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Controle microbiano do percevejo-castanho-das-raizes Scaptocoris carvalhoi, Becker 1966
(Hemiptera: Cydnidae) com os fungos Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria

bassiana (Bals.) Vuill.

RESUMO - A selecdao de isolados de fungos entomopatogénicos ¢ de fundamental importancia
para a implementacdo do controle microbiano de pragas em agroecossistemas. A pesquisa teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados dos fungos Metarhizium anisopliae € Beauveria
bassiana como agentes de mortalidade do percevejo-castanho Scaptocoris carvalhoi (Becker 1966)
Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Agropecuaria QOeste, em Dourados, MS, onde
foram realizados ensaios em laboratério e em casa de vegetacdao. Dez isolados de M. anisopliae ¢
onze de B. bassiana, foram aplicados topicamente no percevejo inoculando-se Sul da suspensao de
10® conidios/ml em cada inseto. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com onze
tratamentos para o ensaio com M. anisopliae, doze tratamentos com B. bassiana, tendo ambos cinco
repeticoes. Cada parcela foi constituida por quinze insetos (10 adultos e 5 ninfas grandes), mantidos
em caixa plastica gerbox, acondicionadas em B.O.D. regulada para 26+1°C, UR 85%, sem fotofase.
Em outro experimento, a patogenicidade de M. anisopliae (Ma69) foi avaliada para ninfas e adultos
separadamente. Através da analise de variancia, foi constatado efeito significativo de tratamento (p
< 0,001) com relacao a mortalidade causada aos percevejos pelos isolados testados. Os niveis de
mortalidade do percevejo foram maiores com M. anisopliae que variou de 73,3% a 94,7% contra
10,7% a 78,7% para B. bassiana. Dentre os 21 isolados testados, sete de M. anisopliae causaram
mortalidade superior a 80%, enquanto que os isolados de B. bassiana apresentaram, de um modo
geral, baixa eficiéncia no controle de S. carvalhoi. Quando ninfas e adultos foram avaliados
separadamente nao houve diferencga significativa com relagdo a mortalidade. Os altos niveis de
mortalidade observados com os isolados de M. anisopliae indicam a possibilidade do
desenvolvimento desse fungo visando o controle de S. carvalhoi em condigdes de campo. Numa
outra etapa também desenvolvida em laboratorio foi avaliada a viruléncia de isolados selecionados
do fungo M. anisopliae (Ma7, Ma69, Ma283 e Ma342) em S. carvalhoi e determinadas a Dose Letal
(DLsg) e o Tempo Letal (TLso) desses isolados. Em casa de vegetacdo avaliou-se também a
patogenicidade de um isolado de M. anisopliae (Ma69) em ninfas e adultos de S. carvalhoi. A Dose
Letal (DLsp) foi determinada preparando concentragdes de 104, 10°, 106, 107 e 10® conidios/ml e
inoculadas topicamente sobre S. carvalhoi correspondendo, respectivamente, a dose de 50, 500,
5.000, 50.000 e 500.000 conidios/percevejo. O Tempo Letal (TLs) foi calculado utilizando-se a

dose de 500.000 conidios/inseto. Apds inoculacdo, os insetos (10 adultos e cinco ninfas) foram



acondicionados em caixas plasticas do tipo gerbox (parcela) e mantidas em camaras climatizadas
regulada para 26x1°C, UR 85%, sem fotofase. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repetigdes. Na dose de 500.000 conidios/inseto foram observadas mortalidades variando
de 56,7 a 96,7%, sendo os menores valores da Dose Letal (DLsp) observados com os isolados Ma69
e Ma7 e o maior com Ma283. Os valores de TLso variaram de 0,32 a 5,84 dias, sendo o menor valor
constatado para o isolado Ma7 e o maior para Ma283, embora ndo diferissem estatisticamente, entre
si. Em casa de vegetacdo avaliou-se a patogenicidade do isolados Ma69 aplicando-se o fungo
diretamente ao solo, em vasos. Utilizou-se o delincamento estatistico inteiramente casualizado
contendo dois tratamentos (com fungo e sem fungo) em doze repetigdes, sendo a parcela constituida
por quinze insetos (10 adultos e 5 ninfas). Em outro bioensaio, conduzido também em casa de
vegetacdo, avaliou-se a patogenicidade do fungo em adultos e ninfas de S. carvalhoi,
separadamente. Para cada fase do inseto (adulto/ninfa) tratada com fungo, houve uma testemunha
(sem tratamento), totalizando 4 tratamentos. Nesse ensaio utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des, sendo a parcela constituida de 15 insetos/vaso. Nos vasos
contendo o fungo Ma69, a percentagem de mortalidade de adultos + ninfas de S. carvalhoi foi de
57,3%, sendo estatisticamente superior a mortalidade verificada nos vasos ndo tratados. Quando
ninfas e adultos foram submetidos a presenca do fungo, separadamente, o indice de mortalidade foi
significativamente maior para ninfas (80,8%) do que para adultos (32,2%). Através dos resultados
obtidos podem inferir que o isolado Ma69 ¢ altamente patogénico para S. carvalhoi tanto em
laboratério quanto em casa de vegetagcdo, constituindo em uma alternativa promissora para sua

utiliza¢ao, como inseticida microbiano, visando o controle dessa praga em condi¢des de campo.

PALAVRAS CHAVE: Insecta, DLsy, fungo entomopatogénico, biocontrole.



Microbial control of the brown root stinkbug Scaptocoris carvalhoi, Becker 1966 (Hemiptera:
Cydnidae) with the fungi Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.)

Vuill.

ABSTRACT - The selection of entomopathogenic fungi isolates is of fundamental meaning for the
implementation of microbial pests control in agricultural ecosystems. The research had the
objective to evaluate the efficiency of isolates of the fungi Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana as mortality agents for the brown stinkbug Scaptocoris carvalhoi (Becker 1966). The
experiments were carried out at Embrapa Western Agriculture in Dourados, MS, Brazil, under
laboratory and greenhouse conditions. Ten isolates of M. anmisopliae and eleven isolates of B.
bassiana were applied topically on the stinkbug, at the dosage of 5 ul of a 10® conidia/ml to each
specimen. The experimental design wad completely randomized with eleven treatments for the
assay with M. anisopliae, twelve treatments with B. bassiana, both replicated five times. Each plot
was constituted by 15 specimens (10 adults and 5 nymphs), kept in plastic boxes (gerbox type), in
growth chamber at 26+1°C and 85% relative humidity, under complete darkness. In other
experiment, the pathogenicity of the Ma69 isolate of M. anisopliae was evaluated for nymphs and
adults separately. The variance analysis showed that there was a significant effect on the mortality
caused by the isolates (p < 0.001). The percentages of stinkbug mortality were higher with M.
anisopliae, ranging from 73.3% to 94.7% than with B. bassiana, which ranged from 10.7% to
78.7%. From the 21 evaluated isolates, seven M. anisopliae isolates yielded mortalities higher than
80%, whereas the B. bassiana isolates yielded, in general, low efficiency on controlling S.
carvalhoi. When nymphs and adults were evaluated separately, there was no significant difference
in the mortality levels. The high levels of mortality observed with M. anisopliae 1solates indicate
the possibility of developing this fungus for controlling S. carvalhoi under field conditions. In other
assay, the virulence of M. anisopliae isolates (Ma7, Ma69, Ma283, and Ma342) on S. carvalhoi was
evaluated, and the Lethal Dose (LDsyp) and the Lethal Time (LTso) for these isolates were
determined. In greenhouse conditions, the virulence of the M. anisopliae Ma69 isolate was
evaluated on nymphs and adults of S. carvalhoi. The Lethal Dose (LDsy) was determined by making
suspensions at 10*, 10° , 106, 107 and 10® conidia/ml. After inoculation, the insects (10 adults and
five nymphs) were placed in plastic boxes (plot) and kept in growth chambers at 26x1°C and 85%
relative humidity, under complete darkness. The experimental design was completely randomized,
and replicated for times. At the 10® conidia/ml, the mortality ranged from 56.7% to 83.3%. The
least LDsy were observed with the Ma7 and the Ma69 and the highest with the Ma283 isolate. The



LTso ranged from 0.32 to 5.84 days, with the lowest value was observed with the Ma7 isolate and
the highest with the Ma283 isolate, but without significant differences among them. Under
greenhouse conditions, the efficiency of the Ma69 isolate was evaluated, by applying the fungus to
the soil in pots. The experimental design was complete randomized, with two treatments (with and
without the fungus), replicated 12 times, with the plot constituted by 15 insect specimens (10 adults
and five nymphs). For each insect stage (adult/nymph) treated with the fungus, there was a control
(with no treatment), making then the total of four treatments. The experimental design was
completely randomized, replicated five times, with the plots constituted by 15 insect specimens/pot.
In the pot with the Ma69 isolate, the mortality percentage of S. carvalhoi adults + nymphs was
49.8%, which was significantly higher than the observed with the untreated controls. When nymphs
and adults were placed separately in the presence of the fungus, the mortality index was
significantly higher for nymphs (71.4%) than for adults (31.2%). By the observed results, one can
conclude that the Ma69 is highly pathogenic to S. carvalhoi, both in the lab and under greenhouse
conditions, being a promising option for use as a microbial insecticide for the control of this pest

under field conditions.

