 06 de B. bassiana, e CG
189 de I. farinosa, mantidos em culturas estoque no Laboratorio de Microbiologia
do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista. Os fungos foram cultivados em
meio de batata-dextrose-agar (BDA) por 14 dias a 25 £ 0,5°C, e ap0s esse periodo
foram preparadas suspensdes conidiais em solucdo de Tween 80° a 0,1% (v v-Y),
nas concentracdes 10°, 10’ e 10° con. mL™. Foram realizados testes de



33

viabilidade segundo a metodologia descrita por FRANCISCO et al. (2006). Para
cada fungo foram feitas trés repeticdes, e sO foram utilizados para inoculagdo nos

insetos quando a viabilidade dos seus conidios foi maior que 90%.

3.3. Bioensaio com pupas de D. saccharalis

Pupas recém formadas foram separadas em macho e fémea pela
observacdo em microscopio estereoscoépico e banhadas por 1 minuto em 20 mL
das suspensdes de conidios. Pupas da testemunha foram banhadas no veiculo da
suspensédo dos conidios. Posteriormente, foram transferidas para camaras umidas
contendo papel de filtro e algoddo umedecido e incubadas a 25 + 0,5 °C com
fotoperiodo de 12 horas. ApGs a emergéncia de adultos, casais foram transferidos
para gaiolas feitas de tubos de policloreto de vinila (PVC) de 85 mm de diametro e
110 mm de altura, revestidas internamente com folha de papel sulfite para
oviposicao das fémeas (Figura 2). A base da gaiola consistiu de um fundo de uma
placa de Petri de 90 mm de diametro recoberta com papel de filtro. A extremidade
superior foi fechada com tecido voile preso com elasticos de latex. Uma placa de
Petri de 55 mm de didmetro com algoddo umedecido em mel a 10% oferecido
como dieta foi colocada na base da gaiola. As gaiolas foram mantidas em estufa a
25+ 0,5 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Figura 2. Gaiola de PVC usada para acondicionar adultos de
Diatraea saccharalis.
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Avaliou-se a mortalidade confirmada, o periodo e a viabilidade pupal, a
longevidade dos adultos emergidos e a fecundidade das fémeas sobreviventes. A
viabilidade das pupas foi avaliada pela observacdo diaria da emergéncia de
adultos. Pupas que nao originaram adultos foram mantidas em camaras Uumidas
para confirmar a mortalidade pela extrusao do fungo (figura 3). As folhas de papel
sulfite foram substituidas diariamente, e apods a retirada, foram mantidas a 25 + 0,5
“C por trés dias. Depois desse periodo, contou-se, com o0 auxilio de microscépio

estereoscopico, 0s ovos das massas para determinar a fecundidade das fémeas.

3.4. Bioensaio com adultos de D. saccharalis

Grupos de 25 machos e 25 fémeas recém emergidos (cerca de 12 horas de
vida) foram pulverizados com 1 mL das suspensfes de conidios, a uma distancia
de 10 cm, usando aspersor manual. O grupo testemunha foi pulverizado com o
veiculo das suspensdes. Em gaiolas idénticas as do ensaio anterior, mantidas a
25 + 0,5°C e fotoperiodo de 12 horas, foram colocados cinco casais.

Avaliou-se a mortalidade confirmada, a longevidade de adultos machos e
fémeas, a fecundidade das fémeas e a viabilidade dos ovos. Os adultos mortos
foram transferidos para camaras Umidas para confirmacdo da mortalidade pela
extrusdo fungo (Figura 3). As folhas de sulfite com as posturas foram retiradas
diariamente, e apos trés dias os ovos foram contados e numerados, e voltaram a
ser incubados. Depois da ocorréncia da eclosdo das lagartas, os ovos das

mesmas folhas foram contados novamente para avaliar a viabilidade.

