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RESUMO
Diatraea flavipennella (Box), é uma praga de grande importancia econémica para a cultura
da cana-de-acgucar no nordeste do Brasil. O emprego do parasitdide larval Cotesia flavipes (Cam.)
ndo tem sido suficiente no controle desta praga. O uso de fungos entomopatogénicos € uma
alternativa viavel dentro do contexto do manejo integrado dessa praga. Dessa forma, este estudo
teve por objetivo avaliar o efeito dos isolados URPE-3, URPE-4, URPE-18, URPE-22 e ESALQ
447 de Beauveria bassiana (Bals.) Vuilleman e PL43, E9, ESALQ 1189, URPE-11 e URPE-19
de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin sobre ovos de 24, 48 e 72 horas de idade e lagartas
no 2° instar de D. flavipennella. Os ovos e lagartas foram pulverizados com 1mL das suspensfes
(1x10" conidios/mL) (tratamentos) e &gua destilada e esterilizada mais espalhante adesivo
Tween® 80 a 0,01% (testemunha). Os ensaios realizados com ovos de D. flavipennella
constaram de quatro repeticdes, sendo composta por aproximadamente 30 ovos cada. Os ensaios
com as lagartas constaram de seis repeticOes, sendo cada uma composta por sete lagartas,
totalizando 42 lagartas por tratamento. Ovos e lagartas foram mantidos em B.O.D. a 27 + 1°C; 70
+ 10% UR; 12h de fotofase. O fungo M. anisopliae foi mais virulento para os ovos, destacando-
se 0 isolado URPE-11, o qual proporcionou 100% de infeccdo nos ovos de 24, 48 e 72 horas de

idade, sendo a CLso estimada em 2,0x10° conidios/mL. Os isolados ESALQ 447 e ESALQ 1189



foram mais virulentos sobre lagartas da broca, apresentando valores médios de sobrevivéncia de
576 e 3,23 dias, respectivamente. A CLsy para estes isolados foi estimada em 1,2x10’
conidios/mL. Os resultados indicam que os fungos M. anisopliae e B. bassiana sdo importantes
para serem utilizados no Manejo Integrado de D. flavipennella contribuindo para a

sustentabilidade da agricultura canavieira no nordeste do Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Broca da cana-de-acUcar, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae.



EFFECT OF ENTOMOPATOGENIC FUNGI ON IMMATURE FORMS OF Diatraea
flavipennella (BOX) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)
by
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(Under the Direction of Professor Edmilson Jacinto Marques)
ABSTRACT
Diatraea flavipennella (Box), is a pest of great economic importance to the cultivation of
sugar cane in Northeast Brazil. The use of the larval parasitoid Cotesia flavipes (Cam) has not
succeeded in controlling the D. flavipennella. The use of entomopathogenic fungi is a viable
alternative within the context of integrated management of this pest. Thus, this study aimed to
evaluate the effect of isolated URPE-3, URPE-4, URPE-18, URPE-22, and ESALQ 447 of
Beauveria bassiana (Bals.) Vuilleman and PL43, E9, ESALQ 1189, URPE-11, and URPE-19
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin on eggs of 24, 48, and 72 hours old and the 2"-instar
larvae of D. flavipennella in laboratory conditions. The eggs and larvae were sprayed with 1 mL
of suspensions (1x10" conidia / mL) (treatment) and sterile distilled water over wetting agent
Tween® 80 at 0.01% (control). Tests conducted on eggs of D. flavipennella consisted of four
replications, each consisting of approximately 30 eggs. The experiments with caterpillars
consisted of six replications, each consisting of seven larvae, totaling 42 larvae per treatment.
Eggs and larvae were kept inside of growth chamber at 27 + 1 °C, 70 + 10% RH and 12h
photophase. The fungus M. anisopliae was more virulent to eggs, particularly the isolated URPE-
11, which provided 100% of infection in eggs of 24, 48, and 72 hours old, and the LCs, at

2.0x10° conidia. The isolates ESALQ 447 and ESALQ 1189 were more virulent to borer larvae,



with mean survival values of 5.76 and 3.23 days, respectively. The LCs, for these isolates was
estimated at 1.2 x10" conidia. The results suggest that the fungi M. anisopliae and B. bassiana are
important for further evaluation in the applied integrated management of D. flavipennella

contributing to the sustainability of sugarcane production in northeastern Brazil.

KEY WORDS: Sugarcane borer, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A cana-de-acucar, Saccharum spp. L., € uma monocotiledénea de origem asiatica
pertencente a familia Poaceae. No Brasil, com a colonizacdo portuguesa, caracterizou-se como
umas das primeiras culturas introduzidas no pais com fins lucrativos (Lucchesi 2001).
Atualmente, o pais destaca-se como o0 maior produtor de cana-de-agucar do mundo seguido da
india, China, Tailandia, Paquistdo, México e Colémbia (FAOSTAT 2008).

O Estado de Sao Paulo é o maior produtor da cultura com 53,60% de area colhida, seguido
por Minas Gerais (8,65%), Parana (7,51%), Goias (7,34%), Alagoas (5,37%), Mato Grosso do
Sul (4,92%) e Pernambuco (4,21%). Esses Estados exercem um importante papel no cenario
econémico brasileiro, devido a producdo de acgucar e etanol, gerando aumento de divisas para o
pais, e em menor escala na alimentacéo animal e fabricacdo de aguardente (CONAB 2010).

Segundo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB 2010), a safra
2010/11 somara 651, 514 milhGes de toneladas de cana-de-agUcar, em uma area de 8,17 milhdes
de hectares, com produtividade de 79,76 t/ha. O montante de cana a ser processado na regido
Nordeste para esta safra serd de 63,67 milhdes de toneladas, representando 13,55% da area
colhida no pais.