KEY WORDS: Insecta, LDsj, entomopathogenic fungus, biocontrol.



1. INTRODUCAO

O desmatamento realizado para implantacdo de monoculturas, o uso deliberado de inseticidas
quimicos no solo, bem como o desenvolvimento de resisténcia da praga a inseticidas sao fatores que
tém contribuido fortemente para o desequilibrio ecoldgico nos agroecossistemas. Com isso as
espécies adquirem “‘status” de praga devido a destruicdo de inimigos e do habitat natural, sendo
constatado uma maior competicdo por recursos alocados na sobrevivéncia, manutencdo €
perpetuagao da espécie. Isso provavelmente ocorre com os percevejos-castanhos-das-raizes
Scaptocoris castanea (Perty 1830) e S. carvalhoi (Becker 1966), espécies essas constatadas no
Brasil desde a década de 40 (Andrade & Puzzi 1953), mas que comecaram a ter maior distribuicao e
abundancia a partir da década de 80, sendo atualmente observadas causando prejuizos em extensas
areas de pastagem e lavouras de soja, algodao e milho.

Os percevejos castanhos pertencem a familia Cydnidae e a subfamilia Scaptocorinae (Becker
1967), a qual contem as principais espécies de importancia economica que ocorrem no Brasil. S.
castanea ¢ S. carvalhoi, ttm causado danos econdmicos, pois possuem habito subterrdneo e sao
polifagos. Tanto os adultos quanto ninfas sugam a seiva das raizes das plantas, causando seu
amarelecimento, subdesenvolvimento ¢ até mesmo sua morte, sendo observado com maior
freqiiéncias em lavouras instaladas no sistema de plantio direto, especialmente na regido do
Cerrado.

Virias tentativas de reducdo populacional do percevejo-castanho em lavouras e pastagens tém
sido investigadas nos ultimos anos, sendo que o controle quimico ¢ a pratica predominantemente
investigada. Os efeitos deletérios dos pesticidas quimicos sobre organismos nao alvos, os problemas
de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas, bem como os riscos de contaminagdo de
pessoas e de alimentos, t€ém incentivado para a implantagdo de uma legislagao cada vez mais restrita
ao uso desses produtos, incentivando o desenvolvimento de métodos alternativos de controle de
pragas nos agroecossistemas.

A inclusdao do controle bioldégico como estratégia de manejo dos insetos-praga garante a
seletividade para a fauna benéfica e ndo deixa residuos no produto colhido, além de proporcionar
vantagens econdmicas ¢ ambientais. Nesse sentido, o uso de fungos dos géneros Metarhizium e

Beauveria para o controle de pragas se destaca por sua eficacia e caracteristicas favoraveis do ponto



;.

de vista econdmico, social e ambiental. Todavia, ¢ importante desenvolver estudos basicos com
esses entomopatogenos a fim de que se possa fornecer subsidios visando a implementagao do
manejo do percevejo castanho, com o objetivo de manter as populagdes dessa praga em niveis nao
prejudiciais tanto em lavouras como nas pastagens.

A pesquisa proposta objetivou avaliar a eficiéncia de isolados dos fungos Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. como agentes de mortalidade do
percevejo-castanho S. carvalhoi através de bioensaios realizados em laboratério e casa de

vegetacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Posicao Sistematica

Os percevejos-castanhos-das-raizes Scaptocoris castanea (Perty 1830) e Scaptocoris
carvalhoi (Becker 1966) (sinomimia Atarsocoris brachiariae Becker 1996) pertencem a ordem
Hemiptera, infra-ordem: Pentatomorpha, superfamilia: Pentatomoidea, familia Cydnidae e
subfamilia Scaptocorinae (Becker 1967, Borges et al. 1999 e Sales Jr. & Medeiros 2001).

A familia Cydnidae ¢ constituida por percevejos que possuem habito subterraneo, sendo
representada por mais de 500 espécies, em que as dimensdes do corpo nao ultrapassam 2,0 cm de
comprimento (Nakano & Telles 1997) e apresentam como caracteristica geral as pernas dianteiras
fossoriais. A subfamilia Scaptocorinae foi estabelecida por Froeschner (1960) para incluir os
géneros Scaptocoris Perty, 1833, com espécies neotropicais € o género Stibaropus Dallas, 1851, da
regido Oriental. De acordo com Froeschner (1960) Apud Becker (1967), os Scaptocorinae
apresentariam um passado evolutivo definitivo, o qual os distinguiria dos outros conhecidos dentro
dos Cydnidae, sendo caracterizado pela estrutura peculiar das tibias e pela forma globosa,
fortemente convexa do corpo. O género Scaptocoris foi estabelecido por Perty (1833) a fim de

incluir a espécie castanea, procedente do Estado do Piaui, no Brasil (Becker 1967).

2.2. Distribuicao geografica

A Subfamilia Scaptocorinae ocorre nas regides Oriental e Neotropical. Scaptocoris castanea
também ocorre nos Estados Unidos (Froeschner & Steiner Jr 1983). Na regido neotropical ¢
representada pelos géneros Scaptocoris Perty, 1833, e Atarsocoris, gen. n. (Becker 1967).

Segundo Nakano & Telles (1997), o percevejo castanho foi constatado inicialmente na
Argentina em 1934 e posteriormente, a partir da década de 40 foi registrada em varias regides do
Brasil (Andrade & Puzzi 1953). Até o inicio da década de 90, a ocorréncia dessa praga era

esporadica, em varias regioes e culturas, sendo observado alguns surtos nas décadas de 40, 60 e 80.
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Todavia a partir da década de 80 a ocorréncia desses insetos no Brasil passou a ser intensa (Oliveira

1999).

2.3. Importancia como Pragas e Plantas Hospedeiras

Dentre os percevejos Scaptocorinae, duas espécies Scaptocoris castanea € S. carvalhoi vem
causando grandes danos em plantas cultivadas (Oliveira 1999). Ambas as espécies possuem habito
subterraneo e representam grande interesse bioldgico e agrondmico pois sao potencialmente aptos a
causarem danos em diversas culturas, pois nao apresentam especificidade de hospedeiro (Becker
1967), sendo considerado insetos polifagos (Camargo & Amabile 2000). Essas duas espécies sao
caracterizadas como semelhantes (Oliveira ef al. 2000b).

A ocorréncia de danos econdmicos em lavouras e pastagens, tem sido freqiiente nas regides de
Cerrado e em solos arenosos, embora foram observadas também em solos argilosos (Oliveira et al
2000a). O solo arenoso facilita sua locomogdo, sendo seus danos registrados tanto em sistema de
semeadura direta, quanto de manejo convencional (Silva 1999). No sistema de “plantio direto” o
inseto encontra microclima mais adequado (ex. umidade) e alimento para se reproduzir no periodo
de entressafra (Nakano 2001). E possivel que essa praga venha a se tornar mais problemética devido
a extensdao de areas com esse tipo de plantio, pois ndo ocorre aragdo ¢ o revolvimento do solo,
praticas essas que afetam a sobrevivéncia das pragas que vivem no solo.

O ataque do percevejo castanho ocorre em reboleiras ou distribuidos irregularmente na area
infestada, na qual ninfas de diferentes estadios e adultos atacam as raizes (Embrapa-Soja 2003) e
apresentam preferéncia para se alimentarem em raizes novas devido ao alto conteudo de agua,
nutrientes e facilidade mecanica para sugar (Sales Jr. & Medeiros 2001). Uma vez que possuem
pecas bucais estiliformes (Silva 1999). Segundo Oliveira ef al. (2000b), em lavouras de soja, o
diametro médio de cada foco de infestacdo pode variar de poucos metros até varios hectares.

A partir da década de 80 os problemas com percevejos castanhos em culturas anuais
comecaram a ser mais freqliente, e nos ultimos anos, tem-se constatado grandes prejuizos
especialmente em lavouras de soja e algoddo, pertencentes aos estados de Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Sdo Paulo e Minas Gerais (Oliveira 1999). Os percevejos
castanhos j& foram registrados em alfafa, amendoim, arroz, banana, batata, beldroega, cana-de-
agucar, café, coqueiro, eucalipto, ervilha, feijoeiro, fumo, girassol, mandiocal, milho, pimenteira,
sorgo, tomateiro, pastagens, colonido e diversas plantas daninhas (Araujo e Silva et al. 1968, Raga

& Siloto 1999, Amaral & Villar 1999 e Nakano 2004).
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Os ataques nem sempre ocorrem na mesma area, todos os anos, sendo os fatores que causam
essa situagdo ainda indeterminados. Na cultura de soja o prejuizo pode ser total, pois as colhedeiras
nao conseguem colher as plantas de pequeno porte (Rosa et al.2002).