3.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Os ensaios foram conduzidos segundo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com grupos de 10 insetos por repeticdo e cinco repeticdes por
tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
meédias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Somente para
mortalidade confirmadas de pupas e adultos foi feita analise seguindo um

esquema fatorial com dois fatores x testemunha, sendo os isolados do fungo o
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primeiro fator e a concentracdo de conidios o segundo fator. Para execugédo das

analises, utilizou-se o programa ESTAT (1997).

Figura 3. Pupas (A) e adultos (B) de Diatraea saccharalis apresentando extrusao
do fungo Metarhizium anisopliae.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Bioensaios com pupas de D. saccharalis

A mortalidade confirmada de pupas tratadas com M. anisopliae, nas
concentracées de 10° e 10’ con. mL™?, e com B. bassiana na concentracdo de 10°
con. mL™? diferiu significativamente da encontrada na testemunha (Tabela 3),
evidenciando a acdo patogénica dos fungos.

A viabilidade das pupas fémeas tratadas também diferiu da testemunha,
com destaque para as menores viabilidades com a aplicacdo de 10 con. mL™ de
B. bassiana (12%) e de M. anisopliae (14%), enquanto o controle apresentou uma
viabilidade de fémeas de 46% (Tabela 3). Observou-se resultado semelhante nas
pupas machos tratadas com 10® e 10" con. mL! de M. anisopliae, que
apresentaram viabilidades de 8 e 10% respectivamente. No tratamento com B.

bassiana, apesar de ter ocorrido uma consideravel redugdo, n&o foram
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encontradas diferencas estatisticas (p>0,05) (Tabela 3). Nao foi observada acéo
de I. farinosa na mortalidade confirmada e viabilidade de pupas machos e fémeas
(Tabela 3).

O periodo pupal de machos e fémeas nado foi afetado pelos
entomopatdgenos e mostrou resultados que ndo diferiram do controle, exceto por
um pequeno aumento em relacdo a testemunha, observado na concentracdo de
10® con. mL™ de B. bassiana (Tabela 3). Porém, segundo GALLO et al. (2002), o
periodo pupal pode durar até 14 dias, e assim o valor encontrado (10,35 dias) esta

dentro da normalidade.

Tabela 3. Mortalidade, periodo pupal e viabilidade de pupas de Diatraea saccharalis tratadas com
diferentes concentrac@es de conidios de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e
Isaria farinosa.

Concentragéo Mortalidade Periodo pupal (dias) Viabilidade (%)*

Tratamento (con.mL™)  confirmada (%)! Fémeas Machos Fémeas Machos
Testemunha 0,0b 838ab 846bc  46,0a 50,0a
1,0 x 108 52,0 Aa 8,60 ab 9,00 abc 14,0 b 80b
M. anisopliae 1,0 x 10’ 40,0 Aa 8,50ab 8,00c 16,0ab 10,0b
1,0 x 10° 12,0 Bb 8,00 bc 8,37 bc 12,0ab 34,0ab
1,0 x 108 42,0 Aa 8,75ab 10,35a 12,0b 20,0 ab
B. bassiana 1,0 x 10’ 8,0 Bb 8,75ab 850bc  24,0ab 30,0ab
1,0 x 10° 8,0 Bb 8,88 ab 8,75 abc 16,0ab 24,0 ab
1,0 x 108 4,0 Ab 9,68 a 8,20 c 46,0 ab 38,0 ab
. farinosa 1,0 x 10’ 2,0 Ab 9,23ab 8,95abc 30,0ab 38,0ab
1,0 x 10° 0,0 Ab 9,63a 9,72 abc 46,0ab 48,0a
Teste F 17,89** 2,99* 4,39** 3,77 4,24**
CV (%) 12,09 7,45 7,63 14,69 13,87

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em Log x + 10.