Dentre os fatores bidticos que limitam o desenvolvimento fisiologico da cana-de-acucar,
destacam-se a incidéncia de insetos-praga, dos quais estdo a cigarrinha da folha Mahanarva
posticata Stal., cigarrinha-da-raiz Mahanarva fimbriolata Stal.,a broca gigante Telchin licus licus
(Drury) e as brocas do género Diatraea spp. (Castro & Christoffoletti 2005, Marques et al. 2009).

Cerca de 21 espécies de Diatraea estdo distribuidas nos canaviais do Continente americano.

No entanto, apenas algumas apresentam danos econdmicos a cultura. No Brasil, Diatraea



saccharalis (Fabr.) e Diatraea flavipennella (Box) infestam a cana-de-acUcar sendo a primeira de
distribuicdo generalizada em todo o pais, enquanto a segunda restringe-se apenas aos canaviais
dos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, e no Norte e Nordeste do pais
(Mendonca et al. 1996, Pinto 2006).

A broca da cabeca amarela da cana-de-agucar, D. flavipennella, uma das pragas
pertencentes ao complexo de brocas do género Diatraea spp., € de grande importancia econémica
para a cultura e seu desenvolvimento bastante irregular, depende de inimeros fatores como clima
e a planta hospedeira (Guagliumi 1972-73). As fémeas depositam cerca de 430 ovos no limbo
foliar, geralmente na face dorsal, em grupos e de forma imbricada. Possuem forma eliptica e
coloracdo amarelada, quando os embrides estdo maduros, tornando-se escuros, quando sdo
visiveis as capsulas cefalicas das lagartas no interior dos mesmos (Mendonca et al. 1996, Freitas
et al. 2007).

Apbs a eclosdo, as lagartas neonatas se deslocam de uma folha a outra penduradas por fio
de seda, alimentando-se, inicialmente, do parénquima foliar, fazendo galerias na nervura central.
Depois de efetuarem as primeiras ecdises, penetram no colmo, procurando as partes mais moles,
na base do cartucho ou na regido das gemas. O inseto passa por um numero variavel de ecdises,
qguando entdo inicia a perfuracdo do colmo, esta fase tem uma duracdo média de 35 dias e
apresenta sete instares (Mendonca et al. 1996, Freitas et al. 2007).

A lagarta de D. flavipennella apresenta coloragdo amarelada com manchas castanhas
dispostas de forma desuniforme, sem formacéo de linhas no dorso. A cépsula cefalica possui cor
amarelada ou marrom amarelada (Mendonca et al. 1996). A pupa, de coloracdo marrom, €
encontrada no colmo, no interior das galerias abertas pela lagarta. O estagio pupal dura em média

13 dias e a razdo sexual € de 1:1,3 (Freitas et al. 2007).



A cana-de-agUcar esta sujeita ao ataque dessa praga durante todo o seu desenvolvimento.
Como tendéncia geral, as canas-plantas sofrem ataques mais severos, quando comparadas as
socas considerando gue, as canas jovens possuem maior vigor vegetativo e estdo expostas a praga
por mais tempo. Além disso, nos canaviais com canas novas a atuacdo dos inimigos naturais é
menor devido a desestruturacdo dos canaviais por ocasido das praticas culturais realizadas para a
implantacdo da lavoura (Parra et al. 2002).

A fase larval causa danos diretos, caracterizados pela morte da gema apical conhecido
como “cora¢dao morto”, em plantas jovens de dois a quatro meses, bem como perda de peso da
cana, falhas na germinacdo, enraizamento aéreo, tombamento e brotacGes laterais em plantas
adultas, acarretando na reducédo do rendimento agricola (Mendonca et al. 1996).

Os orificios abertos pelas lagartas facilitam a infeccdo pelos fungos Colletotrichum
falcatum (Went) e Fusarium moniliforme (Sheldon), acarretando em danos indiretos por meio do
desenvolvimento da doenca conhecida como podriddo vermelha do colmo. Esta é responsavel
pela inversdo da sacarose armazenada na planta, reducdo da pureza do caldo e contamina¢do no
processo de fermentacdo alcodlica, fatores que desencadeiam na queda do rendimento industrial
(Gallo et al. 2002, Pinto 2006). Segundo White et al. (2008), as lagartas acarretam perdas de até
0,30% de acUcar/ha para cada 1% de entrends brocados, uma vez que atuam, principalmente, na
reducdo da qualidade da matéria prima, por meio da inversdo da sacarose.
O manejo fitossanitario de D. flavipennella é dificultado pelo comportamento da praga, a qual
permanece a maior parte do seu desenvolvimento no interior do colmo (Pinto 2006). O controle
biolégico natural da broca por meio da atuacdo dos artropodes ocorre sobre todas as fases de
desenvolvimento do inseto, sendo a participacdo mais significativa na fase de ovo. Além da acdo
dos inimigos naturais, o clima também atua sobre essa fase do ciclo, contribuindo para reduzir o

numero de ovos vidveis. Ap6s a eclosdo, a lagarta também esta sujeita a acdo desses



controladores, que agem principalmente até a penetracdo desta no entreno. O controle natural
nesta fase gira em torno de 20% (Botelho & Macedo 2002).

O controle biolégico de Diatraea spp com o parasitoide larval Cotesia flavipes (Cam.) tem
sido empregado desde 1974 no Brasil atraves da criacdo e liberacBes inundativas em canaviais
infestados (Mendonca et al. 1996). A liberacdo das vespinhas € realizada nas situagdes em que 0
monitoramento da praga indicar médias superiores a 10 lagartas/hora/lhomem, ou com populacao
estimada em 2500 lagartas/ha (Botelho & Macedo 2002).

O controle quimico pode ser empregado na situacdo em que houver 3% de canas com
lagartas recém-eclodidas no cartucho, antes da penetracdo no colmo da planta. Neste sentido, sdo
realizadas pulverizacGes com inseticidas reguladores de crescimento visando a regido do palmito
da planta (Gallo et al. 2002).