Nas areas infestadas, os sintomas incluem murchamento e amarelecimento das folhas logo
ap6s o ataque, com posterior seca e morte da planta. Em ataque registrado em um bananal, regido
litoranea de Sdo Paulo, as plantas apresentavam deficiéncia nutricional e hidrica (Brisolla et al
1985). Dentro das reboleiras, foi observada reducdo da populagdo das plantas e redugdao do
crescimento das plantas quando o ataque foi mais tardio. Os percevejos castanhos causam danos
ndo somente pela retirada de seiva das raizes, mas também pela inje¢do de saliva toxica causando
enfraquecimento ¢ morte das plantas (Fernandes et al. 1999, Rizzo 1979). Além disso, ha
possibilidade de introdugdo de fungos através das picadas produzidas por ocasido de sua

alimentacdo (Nakano & Telles 1997).

2.4. Aspectos Bioecolégicos

Sales Jr. & Medeiros (2001) estudando a bioecologia de Atarsocoris .brachiariae
descreveram que o periodo de ovo a adulto ¢ de aproximadamente 5 a 6 meses, sendo o periodo
ninfal provavelmente constituido de cinco instares. Os adultos vivem em torno de cinco meses,
ambiente no qual ninfas e adultos permanecem sugando as raizes. O periodo de pré-oviposi¢ao € em
média 18 dias e o de oviposicdo 84 dias. O acasalamento processa-se no interior do solo apds a
revoada, sendo freqiiente a presenca de casais em copula dentro do solo.

A oviposi¢cdo ocorre no solo (Gassen 1989); os ovos apresentam coloragdo branca e forma
oval (Silva 1999). Segundo Nakano & Telles (1997) os percevejos apresentam no maximo trés
geragdes anuais, sendo as ninfas de coloragdo branca (Milles et al 1996) e, especialmente, no tltimo
instar, apresentam as tecas alares, de coloragdo amarelada bem visiveis. Elas ndo entram em contato
com o meio exterior, e quando retiradas do solo sdo susceptiveis a exposicao dos raios solares.

Esses percevejos realizam voos de dispersdo principalmente nos periodos chuvosos (Oliveira
et al. 2000b) durante dias quentes, que ao cairem penetram no solo com facilidade (Gassen 1989),
onde constroem camaras e ninfas e adultos ficam alojados (Santos 2001).

Os adultos possuem coloragio geral castanha, pernas anteriores escavatorias (Avila et al.
1997) e posteriores com fémures engrossadas e tibias refor¢adas, adaptadas para empurrar (Corréa-
Ferreira & Panizzi 1999), caracteristicas que os possibilitam a enterrar e formar galerias

subterraneas quando ocorre um periodo de seca.
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As caracteristicas diferenciais entre S. castanea e A. brachiariae referem-se a aspectos
morfologicos como: coloragdo, tamanho, presenca de cerdas na face dorsal das tibias medianas e
estrutura do clipeo. S. castanea possui coloragdo mais castanha, 8mm de comprimento, auséncia
dessas cerdas e o clipeo ndo se alarga em direcdo ao apice e tem bordo arredondado. J& A.
brachiariae ¢ menor (5,2 a 6mm), de cor ambar amarelada, clipeo alargado em dire¢ao ao apice e
presenca de cerdas na face dorsal da tibia (Becker 1996).

Os percevejos castanhos podem ser encontrados sob pedras ou materiais que lhes servem de
abrigo (Nakano & Telles 1997). Distribui-se no pertfil do solo em profundidades que variam de 0,0 a
100 cm (Fernandes et al. 1999), sendo mais facilmente encontradas em camadas entre 5 a 40 cm de
profundidade, podendo passar longos periodos sem se alimentar (Fundagao MT 1999a). Nas épocas
mais secas, aprofundam-se no solo e durante as chuvas retornam a superficie (Silva 1999 e Nakano
2004). Nos periodos de estiagem prolongada podem atingir de 1,8 a 4,0m de profundidade

(Fundacao MT 1999b) e emitem forte odor quando o solo € removido.

2.5. Estratégias de Controle

2.5.1. Controle Quimico

Nos ultimos anos, algumas experiéncias foram realizadas com o objetivo de indicar
inseticidas eficientes no controle do percevejo castanho, mas os resultados obtidos até entdao sao de
baixa eficacia e inconsistentes. De acordo com Embrapa-Soja (2003) e Nakano (2004) o controle
quimico ¢ de dificil efeito, pois deve ser aplicado logo apds as chuvas. Havendo seca ¢ impossivel
atingi-los, além disso provocam desequilibrio ecologico e riscos a sautde humana. Esse método de
controle € baseado no tratamento preventivo (Santos 2001) e praticamente nao ha inseticidas com
efeito residual suficientes para assegurar reducdo populacional a longo prazo (Nakano & Telles
1997).

Em resultados de pesquisa a Fundagao MT (1999a) identificou alguns inseticidas quimicos

que funcionam como repelentes.
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2.5.2. Controle Cultural

A eliminagdao do hospedeiro intermediario, principalmente na entressafra, contribui para
diminuir a populacao de pragas de solo (Ferreira Lima 1993). Nesse sentido, Oliveira et al. (2003)
avaliaram a associagdo entre a planta invasora maria-mole (Senecio brasiliensis Less) e Atarsocoris
sp., € observaram uma correlagdo entre essas espécies, o que permite sugerir a inclusdo da maria-
mole como bioindicadora desse inseto nas areas testadas.

Fundagao MT (1999b) também constatou que o preparo do solo e a correcao da acidez do solo

com calcario sdo praticas culturais usadas para o manejo do percevejo castanho.

2.5.3. Controle Fisico

O revolvimento do solo com aracao ¢ considerado um bom meio para reduzir as infestagcdes
das pragas que vivem no solo (Nakano 2001). Para Viana ef al. (2001) essa pratica causa exposicao
dos insetos aos predadores e causa morte de ninfas e adultos por esmagamento. Malaguido et al.
(1999) avaliaram a influencia dos nutrientes enxofre e nitrogénio na sobrevivéncia do percevejo
castanho em soja e constataram efeito direto do adubo na mortalidade do percevejo. Em outro
trabalho desenvolvido por Oliveira & Sales Jr. (2002) a adicdo de matéria organica contribuiu para
a reducdo da populacdo do percevejo castanho A. brachariae.

Nakano & Telles (1997) relataram que o percevejo-castanho-das-raizes possui atragdo pela
cor branca. Sengundo esses autores € possivel montar armadilhas com inseticidas ou fungos

entomopatogénicos utilizando-se barreiras, com essa cor, para contaminar os adultos.

2.5.4. Controle Biolégico

A conservacao e a exploracdo ambiental garantindo equilibrio ecoldgico e desenvolvimento
sustentavel, sdo alvos de pesquisas em todo o mundo. O estudo da dinamica populacional, do
comportamento, da distribui¢do e abundancia, do potencial de reproducao, das condi¢des e recursos
alocados no desenvolvimento, crescimento e reproducao e os inimigos naturais sdo conhecimentos
importantes para que as comunidades permanegam em equilibrio, pois qualquer alteragdo induzida
pelo homem, para promover estabilidade, somente tera sucesso apos extensivos estudos basicos nos

ecossistemas. Dentre as medidas usadas para garantir o equilibrio ecoldgico destacam-se o controle
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biologico. Segundo Bellotti (1992) o controle biologico ¢ uma protecao fitossanitaria sustentavel
devido ao aparecimento de pragas resistentes a inseticidas; aumento no nimero de pragas € nos
casos de contaminacgdo de alimentos e agua; envenenamento do homem e de animais domésticos.
Atualmente, mais de 500 espécies de insetos tem sido alvos em cerca de 1200 programas de
introducdes de controle bioldgico no mundo (Driesche & Bellows 1996). Com o réapido
desenvolvimento de pesquisas entomologicas, nos ultimos anos, ¢ a necessidade de se encontrar
novas alternativas para o controle de pragas, o controle microbiano vem se destacando. Os
microrganismos entomopatdgenos fungos, bactérias, virus, nematoides e protozoarios tém sido
pesquisados com sucesso produzindo bioinseticidas eficazes para os inseto-pragas (Berti Filho &

Ciociola. 2002).

2.5.4.1. Controle Microbiano

Alves (1998a) relata que o controle microbiano ¢ um componente indispensavel de qualquer
programa de manejo integrado, pois para a maioria dos insetos de interesse econdmico ha sempre
um patdégeno capaz de regular sua populacdo. Dentre os microrganismos entomopatogénicos os
fungos sdo os mais freqiientemente encontrados em associacdes com insetos Silva (2001), sendo
conhecidas atualmente mais de 700 espécies entomopatogénicas (Moino ef al. 1998), em que cerca
de 80% dessas doencas em artrépodes sao provocadas por fungos (Luz et al. 2002).