Letras minusculas referem-se a comparacao de médias confrontando todos os tratamentos entre si.
Letras mailsculas referem-se a comparacao de médias das concentra¢g8es dentro de cada fungo.
**Significativo a 1% de probabilidade.
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A longevidade de machos e fémeas emergidos das pupas tratadas foi
diminuida significativamente com M. anisopliae nas doses de 10° e 10" con. mL™,
enquanto B. bassiana reduziu apenas a Vviabilidade dos machos nas
concentragées de 10°, 10" e 10° con. mL™. O isolado de I. farinosa ndo influenciou
na longevidade dos adultos emergidos de pupas tratadas (Tabela 4).

M. anisopliae e B. bassiana reduziram drasticamente a fecundidade dos
adultos emergidos de pupas tratadas, exceto na concentracdo de 10° con. mL™
para B. bassiana, levando a oviposi¢ao a praticamente zero. No tratamento com 1.
farinosa observou-se uma reducao significativa da fecundidade na concentracédo
de 10® con. mL* (Tabela 4).

A fecundidade foi o parametro mais afetado pela acédo patogénica dos
fungos, e esté relacionada a duracdo desta fase (14 dias) que proporciona ao
fungo tempo suficiente para penetrar a pupa e afetar o desenvolvimento do adulto
reduzindo sua capacidade de ovipositar. E um aspecto que merece ser avaliado
também para outros lepidopteros, pois ocasionard diminuicdo de insetos na
cultura, promovendo o controle da praga nas geracdes seguintes. No presente
experimento, foi observada a extrusdo do fungo nos adultos, apesar da aplicacédo
ter sido feita na fase de pupa.

A acao patogénica de fungos para a fase de pupa de D. saccharalis ndo
foi ainda avaliada. No entanto, ALMEIDA (2009) verificou que B. bassiana causou
mortalidade de pupas de P. xylostella que variou de 10 a 46%, e de até 30% dos
adultos emergidos de pupas tratadas. Para M. anisopliae, a mortalidade de pupas
ndo foi maior que 18%, mas apenas 28% dos adultos emergidos de pupas
tratadas sobreviveram, enquanto |I. fumosorosea promoveu pequena mortalidade

de pupas e de adultos emergidos.



38

Tabela 4. Longevidade e fecundidade de adultos de Diatraea saccharalis emergidos de
pupas tratadas com diferentes concentracdes de conidios de Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria farinosa.

Tratamento Concentraiéo LAongevidade (dias) Fecurldidade-l
(con. mL™) Fémeas Machos (ovos/fémeal/dia)
Testemunha 3,8la 34la 145,24 a
1,0 x 108 1,00 b 2,00b 0,00 c
M. anisopliae 1,0 x 10’ 1,38 b 1,75b 0,00 c
1,0 x 10° 4,00 a 4,28 a 2,06 C
1,0 x 108 3,13 ab 2,30 b 0,00 c
B. bassiana 1,0 x 10’ 4,08 a 2,65 Db 0,00 ¢c
1,0 x 10° 2,60 ab 1,75b 48,54 b
1,0 x 108 3,84a 2,66 a 62,47 b
|. farinosa 1,0 x 10’ 3,13 ab 3,07 a 121,82 a
1,0 x 10° 3,14 ab 3,29 a 113,25 a
Teste F 4,43%* 7,36** 14,68**
CV (%) 29,03 22,80 22,80

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05).
lvalores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em Log x + 1.

Letras minUsculas referem-se a comparacao de médias confrontando todos os tratamentos entre si.
Letras mailsculas referem-se a comparacao de médias das concentra¢c8es dentro de cada fungo.
**Significativo a 1% de probabilidade.