A broca D. saccharalis é ainda suscetivel aos fungos Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., os quais ocorrem naturalmente infectando cerca de
10% das larvas, nas condi¢des do Nordeste do Brasil (Alves et al. 2008). Estes fungos, sdo 0s
mais estudados para o controle de pragas, e isso se deve a sua ampla distribuicdo geografica,
variedade de hospedeiros e ocorréncia enzootica ou epizootica em algumas espécies de insetos
pragas (Alves 1998), inclusive lepiddpteros, como Plutella xylostella (L.) (Silva et al. 2003),
Alabama argillacea (Huebner) (César Filho et al. 2002) e Ostrinia nubilalis (Hubner) (Bing &
Lewis 1993).

O fungo M. anisopliae & o mais produzido e utilizado no Brasil visando o controle da
cigarrinha-da-folha, M. posticata e cigarrinha-da-raiz, M. fimbriolata nas regides Nordeste e
Sudeste (Pinto 2006). Estudando isolados de M. anisopliae e B. bassiana Figuéiredo et al. (2002)

demonstraram patogenicidade para a fase larval da broca gigante T. licus licus. Da mesma forma,



quando aplicados via agua de irrigacdo mostraram-se patogénicos para Hyponeuma taltula
(Schaus) (Viveiros et al. 2008).

Segundo Mendonga et al. (1996), ovos e lagartas recém eclodidas de Diatraea spp. séo
facilmente controlados pelo fungo M. anisopliae, uma vez que, quando em condicGes climaticas
favoraveis de umidade e temperatura favorecem a atuacdo do patdgeno, possibilitando o
desenvolvimento de epizootias. A utilizacdo de diferentes concentracdes de B. bassiana e M.
anisopliae sobre lagartas de D. saccharalis demonstrou que além de patogénicos as lagartas desta
praga, estes fungos também interferem negativamente na sua biologia (Oliveira et al. 2008).

Apesar da ampla utilizacdo de C. flavipes para o controle de Diatraea spp., observa-se nos
canaviais nordestinos uma predominancia da espécie D. flavipennella (Freitas et al 2006),
demonstrando a necessidade da inclusdo de outras formas de controle. Assim sendo, a exemplo
do referido para a espécie D. saccharalis, o conhecimento da eficiéncia de isolados de M.
anisopliae e B. bassiana sobre a broca, D. flavipennella é de grande importancia para alcancar
esse objetivo, considerando gue a introducdo de mais um agente de controle biolégico contribuira

para sustentabilidade da agricultura canavieira no nordeste do Brasil.
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CAPITULO 2
EFEITO DE ISOLADOS DE Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK E Beauveria
bassiana (BALS.) VUILL. SOBRE OVOS E LAGARTAS DE Diatraea flavipennella (BOX)

(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)*

ELLEN C. N. VALENTE?, EDMILSON J. MARQUES?, JOSE V. OLIVEIRA?, REGINALDO BARROS?,
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Metarhizium anisopliae (metsch.) Sorok e Beauveria bassiana (bals.) Vuill. sobre formas imaturas
de Diatraea flavipennella (Box) (Lepidoptera: Crambidae). A ser submetido.
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RESUMO - A broca, Diatraea flavipennella (Box), constitui uma das principais pragas que
acomete a cultura da cana-de-actcar no nordeste do Brasil. A liberacdo do parasitoide larval
Cotesia flavipes (Cam.) tem sido a principal forma de controle desta praga, no entanto tem se
mostrado insuficiente. Dessa forma, o presente trabalho objetivou estudar alternativas de controle
por meio da selecdo dos isolados URPE-3, URPE-4, URPE-18, URPE-22 e ESALQ 447 de
Beauveria bassiana (Bals.) Vuilleman e de PL 43, E9, ESALQ 1189, URPE-11 e URPE-19 de
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin na concentracdo 10" conidios/mL sobre ovos de 24, 48
e 72 horas de idade e lagartas no 2° instar. Os isolados de M. anisopliae testados causaram 100%
de infeccdo sobre ovos de 24 e 48 horas de idade, sendo que o isolado URPE-11 manteve a
infeccdo nos ovos de 72 horas. Este isolado foi selecionado para determinacdo da concentracdo
letal (CLso) sobre ovos da praga, sendo esta estimada em 2,0x10° conidios/mL. Os isolados
ESALQ 447 de B. bassiana, E9 e ESALQ 1189 de M. anisopliae causaram mortalidades médias
de lagartas de 70,8, 72,2 e 61,2%, respectivamente. Em relacdo a sobrevivéncia das lagartas, 0s
isolados ESALQ 447 e ESALQ 1189 foram mais virulentos, com valores médios de 5,79 e 3,23
dias, respectivamente. A concentracdo letal (CLsg) para estes isolados foi estimada em 1,2 x 10’
conidios/mL. Pode-se concluir que, os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo patogénicos a ovos
e lagartas da broca D. flavipennella, sendo assim, apresentam potencial para serem incrementados

no programa de controle desta praga.

PALAVRAS-CHAVE: Broca da cana-de-agUcar, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
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EFFECT OF Metarhizium anisopliae (METSCH.) Soroka AND Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. ISOLATES ON EGGS AND CATERPILLARS OF Diatraea flavipennella (BOX)

(LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

ABSTRACT - The sugarcane borer, Diatraea flavipennella (Box), is a major pest that affects the
sugarcane crops from the Northeast Brazil. The release of the larval parasitoid Cotesia flavipes
(Cam.) has been the major way to control this pest, however has proved insufficient. Thus, this
study aimed to investigate alternative control through the selection of isolates URPE-3, URPE-4,
URPE-18, URPE-22, and ESALQ 447 of Beauveria bassiana (Bals.) Vuilleman and PL 43, E9,
ESALQ 1189, URPE-11, and URPE-19 of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, with
activity at concentration 10’ conidia / mL on eggs of 24, 48, and 72 hours old, and in the second
instar larvae development. The isolates of M. anisopliae tested caused 100% infection on eggs of
24 and 48 hours old, and isolate URPE-11 continued the infection in the eggs 72 hours. This
isolate was selected for determination of lethal concentration (LCso) on eggs of the pest, which is
estimated at 2.0 x10° conidia. ESALQ 447 and ESALQ 1189 isolates of B. bassiana and E9 of
M. anisopliae caused average larvae mortalities of 70.8, 72.2, and 61.2% respectively. In regards
to larval survival, the isolates ESALQ 447 and ESALQ 1189 were more virulent, with average
values of 5.79 and 3.23 days, respectively. The lethal concentration (LCsp) for these isolates was
estimated at 1.2 x10’ conidia. It can be concluded that the fungi B. bassiana and M. anisopliae
are pathogenic to eggs and larvae of the borer D. flavipennella, thus, they have the potential to

enhance the biocontrol program of this pest.