No Brasil, a patologia e o controle microbiano de insetos tiveram grande desenvolvimento nos
ultimos vinte anos, sendo que 50% dos trabalhos de patologia e controle microbiano publicados
referem-se a fungos entomopatogénicos (Alves 1998b), uma vez que sdo os microrganismos mais
encontrados associados com insetos (Gazzoni et al. 1994).

Os fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizium e Beauveria sao os mais usados no
controle microbiano de mais de 300 espécies de insetos (Moino et al. 1998). Esses patdgenos sao
mundialmente conhecidos e utilizados como agentes biocontroladores de varias pragas agricolas
(Alves et al. 1985 e Figueirédo et al. 2002), apresentando potencial para utilizagao contra diversas
ordens de insetos (Alves 1992) incluindo os hemipteros pragas, como o percevejo-de-renda da
mandioca (Oliveira et al. 2001), cigarrinha-das-pastagens e cigarrinha-da-cana-de-agucar (Alves
1998b) e o percevejo castanho (Nakano 2004).

O grau de especificidade de fungos entomofagos € bastante variavel (Huffaker & Messenger
1976) podendo insetos de uma mesma familia apresentar respostas diferentes a patogenicidade de

um determinado fungo (Sosa-Gomez & Moscardi 1992). Muitos parametros sdao considerados
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mediante aplicagdo eficaz do controle microbiano com fungos. A partir do estudo da epizootiologia
¢ possivel realizar controle eficiente, pois ¢ considerada uma ciéncia aplicada ao controle
microbiano a qual estuda a dindmica das doencas nas populagdes de insetos, enfatizando as
interacoes e os padroes de comportamento resultantes do sistema inseto-patogeno-ambiente (Sosa-
Gomez & Moscardi 1992). A viabilidade e atividade biologica de fungos entomopatogénicos sao
altamente influenciadas pelas condigdes ambientais como temperatura (Cooke 1979), umidade,

substrato e radiacdo ultra-violeta (Marques et al. 2000).

2.5.4.2. Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

(Deuteromycete: Moniliaceae) como agentes de controle de insetos

Os primeiros testes com fungos entomopatogénicos foram desenvolvidos no final do século
XIX pelo russo Ilya Metschnikoff em 1879 ao avaliar o potencial de M. anisopliae para controle de
larvas de coledpteros (Alves 1998b). Posteriormente, surgiram os primeiros resultados praticos,
sendo atualmente disponiveis varios inseticidas a base desse patdgeno em muitos paises (Faria &
Magalhaes 2001).

Os fungos entomopatgénicos t€m sido utilizados para o controle de pragas desde a década de
70. A partir das décadas de 80 e 90 os programas de controle de insetos em grandes areas se
incrementaram em paises como Brasil, Colombia, China e Filipinas (Sosa-Gomez 1999). No Brasil,
existem diversas empresas produtoras de fungos, produzindo patéogenos como M. anisopliae ¢
Beauveria bassiana (Quintela et al. 1994) que sao utilizados no controle da cigarrinha-das-
pastagens e da cana-de-actcar, broca dos citros e térmitas. Alguns isolados desses fungos sdo
altamente infectivos a Cornitermes cumulans em laboratdrio e a campo apresentando, assim, grande
potencial para utilizacdo como inseticida microbiano (Fernandes & Alves 1992). Faria &
Magalhaes (2001) relataram que a producdo massal desses patogenos no Brasil ¢ realizada
utilizando-se arroz cozido como substrato.

O fungo B. bassiana ¢ o mais estudado, sendo produzido com o nome de Boverin e utilizado
contra diversas espécies de insetos na Russia (Alves et al. 1985), bem como nos Estados Unidos e
México. No Brasil esse patogeno tem sido comercializado para o controle da broca-do-cafg,
cochonilha em citros, cupins € mosca branca.

Os fungos apresentam vantagem quando comparados com outros grupos de patdgenos, pois a
maioria desses ¢ altamente especializada na penetracdo pelos espiraculos e particularmente pela

superficie do tegumento dos insetos, além de seus conidios possuirem alta capacidade de
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disseminagdo horizontal (Moscardi 2003). Podem infectar independente da atividade alimentar do
hospedeiro, pois penetram nao somente pelo intestino (Hajek & Leger 1994). Quando o fungo entra
na hemolinfa, reproduz rapidamente e geralmente causa a morte do hospedeiro, pois produzem
toxinas que enfraquecem suas respostas imunes (Driesche & Bellows 1996). De acordo com Sosa-
Gomez & Alves (2000) as seguintes fases ocorrem na colonizacdo de um fungo deuteromiceto
entomopatogénico: 1) conidiogénese; 2) liberagdo de conidios; 3) disseminacdo; 4) adesdo ao
tegumento do hospedeiro; 5) indugdo da germinagdo; 6) diferenciacdo do tubo germinativo; 7)
penetracao; 8) crescimento interno; 9) extrusdo e nova conidiogénese

Diante do potencial de emprego de fungos entomopatogénicos a sele¢do de isolados que
promovam doengas em populacdes de insetos-praga € de extrema relevancia, principalmente para
aquelas espécies de dificil controle, como sdao os insetos de solo. O biocontrole desses insetos
através de fungos patogénicos pode representar uma alternativa viavel, na qual ha necessidade de
determinar o potencial desses agentes biologicos sobre o inseto.

Devido ao comportamento, distribuicdo e danos causados em varias culturas, o percevejo
castanho-da-raiz S. carvalhoi desperta grande interesse Varios fungos entomopatdgenos dos
géneros Metarhizium, Beauveria e Paecilomyces j4 foram isolados desse inseto, os quais
apresentam potencial para controle da praga (Oliveira et al. 2000a).

Trabalhos realizados com o fungo M. anisopliae demonstraram a possibilidade de utilizagao
desse microrganismo no controle do percevejo-castanho-das-raizes. O potencial de controle
biologico de isolados de M. anisopliae e B. bassiana foi testada sobre S. castanea em laboratoério,
resultando na mortalidade de 50% de ninfas e adultos (Batista et al. 1996). Amaral et al. (1999)
constataram que Metarhizium anisopliae proporcionou eficiéncia entre 30 e 80 % de controle de A.
brachiariae, sendo a eficiéncia maior quando em associacdo com a matéria organica. O efeito de
inseticidas associados a uma linhagem M. anisopliae, isolado do proprio A. brachiariae, também foi
testado, demonstrando que essa associacdo proporcionou controle de sua populacdo € menor
agressao ao meio ambiente (Amaral ef al. 2002). Fundacao MT (1999a), Viana et al. (2001), Viana
et al. (2003) e Nakano (2004) também descreveram que M. anisopliae ¢ um agente de controle
biologico que pode ser empregado contra S. castanea.

Outros agentes de controle microbiano tém sido testados sobre o percevejo castanho, como foi
demonstrado por Sartori ef al. (2002) que avaliaram a suscetibilidade de ninfas e adultos de S.
castanea ao nematoide Steinernema carpocapsae em laboratorio, resultando em 100% de
eficiéncia. O indice de mortalidade de adultos de S. castanea também foi testado por Rosa et al.

(2002) pelo mesmo patdgeno.



3. CAPITULO 1

Selecio de isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e de Beauveria bassiana (Bals.)

Vuill. para o controle Scaptocoris carvalhoi Becker, 1966 (Hemiptera: Cydnidae)

Selection of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. and Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

isolates for the control of Scaptocoris carvalhoi Becker, 1966 (Hemiptera: Cydnidae).

3.1. ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the virulence in vitro of isolates of the
fungi Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana on nymphs and adults of Scaptocoris
carvalhoi. The experiments were carried out at Embrapa Western Agriculture in Dourados, MS,
Brazil. Ten isolates of M. anisopliae and eleven of B. bassiana were evaluated by topic application
onto the stinkbugs of 5 pl of a suspension with 10® conidia/ml. The experiments were conducted in
a completely randomized design, with eleven treatments for M. anisopliae and twelve for B.
bassiana, both replicated five times (10 adults and five nymphs per plot). In other experiment, the
M. anisopliae (Ma69) pathogenicity of was evaluated for nymphs and adults, separately. Each plot
had 15 specimens, kept in plastic boxes (11x11x3,5¢cm), in growth chamber at 26+1°C and 85%
relative humidity, under continuous darkness. Data of insect mortality was analyzed with ANOVA
(< 0.001). The levels of stinkbugs mortality were higher for M. anisopliae (73.3% to 94.7%) than
for B. bassiana (10.7% to 78.7%). Among the fungal isolates, seven M. anisopliae caused mortality
of over 80%. In general, the B. bassiana isolates showed low efficiency for the control of S.
carvalhoi. When nymphs and adults were evaluated separately, there was no significant differences
in mortality. The virulence was high for most of the M. anisopliae isolates. These results indicate
that this fungus could be used to develop a formulation aiming the controll of S. carvalhoi in the

field.