Os resultados obtidos para D. saccharalis neste trabalho sdo semelhantes
ao de ALMEIDA (2009). B. bassiana promoveu mortalidade de 8 a 42% e reduziu
significativamente a longevidade de adultos machos em todas as concentracdes
testadas. I. farinosa ndo se mostrou patogénico para pupas da broca da cana. No
entanto, M. anisopliae foi patogénico para pupas, causando mortalidade que
variou de 12 a 52% e afetou significativamente os adultos emergidos de pupas
tratadas. A acdo de M. anisopliae e B. bassiana foi observada nas maiores
concentracdes de conidios, e nos grupos tratados com |. farinosa observou-se

pouca ou praticamente nenhuma mortalidade confirmada. O revestimento protéico
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da pupa fornece uma protecdo eficiente contra ataques de parasitas (DE LA
ROSA et. al, 2002), mas existem estudos mostrando que o tratamento de pupas
com fungos entomopatogénicos reduz a emergéncia de adultos (EKESI &
MANIANIA, 2002).

Os resultados de viabilidade de pupas séo condizentes com os de ANAND
et al. (2009), que inocularam o isolado ARSEF 7487 de M. anisopliae em pupas de
S. litura e obtiveram mortalidade que variou de 50% a 90%, nas concentracfes de
1,2 x 10" e 4,3 x 10® con. mL™, respectivamente, todavia, a maior mortalidade foi
obtida usando uma concentracdo de conidios quatro vezes maior que a deste
experimento. Nos experimentos de HICKS et al. (2001), observou-se reducédo de
60% na viabilidade das pupas de Panolis flammea (Dennis & Schiffermuller, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae) tratadas com 10° con. mL™ de B. bassiana.

Pupas de Phthorimaea operculella (Seller, 1873) (Lepidoptera:
Gelechiidae) tratadas com B. bassiana mostraram grande suscetibilidade (HAFEZ
et al., 1997), pois nas concentracdes de 1,03 e 16,5 x 10® con. mL™* apenas 36,6 e
10% das pupas se mostram viaveis, respectivamente. A longevidade dos adultos
emergidos foi reduzida em até 75% no tratamento com 8,5 x 10° con. mL* e n&o
houve oviposi¢cao dos adultos quando as pupas foram tratadas com concentracdes
maiores que 4,08 x 10® con. mL™*. Neste trabalho com D. saccharalis, a
longevidade de machos e fémeas foi reduzida em 48,68% e 31,76%,
respectivamente, utilizando a mesma espécie fungica, mas com menores
concentracdes de conidios. Os tratamentos com B. bassiana e M. anisopliae nas
concentracdes de 1,0 x 10’ e 1,0 x 10® con. mL™ foram suficientes para coibir a

oviposicao das fémeas.

4.2. Bioensaios com adultos de D. saccharalis:

Somente o isolado de M. anisopliae apresentou mortalidade confirmada que
diferiu do controle, nas trés concentracdes avaliadas, chegando a causar 40% de

mortalidade nos adultos. Apesar de promoverem uma pequena mortalidade e se
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mostrarem patogénicos a esta fase, B. bassiana e |. farinosa diferiram da
testemunha apenas na concentracdo de 10’ con. mL™ (Tabela 5).

A longevidade e fecundidade dos adultos pulverizados nédo foram afetadas
por nenhum dos isolados (Tabela 5), e mantiveram-se dentro dos padrdes para a
praga (GALLO et al., 2002). Neste mesmo contexto, houve pequena agédo dos
fungos sobre a viabilidade dos ovos. O tratamento com 10° e 10° con. mL™ de B.
bassiana foi o unico a diferir da testemunha, reduzindo a viabilidade para 45,82 e

55,20%, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade, longevidade e fecundidade de adultos de Diatraea saccharalis tratados com
diferentes concentracdes de conidios de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e
Isaria farinosa.