KEYWORDS: Sugarcane borer, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
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Introducéo

A cana-de-agucar, Saccharum spp., € uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae
e, nativa das regides tropicais, cujo cultivo se estende aos dois hemisfério (Lucchesi 2001,
Cesnick & Miocque 2004). No Brasil, as regides produtoras desta cultura abrangem o Estado de
Sao Paulo, Parana, tridangulo mineiro e zona da mata nordestina (MAPA 2010).

O Brasil é responsével por mais da metade do aglcar comercializado no mundo, estimando-
se que a producdo nacional alcance a taxa média de aumento de 3,25% até 2018/19 com um
acréscimo de 14,6 milhdes de toneladas em relacdo ao periodo 2007/2008. Para as exportacdes, 0
volume previsto para 2019 é de 32,6 milhGes de toneladas. Além da producdo do agucar, o pais é
referéncia mundial na producdo de agroenergia, programas como 0s do etanol e biodiesel ofertam
alternativas econdmicas e ecologicamente vidveis a substituicdo dos combustiveis fosseis
(MAPA 2010).

A facilidade de adaptacdo as condicdes edafoclimaticas do pais, aliada a tecnologia
aplicada ao cultivo da cana-de-aglcar, ndo impedem os problemas fitossanitarios que acometem a
cultura durante todo periodo de desenvolvimento vegetativo, limitando, assim, a producdo. A
incidéncia de insetos-pragas, tais como as cigarrinhas da folha Mahanarva posticata Stal.,
cigarrinhas-da-raiz M. fimbriolata Stal.,a broca gigante Telchin licus licus (Drury) e as brocas do
género Diatraea spp acarretam em prejuizos econdmicos aos produtores (Castro & Christoffoletti
2005, Marques et al. 2009).

As brocas da cana-de-acucar, Diatraea spp sdo pragas importantes nos canaviais do
Continente Americano. No Brasil, as espécies Diatraea saccharalis (Fabr.) e D. flavipennella

(Box) infestam a cana-de-agucar, sendo a primeira de distribuicdo generalizada em todo o pais,
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engquanto a segunda esta restrita apenas aos canaviais dos Estados do Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e no Norte e Nordeste do pais (Mendonca et al. 1996, Pinto 2006).

Os danos provocados por essa praga podem ser classificados em diretos e indiretos. Os
primeiros sdo caracterizados pela abertura de galerias, perda de peso, morte das gemas,
tombamento de plantas pelo vento e secamento dos ponteiros (coragdo morto). Os indiretos e
mais consideraveis, sdo devido a penetracdo de fungos, Colletotrichum falcatum (Went) e
Fusarium moniliforme (Sheldon), através dos orificios e galerias, ocasionando a podridao
vermelha do colmo. Esses patdgenos invertem a sacarose, diminuindo a pureza do caldo, com
conseqiiéncia negativa na producéo de acgucar e etanol (Gallo et al. 2002, Mendonca et al. 1996).

O controle de D. flavipennella é dificultado uma vez que, a fase larval permanece a maior
parte do seu desenvolvimento no interior do colmo. Segundo Mendonca et al. (1996), hd um
complexo de parasitdides, predadores e agentes entomopatdgenos que ocorrem naturalmente no
agroecossistema da cana-de-acUcar controlando as diversas espécies de Diatraea na América
Latina.

As liberacbes inundativas do endoparasitoide larval, Cotesia flavipes (Cam.) para o
controle de Diatraea spp. € a forma mais utilizada no Brasil desde de 1974 quando este
braconideo, proveniente de Trinidad Tobago, foi introduzido no Estado de Alagoas consolidando,
assim, o sucesso do controle bioldgico destas brocas (Parra et al. 2002, Pinto 2006). Embora, o
emprego deste parasitoide seja um eficiente agente de controle, este ndo tem sido efetivo para o
controle de D. flavipennella, sendo os fungos entomopatogénicos uma alternativa para
incrementar o controle desta praga. De acordo com Alves et al. (2008), a broca D. saccharalis é
suscetivel aos fungos M. anisopliae e B. bassiana, 0s quais ocorrem naturalmente infectando

cerca de 10% das larvas, nas condicdes do Nordeste do Brasil. Estudos com isolados destes
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fungos demonstram patogenicidade a ovos e larvas de diversos artropodes (Ekesi et al. 2002,
Ferreira et al. 2005, Silva et al. 2003, Zappelini et al. 2010).

Dessa forma, o estudo de isolados dos fungos M. anisopliae e B. bassiana para utilizacdo no
controle de D. flavipennella em cana-de-agUcar contribuira para o desenvolvimento de uma

alternativa para incrementar o Manejo Integrado desta praga na regido canavieira nordestina.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Patologia de Insetos da area de
Fitossanidade, do Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), em Recife - PE.
Criacdo de Diatraea flavipennella. Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes de
criacdo estabelecida em laboratério (27+2°C e UR de 70%), a partir de coletas sucessivas de
lagartas de D. flavipennella nos canaviais da Usina Central Olho D’agua localizada no Municipio
de Camutanga - PE. A criacdo das lagartas foi efetuada sob dieta artificial de Hensley &
Hammond (1968), modificada por Araujo et al. (1985), a qual é constituida de farelo de soja,
germe de trigo, acucar, sais de Wesson, acido ascorbico, solucdo vitaminica, agua e
anticontaminantes. Ao formarem pupas, as mesmas foram transferidas para camara Umida até a
emergéncia dos adultos. Os adultos foram confinados em gaiolas de PVC, medindo 20x22cm
(diametro e altura) revestido internamente com papel sulfite servindo de substrato para as
posturas. Ainda, no interior da gaiola foi oferecido solugdo de mel (5%) e agua. Os ovos
coletados foram esterilizados com formol (3%) e sulfato de cobre (1%), colocados para secar e
em seguida armazenados em camara Uumida até seu escurecimento e posterior eclosdo quando
entdo, realizou-se a distribuicdo das lagartas neonatas para tubos de fundo chato contendo dieta

de alimentacdo. Apds trinta dias, as lagartas foram transferidas para caixas plasticas contendo