KEY WORDS: Insecta, microbial control, entomopathogenic fungus, mortality



18

RESUMO - Objetivou-se nesse trabalho avaliar a patogenicidade de isolados dos fungos
Metarhizium anisopliae € Beauveria bassiana em ninfas e adultos de Scaptocoris carvalhoi, em
laboratdrio. Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Agropecudria QOeste, em Dourados,
MS. Foram avaliados dez isolados de M. anisopliae e onze de B. bassiana, sendo os conidios
inoculados no percevejo através de aplicacdo topica com 5ul da suspensio de 10® conidios/ml.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com onze tratamentos para o ensaio com M.
anisopliae, doze tratamentos com B. bassiana, tendo ambos cinco repetigdes (10 adultos/Sninfas
por parcela). Em outro experimento a patogenicidade de M. anisopliae (Ma69) foi avaliada para
ninfas e adultos separadamente. Cada parcela foi constituida por quinze insetos, mantidos em caixa
plastica gerbox, condicionadas em B.O.D. regulada para 26+1°C, UR 85% sem fotofase. Através da
analise de variancia, foi constatado efeito significativo de tratamento (p < 0,001) com relagdo a
mortalidade causada aos percevejos pelos isolados dos fungos testados. Os niveis de mortalidade do
percevejo foram maiores para M. anisopliae que variou de 73,3% a 94,7% contra 10,7% a 78,7% de
B. bassiana. Dentre os 21 i1solados testados, sete de M. anisopliae causaram mortalidade superior a
80%. Os isolados de B. bassiana apresentaram, de um modo geral, baixa eficiéncia no controle de
S. carvalhoi. Quando ninfas e adultos foram avaliados separadamente nao houve diferenca
significativa com relacdo a mortalidade. A viruléncia foi elevada para a maioria dos isolados de M.
anisopliae, resultados esses que fornecem subsidios para o desenvolvimento do fungo visando o

controle de S. carvalhoi em condi¢des de campo.

PALAVRAS CHAVE: Insecta, controle microbiano, fungo entomopatogénico, mortalidade.
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3.3 Introducao

O percevejo-castanho-da-raiz, um inseto de habito subterraneo, pertence a familia Cydnidae
(Nakano & Telles 1997), subfamilia Scaptocorinae (Borges et al. 1999). Essa subfamilia ocorre nas
regioes Oriental e Neotropical (Becker 1967). Na regido neotropical ¢ representado pelos géneros
Scaptocoris e Atarsocoris (Becker 1967), sendo que a partir da década de 40 foi registrado em
varias regides do Brasil (Andrade & Puzzi 1953). Todavia, somente a partir da década de 80 a
ocorréncia desses insetos passou a ser intensa no Brasil, causando prejuizos em lavouras e
pastagens (Oliveira 1999).

Os adultos possuem coloragio geral castanha, pernas anteriores escavadoras (Avila et al.
1997) e posteriores com fémures engrossados e tibias reforcadas, adaptadas para empurrar (Corréa-
Ferreira & Panizzi 1999) caracteristica essa que os possibilitam a enterrar e formar galerias
subterraneas especialmente em periodos de seca, podendo ser encontrados em profundidades que
variam de 0,0 a 100 cm (Fernandes et al. 1999) onde podem passar longos periodos sem se
alimentarem (Silva 1999; Sales Jr & Medeiros 2001), voltando a superficie quando as chuvas
retornam (Nakano 2004). As ninfas sao brancas (Milles et al. 1996) e, especialmente, no ultimo
instar, as tecas alares, de coloragdo amarelada, sao bem visiveis (Oliveira et al. 2000b).

Dentre os percevejos Scaptocorinae duas espécies Scaptocoris carvalhoi (sinonimia
Atarsocoris brachiariae) e Scaptocoris castanea, vém causando grandes danos a agropecuaria,
principalmente em pastagens, soja e algodao. No Brasil, o percevejo castanho ocorre de Norte a Sul,
mas o registro de danos econdmicos tem sido freqiiente na regido do Cerrado (Oliveira et al.
2000b), especialmente em solos arenosos (Oliveira et al. 2000a). O percevejo castanho, considerado
um inseto polifago (Camargo & Amabile 2000), também ja foi registrado em ervilha, pimenteira,
sorgo, tomateiro, tremogo, pastagens, colonido e diversas plantas daninhas (Nakano & Telles 1997),
alfafa, amendoim, arroz, beldroega, café, cana-de-actcar, capim-acu, capim-gordura, capim-
marmelada, coqueiro, eucalipto, girassol, milho, sorgo, bananal, feijoeiro, batata, fumo, mandioca
(Corréa-Ferreira & Panizzi 1999; Nakano 2004). Podem ocorrer tanto em sistemas de semeadura
direta como de convencional (Silva 1999), com o ataque ocorrendo em reboleiras, na qual ninfas e

adultos atacam as raizes das plantas (Embrapa-Soja 2003). Nas areas infestadas, os sintomas
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incluem murchamento e amarelecimento das folhas apds o ataque, com posterior seca € morte da
planta. Dentro das reboleiras, pode ser observada redugdo da populagdo ou do crescimento das
plantas dependendo de quando o ataque ocorre. Causam danos pela retirada de seiva das raizes, pela
injecdo de saliva toxica, o que provoca o enfraquecimento e morte das plantas (Fernandes et al.
1999; Rizzo 1979), bem como pela possibilidade de introdugdo de fungos nos hospedeiros através
das picadas produzidas por ocasido de sua alimentagdao (Nakano & Telles 1997).

Diante da peculiar biologia e comportamento que o percevejo castanho possui, ¢ necessario
intensificagdo de métodos de controle para manter sua populagdo em niveis ndo prejudiciais as
culturas. O controle quimico, além de provocar desequilibrio ecologico e riscos a satde humana e
ao meio ambiente ¢ de modo geral ineficaz e os resultados obtidos até entdo sdo inconsistentes
(Embrapa-Soja 2003; Nakano 2004). O controle bioldégico do percevejo castanho tem sido
registrado como um método promissor. Sartori et al. (2002) avaliou a suscetibilidade de ninfas e
adultos de S. castanea ao nematdide Steinernema carpocapsae em laboratorio, resultando em 100%
de eficiéncia. O indice de mortalidade de adultos de Scaptocoris castanea também foi testado por
Rosa et al. (2002) pelo mesmo patdogeno, apresentando mortalidade de 100%. Fungos
entomopatogénicos, dos géneros Metarhizium, Beauveria ¢ Paecilomyces também ja foram isolados
do percevejo castanho (Malaguido et al. 2000).

No Brasil, programas de controle microbiano de insetos tiveram grandes avancos na Ultima
década, com destaque para os fungos entomopatogénicos (Alves 1998b). Os fungos Beauveria
bassiana e M. anisopliae sao mundialmente conhecidos e utilizados como agentes de controle de
iniimeras espécies de pragas de importancia econdmica. Pesquisas com fungos que apresentam
potencial de uso no controle biolégico, como aqueles dos géneros Metarhizium e Beauveria que,
segundo Moino et al. (1998) atacam mais de 300 espécies de insetos, necessitam ser intensificadas.

O potencial de controle biologico de isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., foi testado sobre S. castanea em laboratorio, resultando na
mortalidade de 50% sobre ninfas e adultos (Batista Filho et al. 1996). Amaral et al. (1999)
constataram que M. anisopliae proporcionou eficiéncia entre 30 e 80 % no controle de Atarsocoris
brachiariae, sendo a eficiéncia maior quando em associacdo com a matéria organica. O efeito de
inseticidas associados a uma linhagem M. anisopliae, isolado do proprio A. brachiariae, também foi
testado, o qual demonstrou que essa associacdo proporcionou controle do percevejo € menor
agressao ao meio ambiente (Amaral et al. 2002). Viana et al. (2003) também descreveram M.
anisopliae como um agente de controle de S. castanea. A relagdo patdgeno-hospedeiro também foi
testada por Malaguido et al. (2000), em laboratorio, quando verificaram potencial de infectividade

de um isolado de M. anisopliae sobre adultos de S. castanea.
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A selegao de isolados de entomopatogenos podera fornecer subsidios para o desenvolvimento
de estratégias de controle, principalmente para espécies de dificil manejo como os insetos de solo.
A presente pesquisa teve por objetivo avaliar a patogenicidade de isolados dos fungos M. anisopliae

e B. bassiana em ninfas ¢ adultos de S. carvalhoi, em condigdes de laboratorio.
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3.4. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Entomologia da Embrapa
Agropecuaria QOeste, em Dourados, MS. Ninfas e adultos de S. carvalhoi foram coletados de
lavoura de soja do municipio de Sdo Gabriel do Oeste, MS (19° 23 42°> S e 54° 33° 57 W) e
transportados em solo Umido mantido em caixas de isopor. No laboratorio os insetos foram
acondicionados em caixas de isopor contendo solo e raizes de algodoeiro, como alimento.