Concentracao M.C. Longevidade (dias) Fecundidade® Viabilidade
Tratamento (con. mL™) (%) Fémeas Machos (ovos/fémea/dia) de((%os
Testemunha 0,0d 3,04 a 29a 96,91 a 79,11 a
1,0 x 10° 40,0 Aa 3,44 a 3,28 a 94,26 a 68,84 abc
M. anisopliae 1,0 x 10’ 36,0 Aab 3,36a 3,04 a 143,11 a 70,93 ab
1,0 x 10° 40,0 Aab 3,32 a 3,04 a 120,06 a 64,17 abc
1,0 x 10° 12,0 Acd 3,52a 3,16 a 101,96 a 45,82 c
B.bassiana 1,0 x 10’ 18,0 Aabc 3,24 a 3,16 a 83,36 a 57,78 abc
1,0 x 10° 12,0 Acd 3,48a 3,04 a 162,97 a 55,20 bc
1,0 x 10° 10,0 Acd 3,60 a 2,96 a 200,15 a 64,59 abc
. farinosa 1,0 x 10’ 14,0 Abc 3,24 a 3,00 a 103,81 a 63,27 abc
1,0 x 10° 0,0 Ad 3,04 a 3,16 a 96,91 a 58,86 abc
Teste F 10,32** 1,13" 0,46 1,55" 3,52**
CV (%) 11,24 10,45 11,81 14,00 17,42

M.C.: Mortalidade confirmada. “Valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em Log
X + 1. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05). Letras
mindsculas referem-se a comparagdo de médias confrontando todos os tratamentos entre si. Letras mailsculas
referem-se a comparacdo de médias das concentragBes dentro de cada fungo. **Significativo a 1% de probabilidade;

"*N&o significativo.
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Os resultados obtidos mostraram pouca acdo patogénica sobre adultos da
broca da cana. Isso é consequéncia do préprio ciclo de vida do inseto, pois 0s
adultos possuem longevidade média de cinco dias (GALLO et al., 2002), tempo
suficiente para ocorrer a germinacao do conidio e penetracdo do fungo (ALVES,
1998), porém, curto demais para causar severos distdrbios no inseto e promover a
sua morte.

Em seus ensaios, ALMEIDA (2009) pulverizou adultos de P. xylostella com
a CLgo de B. bassiana, de M. anisopliae e de I. fumosorosea (2,0 x 108, 1,77 x 10°
e 8,65 x 10’ con. mL™, respectivamente), e verificou patogenicidade de todos os
fungos, com mortalidades que chegaram a 100% para os dois primeiros e 94%
para |. fumosorosea. No atual trabalho os fungos causaram menor mortalidade,
mas deve-se ressaltar que foram utilizadas concentragdes de conidios quase duas
vezes menores para M. anisopliae e B. bassiana, e D. saccharalis tem menor

longevidade que P. xylostella.

Em experimento com adultos de Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae) tratados com M. anisopliae isolado UFRPE-6 na
concentracdo de 10° con. mL™?, PIRES et al. (2009), obtiveram mortalidade de
37,14% dos insetos, dado semelhante ao obtido neste experimento, onde o uso da
mesma espécie e concentragdo fungica promoveu mortalidade de 36%.

Os resultados de fecundidade de D. saccharalis sdo congruentes com 0s
de OLIVEIRA et al. (2008), em que fémeas provenientes de lagartas inoculadas
com 103 10* e 10° con. mL™ de M. anisopliae, ndo foram afetadas e a viabilidade
dos ovos foi reduzida em até 40%. No ensaio com 10° con. mL™" de B. bassiana,
houve reducdo da fecundidade, e a viabilidade foi afetada nos tratamentos com
10% e 10° con. mL™. No presente experimento a fecundidade n&o foi afetada pelos
fungos e apenas as concentracbes de 10° e 10° con. mL™* de B. bassiana

promoveram significativa reducéo na viabilidade dos ovos.
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V. CONCLUSAO

Pupas e adultos de D. saccharalis sdo susceptiveis a agdo patogénica de B.
bassiana e principalmente de M. anisopliae, pois ambos causaram mortalidade e
afetaram alguns parametros dessas fases do ciclo biolégico do inseto,
especialmente longevidade e fecundidade, notadamente nas maiores
concentracdes de conidios. I. farinosa pouco afetou a mortalidade e parametros do

ciclo biolégico do inseto.
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