15



dieta de realimentacdo, onde foram revisadas, periodicamente, para retirada de pupas. Estas,
quando formadas, foram selecionadas e acondicionadas em cdmara Umida para a emergéncia dos
adultos.

Obtencédo dos Isolados. Os isolados de M. anisopliae e B. bassiana utilizados no estudo foram
obtidos de diferentes hospedeiros e localidades (Tabela 1). Estes sdo provenientes da Micoteca do
Laboratorio de Patologia de Insetos (UFRPE) onde séo conservados a 6£2°C em tubos com meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar mais o antibidtico sulfato de streptomicina (BDA+A) e 6leo
Nujol® esterilizado. Utilizou-se 10 isolados de fungos sendo cinco de M. anisopliae e cinco de B.
bassiana os quais foram revigorados em lagartas de D. saccharalis para posterior utilizacdo nos
bioensaios.

Preparo das Suspensdes. Foram preparadas suspensdes fungicas mediante adicdo de 10 mL de
agua destilada esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,01% (ADE + E), em placas
contendo meio de cultura e o fungo, as quais foram aferidas mediante quantificacdo em camara
de Neubauer com o auxilio de um microscopio Optico, sendo posteriormente ajustada a
concentracdo 10" conidios mL™. A viabilidade dos conidios foi determinada através da contagem
dos conidios germinados e ndo germinados, em microscépio oOptico de luz, 24 horas apos o
plagueamento de 0,1mL da suspensdo em BDA + A, como descrito por Alves & Moraes (1998).
Patogenicidade sobre Ovos de D. flavipennella. Para os testes de patogenicidade utilizaram-se
suspensoes dos isolados de B. bassiana e M. anisopliae, na concentracdo 10’ conidios/mL, sobre
ovos de 24, 48 e 72 horas de idade. Os experimentos constaram de quatro repeti¢fes, sendo cada
uma composta por duas posturas contendo aproximadamente 30 ovos. As pulverizagdes das
suspensdes sobre os ovos foram feitas com auxilio de um microatomizador Paasche, modelo
“VL”, acoplado a um compressor regulado para 5 libras de pressdo. A testemunha foi pulverizada

com agua destilada e esterilizada mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,01% (ADE + E). Apos
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as pulverizacdes, os ovos de diferentes idades foram individualizados em caixas de acrilico
forradas com papel filtro umedecido e mantidas em camara climatizada a 27 £ 1°C, 70 £ 10% UR
e 12h de fotofase. Foram efetuadas avaliacbes diarias, com auxilio de um microscopio
estereoscopio, para observacgdo e registro da infeccdo dos ovos e eclosdo de lagartas. As lagartas
recém-eclodidas foram transferidas para caixa de acrilico contendo um pedaco de cana, o qual foi
trocado diariamente, por ocasido das avaliagdes. Os ovos e lagartas infectadas foram transferidos,
individualmente, para cdmara Umida e mantidas a temperatura de 26 £ 1°C, 75 + 5% de UR e
fotofase de 12h, para confirmacdo do agente causal.

Determinacdo da Concentracédo Letal (CLsp) para Ovos de D. flavipennella. As suspenstes

4
utilizadas para determinacdo da CLsg sobre ovos foram ajustadas para as concentracfes de 10 ,

4 5 5 6 -1
5x10, 10 ,5x10, 10 conidios mL . A metodologia quanto a forma de aplicacdo, acomodacéo

dos ovos e avaliacdo foi a mesma adotada no teste de patogenicidade. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, constando dos tratamentos correspondentes as
diferentes concentracBes das suspensdes do patdgeno, com seis repeti¢des, sendo cada repeticdo
composta por massas de ovos contendo entre 8 a 18 ovos com 72 horas de idade.

Patogenicidade sobre Lagartas de D. flavipennella. Lagartas no 2° instar foram pulverizadas
com 1mL da suspensdo fingica na concentracdo de 10’ conidios mL™ para cada tratamento,
utilizando um microatomizador marca Paasche “VL”. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes, sendo cada uma composta por sete
lagartas. Estas foram acondicionadas em recipientes plasticos contendo um pedaco de colmo de
cana-de-acucar de aproximadamente dois centimetros, trocado diariamente por ocasido das
avaliacdes. Os tratamentos foram mantidos em camara climatizada a 27 + 1°C, 70 £ 10% UR e

12h de fotofase, sendo a mortalidade avaliada diariamente até o registro do Gltimo inseto morto,
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os quais foram transferidos para cdmara Umida e mantidos a 26 + 1°C e 12 h de fotofase para
confirmacéo do agente causal.

Determinacdo das ConcentracOes Letais (CLsy) para Lagartas de D. flavipennella.

4 4 5 5
Suspens@es do isolado selecionado foram ajustadas para as concentra¢fes 10 , 5x10 , 10 ,5x10 ,

6 6 7 -1
10 ,5x10 e 10 conidios mL e usadas para pulverizar as lagartas, compondo, assim, 0S

tratamentos. O grupo controle foi pulverizado com agua destilada e esterilizada mais espalhante
adesivo Tween® 80 a 0,01% (ADE + E). Para cada tratamento utilizaram-se seis repeticbes com
sete lagartas cada, totalizando 42 lagartas por tratamento, as quais foram pulverizadas com 1mL de
cada concentracdo. No preparo e aplicacdo das suspensfes, determinacdo da viabilidade de
conidios, acomodacdo das lagartas e avaliacdes, foi utilizada a mesma metodologia aplicada no
experimento de patogenicidade.