Para a avaliacdo da relagdo patdgeno-hospedeiro foram avaliados dez isolados de M.
anisopliae (Ma) e onze de B. bassiana (Bb). Os testes de patogenicidade foram realizados através
de bioensaios conduzidos em laboratério, em trés etapas: no ensaio 1 foram avaliados os isolados de
M. anisopliae, no ensaio 2 os isolados de B. bassiana ¢ no ensaio 3 ninfas e adultos foram
submetidos a ag¢do do isolado Ma69 para comparar a suscetibilidade desses dois estagios de
desenvolvimento. Os isolados testados, pertencem a cole¢do de fungos entomopatogénicos da
Embrapa Soja (Sosa-Gomez & Silva 2002), os quais foram obtidos a partir de diversos hospedeiros
e localidades (Tabela 1). Os isolados foram colocados em tubos de vidro contendo meio de cultura
Batata—Dextrose-Agar (BDA) + antibidtico sulfato de streptomicina e armazenados em freezer.
Posteriormente, os isolados foram repicados utilizando placas de Petri contendo BDA e o
antibiotico tetraciclina. Para germinagdo e esporulagdo dos isolados, as placas foram mantidas
durante dez dias em estufa incubadora (B.0.D.) a 26x1°C e fotofase de 12h. Apo6s isso, cada isolado
foi condicionado em um tubo de vidro contendo silica gel e leite desnatado (agente protetor) e
armazenados em freezer (-12°C) (Smith and Onion 1983).

Para instalagdo dos bioensaios, os isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA + antibiotico tetraciclina e mantidas em estufa incubadora nas mesmas
condi¢gdes ambientais descritas previamente. Suspensdes fungicas foram preparadas com 4 ml de
espalhante adesivo (Tween 80 a 0,01 % em agua destilada) e adicionadas as placas contendo os
isolados multiplicados em meio de cultura. Os conidios foram raspados do meio de cultura com
auxilio de uma espatula, sendo o material fingico filtrado utilizando-se tecido ndo tramado de
viscose. Para homogeneizar, as suspensdes foram agitadas em aparelho rotativo tipo vortex (Q-
MED). Apos isso, foram realizadas quantificagdes utilizando-se cdmara de Neubauer e efetuada

dilui¢des para ajustar 10® conidios/ml de solucdo (Fig. 1). Os conidios foram aplicados topicamente
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sobre os insetos, com auxilio de uma micropipeta inoculando-se 5ul da suspensao na regido ventral
e entre as coxas do percevejo (Fig. 2). Ap6s a inoculagdo, os insetos foram condicionados em caixas
plasticas do tipo gerbox (11x11x3,5cm), contendo 180 gramas de solo esterilizado e umedecido
com 30 ml de 4gua destilada e autoclavada. Raizes de algodoeiro tratadas com hipoclorito de sddio
a 0,1% foram oferecidas aos insetos como alimento. Essas caixas foram mantidas em camaras

climatizadas (B.0O.D.) reguladas para 26+1°C, UR 85%, sem fotofase.

Figura 1. Tubo de ensaio contendo suspensdo de Metarhizium anisopliae na concentracao de
10® conidios/ml.

Figura 2. Aplicagdo de suspensdo fungica em adultos de Scaptocoris carvalhoi.

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado, tendo o ensaio 1 onze
tratamentos (10 isolados de M. anisopliae € uma testemunha) com cinco repetigoes, o ensaio 2 doze

tratamentos (11 isolados de B. bassiana e uma testemunha) com cinco repetigdes € no ensaio 3 para
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cada fase do inseto (ninfa/adulto) tratada com fungo houve uma testemunha (sem tratamento) com
cinco repetigdes, totalizando quatro tratamentos. No ensaio 1 e 2 cada parcela foi constituida por
quinze insetos (10 adultos e 5 ninfas). No ensaio 3 cada parcela continha 15 ninfas ou 15 adultos
tanto para os tratamentos com fungos quanto na testemunha (sem fungo).

A viabilidade dos conidios foi avaliada para cada isolado, utilizando-se quatro laminas,
contendo o meio BDA-+antibidtico tetraciclina, mantidas em gerbox, sendo a suspensao
pulverizada, com aparelho nebulizador. Duas dessas laminas foram visualizadas, com auxilio do
microscopio Optico com aumento de 400x, para verificar a quantidade de conidios. Havendo
numero suficiente de conidios, essas laminas foram mantidas em B.O.D. a 26x1°C, fotofase 12h e,
posteriormente, realizadas as contagens de conidios viaveis.

Avaliou-se a mortalidade dos insetos aos 5, 8, 12, e 15 dias ap6s a inoculagao dos fungos,
efetuando-se a troca do alimento e repondo a umidade do solo no gerbox quando necessario. Para a
confirmacdo da causa mortis os insetos foram colocados em placas de Petri contendo papel filtro
esterilizado e um recipiente com algoddo umedecido em 4gua destilada e autoclavada, ambiente
esse favoravel ao desenvolvimento do patogeno (Fig. 3). As placas foram vedadas com parafilm e

mantidas em B.O.D. a 26x1°C, sem fotofase.

Figura 3. Placa de Petri e papel filtro esterilizados contendo recipiente com algodao umedecido
(A) e Scaptocoris carvalhoi em placa de Petri para confirmagao de causa mortis (B).
Todo procedimento em laboratério, como preparo do meio de cultura, preparo das suspensoes
e viabilidade dos conidios, foi realizado em capela de fluxo laminar visando proporcionar
bioseguranca e assepsia na conducao dos experimentos.

A patogenicidade dos isolados foi avaliada considerando os valores de mortalidade (x) do
percevejo, os quais foram transformados para arcsen +/x/100 e submetidos a analise de variancia,

sendo as médias dos tratamentos do ensaio um e dois comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. No ensaio trés as médias foram comparadas pelo teste T a 5% de probabilidade. No
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ensaio 1 a infectividade dos isolados de M. anisopliae também foi avaliada com base no célculo do
Tempo Letal (TLsg), submetendo-se os valores de mortalidade acumulada a Andlise de Probit,

através do programa MOBAE (Haddad et al. 1995).



26

3.5. Resultados e Discussao

Os isolados de Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, testados nessa pesquisa,
apresentaram viabilidade média de 97% e 99%, respectivamente, por ocasido da instalagdo dos
bioensaios. A infectividade devido aos isolados testados sobre ninfas e adultos de Scaptocoris
carvalhoi foi comprovada quando os insetos apresentavam corpo endurecido devido ao
desenvolvimento do mic¢lio, onde se verificava a formacao de conidios de coloracao verde e
branca, respectivamente, para M. anisopliae (Fig. 4) e B. bassiana (Fig 5). Na qual, utilizando-se
microscopio optico com aumento de 400x, os conidios de B. bassiana apresentaram forma globosa
ou subglobosa com conidiéforos contendo fidlides com a parte basal dilatada terminando em zigue-
zague ¢ os conidios de M. anisopliae cilindricos e estreitos no meio, sendo dispostos em cadeia

sobre os conidioforos.

Figura 4. Desenvolvimento micelial de Metarhizium anisopliae em Scaptocoris carvalhoi (A) e
conidiogénese (B).

Figura 5. Scaptocoris carvalhoi infectados pelo fungo Beauveria bassiana.



27

Através da analise de variancia, foi constatado efeito significativo de tratamento (p < 0,001)
com relacdao a mortalidade causada aos percevejos pelos isolados dos fungos para ambos os ensaios
conduzidos em laboratério (Tabela 2 e 3).

No ensaio 1, em que dez isolados de M. anisopliae foram testados, 0 Ma352 apresentou maior
indice de mortalidade sobre S. carvalhoi (94,7%), embora fosse significativamente superior apenas
em relacdo ao isolado Mal2 (Tabela 2). Todavia, os demais isolados de M. anisopliae apresentaram
mortalidade do percevejo significativamente superior a testemunha. No ensaio com B. bassiana, a
mortalidade do percevejo foi superior com o isolado Bbl4. Esse efeito foi significativamente
superior em relacdo a todos os demais isolados de B. bassiana, exceto para Bb161 e Bbl16, cujos
niveis de mortalidade ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3). Nesse ensaio houve maior
variacdo dos niveis de mortalidade entre os isolados, sendo que Bbl4, Bb161 e Bbl6 diferiram
estatisticamente de Bb159 € Bb357, o mesmo ocorrendo entre os isolados Bb37 e Bb357. No ensaio
3 nao houve diferenca significativa na percentagem de mortalidade para ninfas e adultos do inseto,
sendo que diferiram apenas da testemunha (Tabela 4) demonstrando igual suscetibilidade desses
dois estadios de desenvolvimento ao isolado Ma69.