Analises Estatisticas. As médias relacionadas aos dados obtidos nos testes de patogenicidade,
transformadas em arco-seno V(x + 0,5) quando necessario, foram submetidas & anélise de
variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A partir dos dados
obtidos pela mortalidade confirmada das lagartas determinou-se a porcentagem de sobrevivéncia
média, sendo 0s mesmos submetidos ao teste de Log-Rank, por pares de isolado, pelo método

Kaplan-Meyer, usando o Proc Lifetest. Na determinacdo da CL50 os dados de mortalidade de

lagartas e infecgdo de ovos, foram submetidos a analise de Probit. Para todas as analises utilizou-

se 0 programa estatistico SAS (SAS Institute 1999-2001).

Resultados e Discusséo
Patogenicidade de Isolados dos Fungos sobre Ovos de D. flavipennella. As viabilidades dos

isolados de B. bassiana e M. anisopliae testados sobre ovos de D. flavipennella foram superiores
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a 96%. A maioria dos isolados testados foi patogénico a ovos de D. flavipennella, no entanto,
somente dois isolados de B. bassiana, URPE-3 e ESALQ 447, foram capazes de ocasionar
infeccdo superior a 50% e somente em ovos de 24 horas de idade.

Por outro lado, todos os isolados do fungo M. anisopliae testados foram patogénicos a ovos
de D. flavipennella, proporcionando 100% de infeccdo aos ovos de 24 e 48 horas de idade,
inibindo totalmente a eclosdo das lagartas. Resultados semelhantes foram obtidos por Almeida et
al (1984) sobre ovos da broca D. saccharalis quando também registraram 100% de infeccédo para
ovos de um e dois dias de idade. O mesmo efeito foi observado para ovos de Blissus antillus
(Leonard) tratados com M. anisopliae na concentragdo de 5x10° conidios/mL ocasionando 100%
de infeccdo (Samuels et al 2002).

Com relacdo aos ovos de 72 horas de idade, o isolado URPE-11 manteve a infeccdo de
100%, apresentada nos dois primeiros dias. Enquanto, para os demais isolados a porcentagem de
infeccdo variou de 43,8 a 96,3%, (URPE-19 e E9). A porcentagem média de eclosdo para estes
ovos variou de 3,7 a 52,5% para os isolados testados, diferindo da testemunha com 87,5% de
eclosdo, tais dados corroboram com os resultados de infec¢do (Tabela 2).

De acordo com Pinto (2006), os ovos de D. saccharalis sdo mais suscetiveis ao fungo M.
anisopliae até trés a quatro dias de idade. Quando séo inoculados com quatro dias de idade,
houve dificuldade na coloniza¢do dos ovos pelo fungo, devido & eclosdo das lagartas nos dias
subsequentes a inoculacdo, ndo havendo tempo habil para colonizacdo, podendo haver infeccéo
das lagartas eclodidas (Almeida et al 1984).

Das lagartas provenientes dos ovos tratados observou-se uma infeccdo de 44,4 a 98,1%
(Tabela 2). Sendo, neste caso, os isolados E9, ESALQ 1189 e URPE-19 os mais eficientes sobre

as lagartas recém-eclodidas, embora este ultimo tenha se mostrado inferior na infec¢do dos ovos.
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A mortalidade das lagartas neonatas € resultante da penetracdo do fungo no ovo e
tegumento das mesmas antes da eclosdo, ou como resultado da aquisi¢édo indireta do inoculo pela
lagarta, ao se alimentar do corion contaminado (Ekesi et al 2002). Mochi et al (2010), estudando
o efeito do isolado E9 de M. anisopliae a uma concentracdo de 10’ conidios/mL sobre ovos e
larvas de Haematobia irritans (L.) demonstraram que este ndo causou a infeccdo dos ovos, no
entanto promoveu 37,7% de mortalidade das larvas eclodidas.

Diante do exposto pode-se observar que os ovos de 24 e 48 horas de idade foram mais
suscetiveis aos fungos, no entanto os isolados de M. anisopliae provocaram infeccdo também em
ovos de 72 horas de idade, enquanto B. bassiana foi eficiente apenas sobre ovos mais suscetiveis,
com 24 horas de idade.

Nos ovos tratados com os isolados de B. bassiana e M. anisopliae observou-se a infeccao
gradual da postura onde, um ovo infectado acarretava na infeccdo completa de todos. Tal
observacao, foi também relatada por Ekesi et al. (2002) sobre massas de ovos de Maruca vitrata
Fab. e Clavigralla tomentosicollis Stal. tratadas com os mesmos fungos.

Os ovos tratados com os isolados de B. bassiana apresentaram, inicialmente, coloracédo
rosea caracteristica do pigmento denominado oosporina, que possui atividade bactericida, que
evita a proliferacdo de outros microorganismos no hospedeiro. Apds 96 horas, 0s 0vos
adquiriram coloragdo branca em razdo da intensa esporulagéo do fungo. O fungo M. anisopliae
promoveu uma pigmentacdo escura na parede dos ovos tratados. Tal efeito ndo interferiu na
ecloséo de larvas provenientes de alguns ovos que apresentaram essa pigmentacdo. No final da
conidiogénese, 0s ovos apresentaram uma camada pulverulenta de conidios caracteristico da
doenca, a qual é conhecida como “muscardine verde”.

A suscetibilidade de ovos de insetos a agentes microbianos € pouco discutida na literatura,

contudo, Mellini (1986) descreveu que a idade do ovo pode restringir a aceitacdo por
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parasitdides, em funcdo do endurecimento do cérion, dificultando a penetracdo do ovipositor.
Efeito semelhante pode ocorrer com a penetracdo do fungo no hospedeiro onde, a esclerotizacao
do ovo propicia tanto uma barreira fisica, por endurecer consideravelmente o tegumento, quanto
uma barreira quimica, por torna-lo mais estavel diante da acéo enzimatica dos patdgenos (Alves
& Pereira 1998).

Diante da maior eficiéncia dos fungos sobre ovos nos primeiros dias de idade espera-se que
a eficiéncia de controle no campo seja alcancada quando se observar maior densidade de ovos
nos trés primeiros dias de desenvolvimento embrionario. As maiores concentracdes de ovos em
campo sdo detectadas em cana-planta e em socaria, durante os quatros primeiros meses de idade
(Mendonca et al. 1996). Dessa forma, o acompanhamento da fenologia da planta, da evolugédo da
praga no campo, bem como da época do ano ira direcionar o controle efetivo da mesma
considerando que, a fase de ovo representa o fator chave de crescimento populacional da praga.
Determinacdo da Concentracdo Letal (CLsg) para Ovos de D. flavipennella. Diante da
elevada infeccdo ocasionada pelo isolado URPE-11 de M. anisopliae, nas diferentes idades dos
ovos, 0 qual causou 100% de infeccdo, determinou-se a CLsg estimada em 2,0x10° com limites
inferior e superior de 1,5x10° e 2,8x10°, respectivamente (Tabela 3).
Patogenicidade dos Isolados sobre Lagartas de D. flavipennella. Os isolados de B. bassiana e
M. anisopliae testados apresentaram viabilidades superiores a 95%, demonstrando alta
capacidade germinativa. Os fungos testados foram patogénicos as lagartas de 2° instar de D.
flavipennella. Na mortalidade confirmada aos cinco dias de avalia¢do, somente o isolado URPE-4
de B. bassiana diferiu significativamente do isolado E9 de M. anisopliae, apresentando
mortalidade de 40% e 74,2%, respectivamente (Tabela 4).

Resultado semelhante a estes foi observado por Wenzel et al (2006) que constataram uma

mortalidade de 40,5% de lagartas de D. saccharalis, aos cinco dias de avaliacdo, pulverizadas
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com suspensdes do isolado IBCB 66 de B. bassiana na mesma concentracdo utilizada neste

trabalho (107 conidios mL_l).

Com relacdo a sobrevivéncia das lagartas tratadas, verificou-se diferenca na sobrevivéncia
média entre todos os isolados testados e a testemunha (Figs. 1 e 2). Contudo, dentro dos
tratamentos houve diferenca somente entre os isolados URPE-22 e ESALQ 447 de B. bassiana,
com sobrevivéncia média de 11,29 e 5,76 dias e entre os isolados URPE-19 e ESALQ 1189 de M.
anisopliae, com 6,47 e 3,23 dias, respectivamente. De maneira geral, os resultados de
mortalidades confirmadas pelos isolados de B. bassiana e M. anisopliae evidenciam que todos os
isolados testados apresentaram patogenicidade a broca D. flavipennella, pois a menor mortalidade
foi de 40% referente ao isolado URPE-4 (Tabela 4).

A patogenicidade dos isolado ESALQ 447 de B. bassiana e E9 de M. anisopliae foi testada
por Figueirédo et al (2002) sobre a broca gigante da cana-de-agucar, Telchin licus licus, na
concentracdo de 10® conidios/mL, registrando 73,3% de mortalidade por B. bassiana e 43,3%
por M. anisopliae apds 15 dias de inoculacdo. Estes mesmos isolados quando testados por Silva
et al (2003) na concentracéo de 10’ conidios/mL sobre lagartas de P. xylostella proporcionaram
mortalidades de 68% e 74%, respectivamente.

O isolado ESALQ 1189 de M. anisopliae na concentragdo 10’ conidios/mL, César Filho et
al (2002) registraram mortalidade de 60% para lagartas de A. argillacea valor semelhante ao
obtido para D. flavipennella. Quando os isolados E9 e PL 43 de M. anisopliae, foram testados a
uma concentracdo de 10® conidios/mL, 0s mesmos autores obtiveram 30% de mortalidade média

para ambos os isolados.
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Com base nos dados de sobrevivéncia, pode-se indicar que o fungo M. anisopliae foi mais
virulento a broca D. flavipennella, quando comparado a B. bassiana, uma vez que, o melhor
isolado de M. anisopliae testado proporcionou sobrevivéncia de 3,23 dias das lagartas apos
tratamento, enquanto que para o fungo B. bassiana foi de 5, 76 dias.

Esses resultados sdo satisfatorios uma vez que o fungo M. anisopliae é produzido e
utilizado em larga escala nos canaviais do Sudeste e Nordeste do pais, para o controle das
cigarrinhas da folha e raiz da cana-de-acUcar, podendo ser direcionado para utilizacdo no Manejo
Integrado das brocas Diatraea spp.

Determinacdo das Concentracdes letais (CLsp) de B. bassiana e M. anisopliae sobre lagartas
de D. flavipennella. Com base nos valores de mortalidade confirmada e sobrevivéncia das lagartas
tratadas com os fungos, os isolados ESALQ 447 de B. bassiana e ESALQ 1189 de M. anisopliae
foram selecionados para a determinacdo da CLsg. A CLso do isolado ESALQ 447 de B. bassiana
foi estimada em 1,2x10" conidios/mL com limites inferior e superior de 7,4x10° e 2,6x10’,
respectivamente. Em relacdo ao isolado ESALQ 1189 de M. anisopliae a CLsy foi estimada em
1,2x10" conidios/mL com limites inferior e superior de 4,4x10° e 8,3x10’, respectivamente
(Tabela 5). As informacdes acerca da Concentracdo Letal (CLsp) para fungos entomopatogénicos
sdo importantes uma vez que, serve como base para utilizacdo de concentracbes economicamente
viaveis no controle da praga a nivel de campo.