Dentre os 21 isolados de fungos testados, somente sete de M. anisopliae causaram
mortalidade em ninfas e adultos de S. carvalhoi superior a 80%, nivel satisfatorio de controle para
que um inseticida possa ser considerado eficiente do ponto de vista agronomico. De um modo geral,
os niveis de mortalidade do percevejo foram maiores para os isolados de M. anisopliae que variou
de 73,3% a 94,7% contra 10,7% a 78,7% de B. bassiana (Tabela 2 e 3). Batista Filho & Ramiro
(1996) obtiveram 50% de mortalidade para adultos e ninfas de Scaptocoris castanea quando um
isolado do fungo M. anisopliae foi pulverizado sobre o inseto na concentragdo de 0,4x10°
conidios/ml. Esse resultado ¢ inferior aos obtidos com os isolados de M. anisopliae, desse trabalho.
A infectividade de isolados de M. anisopliae e de B. bassiana sobre o percevejo castanho da raiz
também foi testada, em laboratério, por Malaguido et al. (2000), com aplicagcdo topica de Sul/
percevejo (30.000 conidios/inseto), na qual, obtiveram mortalidades de 31% e 38%,
respectivamente, para esses dois fungos. Quando esses mesmos autores submeteram os mesmos
1solados a maior concentragao, mediante mistura com caulim, a eficiéncia de M. anisopliae foi mais
acentuada, atingindo 63%, enquanto que para B. bassiana permaneceu com 37% de eficiéncia.
Mesmo assim, os indices de mortalidade obtidos por esses autores foram inferiores aos encontrados
nessa pesquisa.

Os valores de TLsy apresentaram grande variacdo sendo os maiores valores observados com

os isolados Ma98 e Mal2 e os menores com Mal36 e Ma283. Os dados de mortalidade devido ao
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isolado Mal36 ndo se ajustaram a analise de Probit para a determinacdo do Tempo Letal (TLso)
(Tabela 2).

Os isolados de B. bassiana apresentaram baixa eficiéncia, representando indices insuficientes
para o controle de S. carvalhoi em laboratorio o que provavelmente ocorrerd a campo. Porém, o
efeito virulento foi elevado para a maioria dos isolados de M. anisopliae, resultados esses que
fornecem subsidios visando viabilizar o emprego desse patogeno para o controle de S. carvalhoi em

condig¢des de campo.
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Tabela 1. Isolados' de Metarhizium anisopliae e de Beauveria bassiana utilizados nos

bioensaios com Scaptocoris carvalhoi em Dourados, MS/2003.

Isolado

Hospedeiro

Colecoes de Culturas

Metarhizium anisopliae (Ma)

Ma 6

Ma 7

Ma 12
Ma 69
Ma 98
Ma 136
Ma 283
Ma 352
Ma 356
Ma 358

Beauveria bassiana (Bb)
Bb 8
Bb 14
Bb 15

Bb 16
Bb 20
Bb 37
Bb 56

Bb 159
Bb 161
Bb 354
Bb 357

Solo
Solo
Solo
Phyllophaga cuyabana
Sternechus subsignatus
foliolo da soja
Scaptocoris castanea
Deois sp.
Piezodorus guildinii
Ornithacris cavroisi

Nezara viridula
Pentatomidae
Euschistus heros

Piezodorus guildinii
Nezara viridula
Nezara viridula

Nezara viridula

Nezara viridula
Anticarsia gemmatalis
Oryzophagus oryzae
Diabrotica sp.

Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
CP 225 CG491
CP 30 CG 144
IMI 330189
ARSEF 3341
CG366

Embrapa-Soja, PR
ESALQ - 353
ESALQ - 457

ESALQ - 458
ESALQ - 500
CG78
ESALQ - 620
ARSEF 1474
ARSEF 3954 or
ARSEF 39367
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
Embrapa-Soja, PR
CG61

'Catalogo de fungos entomopatogénicos (Sosa-Goémez e Silva 2002)
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Tabela 2. Mortalidade de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae na concentragio 10® conidios/ml e tempo letal (TLs) (n= 75). Dourados,
MS/2003.

b2
Isolado Mortalidade (%) TLsoe IC (dias)® Equagao da reta Calcﬁlado
Ma 352 94,7+ 3,27 a 0,40 (0,07 —2,28) Y=15,41483 +1,02931 logx 0,02ns
Ma 69 92,0 = 4,90 ab 0,99 (0,30 —3,22) Y=15,00502 + 1,15593 logx 0,03 ns
Ma 7 89,3 + 5,81 ab 0,31 (0,24 -0,41) Y=15,37477 + 0,74184 logx 0,00 ns
Ma 283 90,7 + 2,67 ab 0,07 (0,00 — 7,26) Y=15,66487 + 0,58976 logx 0,02 ns
Ma 6 84,0 + 4,00 ab 1,48 (0,18 —12,03) Y=4,82002 + 1,06288 logx 0,16 ns
Ma 356 81,3 +9,04 ab 0,59 (0,21 —1,67) Y=15,14558 +0,64351 logx 0,01 ns
Ma 136 82,7 + 4,00 ab * * *
Ma 358 78,7 = 2,49 ab 1,35(0,45-3,99) Y=4,90615+0,72779 logx 0,02 ns
Ma 98 77,3 = 3,40 ab 4,57 (2,09 -10,03) Y=3,89857 + 1,66790 logx 0,34 ns
Ma 12 73,3+471 b 5,72 (4,97 -6,58) Y=3,91239 + 1,43585 logx 0,01 ns

Testemunha 0,0 +0,00 ¢ - - -

*TLso= Tempo letal / IC = Intervalo de Confianga a 5% de probabilidade

Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*X? = Teste X*- (ns) ndo significativo

(*) Dados ndo se ajustaram a Analise de Probit
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Tabela 3. Mortalidade de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de diferentes isolados de
Beauveria bassiana na concentracdo 10® conidios/ml. Dourados, MS.

Isolado Mortalidade (%)
Bb 14 78,7 +4,42 a

Bb 161 62,7 + 5,42 ab
Bb 16 58,7 = 3,89 ab
Bb 354 48,0+ 11,23 b

Bb 8 413+573 b
Bb 15 37,3+499 b
Bb 37 353+2,84 be
Bb 20 33,3+4,71 bed
Bb 56 32,0 £ 3,27 bed
Bb 159 13,3+5,58 «cd
Bb 357 10,7+ 3,40  de
Testemunha 0,0 0,00 e

Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Mortalidade de ninfas e adultos de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de
Metarhizium anisopliae (Ma69) em laboratorio.

Bioensaio Mortalidade (%)
Ninfas tratadas 89,3 +3,40a
Ninfas nao tratadas 40+£2,67 b
Adultos tratados 90,7+ 4,52 a
Adultos nao tratados 0,0+0,00 c

Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
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4. CAPITULO 2

Patogenicidade de isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. ao percevejo castanho
das raizes Scaptocoris carvalhoi Becker, 1966 (Hemiptera: Cydnidae) em laboratorio e casa de

vegetacao.

Pathogenicity of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. isolates on the roots brown
stinkbug, Scaptocoris carvalhoi Becker, 1966 (Hemiptera: Cydnidae), under lab and

greenhouse conditions.

4.1. ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the pathogenicity of Metarhizium
anisopliae 1solates on Scaptocoris carvalhoi Becker, 1966, under lab and greenhouse conditions and
to determine the Lethal Dose (LDsg) and the Lethal Time (LTso) for these isolates, under lab
conditions. For the Lethal Dose (LDsp) and the Lethal Time (LTso) determination, suspensions of
four M. anisopliae isolates (Ma7, Ma69, Ma283, and Ma 342) were made at 10%, 10°, 10°, 10" ¢ 10°
conidia/ml and inoculated topically on S. carvalhoi. After inoculation, the insects (ten adults and
five nymphs were placed into plastic boxes (gerbox type) and kept in growth chambers at 26+1°C
and 85% relative humidity, under darkness conditions. The experiments were conducted at Embrapa
Western Agriculture in Dourados, MS, Brazil, in a completely randomized design, replicated four
times. At the 10® conidia/ml concentration, the observed mortalities ranged from 56.7% to 83.3%,
with the least values was with the Ma7 and Ma 69 and the highest with the Ma283 isolate. The TLsg
values ranged from 0.32 to 5.84 days, with the least value observed with the Ma7 isolate and the
highest with the Ma283 isolate, but without significant differences among them. The evaluation of
M. anisopliae isolates efficiency under greenhouse conditions were conducted after the experiments
under lab conditions, where the selection of the Ma69 isolate was made. In the greenhouse the
conidia were added to the soil in pots. The experimental design was a completely randomized, with
two treatments (with and without the fungus), replicated 12 times, and with 15 specimens (10 adults
and 5 nymphs) in each plot. In other bioassay, also in the greenhouse, the fungus pathogenicity to
nymphs and adults was evaluated separately. There was a control (without treatment) for the adults

and other for the nymphs, with the total of four treatments. In this assay, the design was completely
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randomized, replicated five times with the plot constituted of one pot with 15 specimens. In the pots
with the Ma69 isolate of the fungus, the mortality percentage of S. carvalhoi adults and of nymphs
was 49.8%, which was significantly higher than the mortality observed in the pots without the
fungus. When nymphs and adults were put in presence of the fungus, separately, the mortality index
was significantly higher for nymphs (71.4%) than for adults (31.2%). Based on these results, we
conclude that the Ma69 isolate was highly pathogenic to S. carvalhoi, both in the lab and under
greenhouse conditions, constituting an option in the developing of a microbial insecticide for use in

the field.