Conforme referido anteriormente, a utilizacdo de C. flavipes para o controle de D.
flavipennella, parece néo ser suficiente, demonstrando a necessidade da incluséo de outras formas
de controle. Assim sendo, os resultados obtidos nessa pesquisa sugerem a utilizacdo de M.

anisopliae e B. bassiana no Manejo Integrado dessa broca, na regido canavieira do Nordeste.
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Tabela 1. Hospedeiros e Origem dos isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana utilizados nos experimentos com Diatraea flavipennella.

Fungos Isolados Hospedeiro Origem
EQ Deois flavopicta Vitoria-ES
M. anisopliae PL43 M. posticata Flefxei-ras-AL
URPE-19 Solo Vitéria - PE
URPE- 11 M. posticata Recife-PE
ESALQ1189 Solo Piracicaba - SP
URPE -3 Rhyncophorum palmarum Cabo - PE
B. bassiana URPE - 4 Membracis sp. Recife — PE
URPE - 18 Solo Cabo - PE
ESALQ 447 Solenopsis invicta Cuiaba - MS
URPE- 22 Percevejo Bagisa — BA
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Tabela 2. Porcentagens de infeccdo de ovos, de 72 horas, eclosdo e infeccdo de lagartas de

7
Diatraea flavipennella tratado com isolados de Metarhizium anisopliae na concentracdo de 10

conidios/mL. Temp.: 27 = 1°C, U.R: 70 £ 10%, Fotofase: 12h

Isolados Infeccdo de ovos (%) Eclosao de lagartas (%) Infeccdo de lagartas® (%)
PL43 92,4 + 7,578 7,6 +7,6¢° 44,4 +0,00b°

E9 96,3 + 2,04a 3,7+ 2,04c 98,1+ 1,88a
ESALQ 1189 88,9 + 6,53a 11,3 + 6,53hc 88,9+ 11,11a
URPE-11 100 £ 0,00a - -

URPE-19 43,8 £17,51b 52,5+ 15,98ab 68,6 + 4,49ab
Testemunha - 87,5+ 4,6a )

Estatisticas

Fa 1= 7,16 0000

Fs.10= 14,32 0,0001 Fs.15= 9,16 0,0020

1

Porcentagem de infeccdo de lagartas provenientes de ovos tratados pelo fungo.

2

Médias (x EP) seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Estimativa da CL50 do isolado URPE-11 de Metarhizium anisopliae para ovos de 72 horas

de Diatraea flavipennella. Temp.: 27 + 1°C, U.R: 70 £ 10%, Fotofase: 12h

CLso (Conidios mL™)

@ @)
Isolados x2 B+ EP P 99 1)
5
URPE-11 6,05 1,32+0,14 0,1094 2,0x10

(1,5x10° — 2,8x10°)

2
'y = Teste de qui-quadrado.

2(B + EP)= Coeficiente angular da reta * erro padr#o.

3(95% IC)= Intervalo de confianca, 5% significancia.
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Tabela 4. Mortalidade confirmada (%) aos cinco dias de avaliacao e sobrevivéncia de
lagartas de Diatraea flavipennella tratadas com isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria

bassiana (10  conidios mL™). Temp.: 27+2°C, UR 70+10%, fotofase: 12 h

Isolados Mortalidade (%) 5 dias* Sobrevivéncia (dias)®
URPE-3 52,7 + 7,04ab 7,08 + 1,43bc
URPE-4 40,0 +5,16b 7,12 +1,48bc
URPE-18 46,4 + 7,26ab 8,23 +2,07bc
B. bassiana URPE-22 48,3 + 8,64ab 11,29 + 2,32b
ESALQ 447 70,8 £ 9,08ab 5,76 £ 0,93c
Testemunha - 19,70 £ 2,62a

1 = 26,24< 00001

PL 43 54.8 + 6,82ab 4,60 + 0,93bc
E9 74,2 £6,97a 4,65+ 0,74bc
M. anisopliae ESALQ 1189 61,2 + 6,29ab 3,23+ 0,18¢c
URPE-11 59,5 + 6,82ab 4,37 +0,49bc
URPE-19 56,4 + 4,83ab 6,47 £ 1,0b
Testemunha - 26,88 + 1,34a
Fg; 59 — 2,28 0, 0312 XZ - 93,83< 0, 0001

1

Médias (£EP) seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de significancia
pelo teste de Tukey;
2 Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Log-Rank por pares de

isolados apos analise de sobrevivéncia pelo método Kaplan-Meyer.
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Tabela 5. Estimativa da CL50 dos isolados ESALQ 447 de Beauveria bassiana e ESALQ 1189 de

Metarhizium anisopliae para lagartas de Diatraea flavipennella. Temp.: 27 + 1°C, U.R: 70 £

10%, fotofase: 12h

CLso (Conidios mL™)

@ 2
Isolados x2 B+ EP P (95% IC) ®
1,2x10’
ESALQ 447 0,47 1,340,242 0,9244 (7,4x10° - 2,6x107)
7
ESALQ 1189 5,47 0,48£0,09b 0,3614 1,2x10

(4,4x10° - 8,3x107)

2
Ly = Teste de qui-quadrado.

2(B + EP)= Coeficiente angular da reta + erro padrao.

3(95% IC)= Intervalo de confianca, 5% significancia.

32



100 4 ——&—— Testemunha

o URPE-3
e ———w—— URPE-4
%0 | — —A— - URPE-18
— = — URPE-22
B | — —O0— — [ESALQ 447
g 60 -
=
%
5
3 40 -
20
O ]

Dias
Figura 1. Sobrevivéncia de Diatraea flavipennella tratada com isolados de Beauveria

7 -1
bassiana na concentracdo 10 conidios mL . Temp.: 27+2°C, UR 70£10%, Fotofase:

12h.
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Figura 2. Sobrevivéncia de lagartas de Diatraea flavipennella tratada com isolados de

7 -1
Metarhizium anisopliae na concentragdo 10 conidios mL . Temp.: 27+2°C, UR

70+10%, Fotofase: 12h.
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