KEY WORDS: Insecta, LDs,, entomopathogenic fungus, biocontrol.
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4.2. RESUMO - Objetivou-se nesse trabalho avaliar a patogenicidade de isolados do fungo
Metarhizium anisopliae em Scaptocoris carvalhoi (Becker 1966) em laboratorio e casa-de-
vegetacdo e determinar a Dose Letal (DLsp) e o Tempo Letal (TLsp) desses isolados. Para
determinagdo da DLsy e TLso, suspensodes de quatro isolados de M. anisopliae (Ma7, Ma69, Ma283
e Ma342) foram preparadas nas concentragdes 10, 10°, 10° 107 e 10® conidios/ml e inoculadas
topicamente sobre S. carvalhoi correspondendo, respectivamente, a 50, 500, 5.000, 50.000 e
500.000 conidios/percevejo. Apds inoculacdo, os insetos (10 adultos e cinco ninfas) foram
condicionados em caixas plasticas do tipo gerbox (parcela) e mantidas em camaras climatizadas
regulada para 26+1°C, UR 85%, sem fotofase. Os experimentos foram conduzidos na Embrapa
Agropecuaria Oeste em Dourados, MS utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des. Na maior dose testada (500.000 conidios/inseto) foram observadas mortalidades
variando de 56,7 a 96,7%, sendo os menores valores da Dose Letal (DLsp) observados com os
isolados Ma69 e Ma7 e o maior com Ma283. Os valores de TLsy variaram de 0,32 a 5,84 dias,
sendo o menor valor constatado para o isolado Ma7 e o maior para Ma283, embora ndo diferissem
estatisticamente, entre si. A avaliacdo da patogenicidade de isolados de M. anisopliae em casa de
vegetacao foi realizada ap6s a condugdo dos ensaios em laboratorio, onde ocorreu sele¢ao do
isolado Ma 69. Nesse ambiente os conidios foram adicionados ao solo dos vasos, utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado contendo dois tratamentos (com fungo e sem fungo) em
doze repetigdes, sendo a parcela constituida por quinze insetos (10 adultos e 5 ninfas). Em outro
bioensaio, conduzido também em casa de vegetacao avaliou-se a patogenicidade do fungo em
adultos e ninfas de S. carvalhoi separadamente. Para cada fase do inseto (adulto/ninfa) tratada com
fungo, houve uma testemunha (sem tratamento), totalizando 4 tratamentos. Nesse ensaio utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo a parcela constituida de 15
insetos/vaso. Nos vasos contendo o fungo Ma69, a percentagem de mortalidade de adultos e ninfas
de S. carvalhoi foi de 57,3%, sendo estatisticamente superior a mortalidade verificada nos vasos
ndo tratados. Quando o fungo foi aplicado em ninfas e adultos, separadamente, o indice de
mortalidade foi significativamente maior para ninfas (80,8%) do que para os adultos (32,2%). Com
base nos resultados obtidos, o isolado Ma69 foi altamente patogé€nico para S. carvalhoi tanto em
laboratorio quanto em casa de vegetacdo, constituindo em uma alternativa promissora para

utilizagao como inseticida microbiano em condi¢des de campo.

PALAVRAS CHAVE: Insecta, DLsy, fungo entomopatogénico, biocontrole.



4.3. Introducao

Em pastagens e lavouras como soja, algoddo e milho tém se constatado redugdes de
produtividade devido a acao de pragas de solo como os percevejos-castanhos-das-raizes Scaptocoris
castanea (Perty 1830) e Scaptocoris carvalhoi (Becker 1966) (sinonimia Atarsocoris brachiariae
Becker 1996). Essas espécies distribuem-se por todo Brasil, apresentando preferéncia por solos
arenosos, sendo consideradas de grande importancia econdmico especialmente na regido do
Cerrado. Pertence a familia: Cydnidae e subfamilia Scaptocorinae (Becker 1967) e, segundo
Oliveira (1999) h4 mais seis espécies dessa subfamilia ocorrendo no Brasil, sendo S. castanea e S.
carvalhoi as mais importantes.

Os percevejos castanhos possuem habito subterraneo (Borges et al. 1999) e sdao polifagos
(Camargo & Amabile 2000) sendo ja registrados em ervilha, pimenteira, sorgo, tomateiro, tremoco,
pastagens, colonido e diversas plantas daninhas (Nakano & Telles 1997), alfafa, amendoim, arroz,
beldroega, café, cana-de-agucar, capim-agu, capim-gordura, capim-marmelada, coqueiro, eucalipto,
girassol, milho, sorgo, bananal, feijoeiro, batata, fumo, mandioca (Corréa-Ferreira & Panizzi 1999,
Nakano 2004). As ninfas e os adultos sugam a seiva das raizes das plantas (Embrapa-Soja 2003),
causando amarelecimento, subdesenvolvimento e até a morte da planta. Os danos também ocorrem
devido a injecdo de saliva toxica causando enfraquecimento ¢ morte do hospedeiro (Fernandes et al.
1999, Rizzo 1979), além da possibilidade de introducdo de fitopatogenos através das picadas
produzidas durante a alimentagdo (Nakano & Telles 1997). Segundo esses autores, o percevejo
castanho foi constatado inicialmente na Argentina em 1934 e nas décadas de 40 e 60 foi registrada
em vdrias regides e culturas no Brasil (Andrade & Puzzi 1953). A partir da década de 80 a
ocorréncia desses insetos passou a ser mais intensa (Oliveira 1999).

O ataque do percevejo castanho ocorre geralmente em reboleiras ou em manchas distribuidos
irregularmente, sendo constatado tanto em sistemas de semeadura direta como convencional (Silva
1999). Segundo Oliveira et al. (2000b), em lavouras de soja, o didmetro médio de cada foco pode
variar de poucos metros até varios hectares onde dentro das reboleiras, pode ser observada redugao
da populagdo de plantas.

Devido a seu comportamento e biologia, o controle do percevejo castanho tem sido dificil,

sendo o controle quimico a pratica mais estudada. O uso indiscriminado dos inseticidas quimicos e
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os prejuizos que esses produtos causam ao meio ambiente € a0 homem tém contribuido na busca de
técnicas alternativas de controle. Dentre essas técnicas, muitos bioinseticidas foram desenvolvidos
nos ultimos anos, na qual os fungos entomopatogénicos se destacam por sua eficiéncia e
caracteristicas ecologicas favoraveis. Os fungos entomopatogénicos, dos géneros Metarhizium,
Beauveria e Paecilomyces ja foram isolados do percevejo-castanho (Malaguido ef al. 2000) e o
potencial de controle microbiano utilizando-se isolados desses entomopatogenos tem sido avaliado
por varios pesquisadores. Batista Filho et al. (1996) estudando a patogenicidade de um isolado de
M. anisopliae em S. castanea, em laboratdrio, constataram mortalidade de 50% de ninfas e adultos.
Em outro trabalho Amaral et al. (1999) verificaram que M. anisopliae proporcionou eficiéncia entre
30 e 80 % de controle de A. brachiariae, sendo observado maior eficiéncia de controle do fungo
quando utilizado em associacdo com a matéria organica. Malaguido et al. (2000) avaliaram a
patogenicidade de um isolado de M. anisopliae em adultos do percevejo-castanho, enquanto que
Amaral et al. (2002) demonstraram que alguns inseticidas quimicos podem ser usados em
associados com M. anisopliae proporcionando bons niveis de controle do percevejo castanho.

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar a patogenicidade de isolados do fungo M.
anisopliae em S. carvalhoi, determinar a Dose Letal (DLsg) e Tempo Letal (TLsp) para esses
1solados, bem como avaliar a patogenicidade de M. anisopliae em ninfas e adultos de S. carvalhoi,

em casa de vegetacao.
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4.4. Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Entomologia e em casa de vegetacdo da
Embrapa Agropecudria Oeste, em Dourados, MS. Ninfas e adultos de Scaptocoris carvalhoi foram
coletados de lavoura de soja do municipio de Sdo Gabriel do Oeste, MS (19° 23 42°° S e 54° 33’
57 W). Os insetos foram transportados até o laboratdrio em caixas de isopor contendo terra umida,
onde foram triados e fornecidas raizes de algodoeiro, como alimento. Em laboratorio e casa de
vegetacao foram realizados bioensaios de patogenicidade de isolados de M. anisopliae em ninfas e

adultos de S. carvalhoi.

Obtencao e multiplicacio dos isolados. Os isolados testados pertencem a cole¢do de fungos
entomopatogénicos da Embrapa Soja (Sosa-Goémez & Silva 2002), os quais foram obtidos a partir
de diversos hospedeiros e localidades (Tabela 1). Os isolados foram colocados em tubos de vidro
contendo meio de cultura Batata—Dextrose-Agar acrescido do antibiotico streptomicina (BDA+A) e
armazenados em freezer (-12°C). Para germinacao e esporulacdo, os isolados foram repicados em
placas de Petri contendo BDA-+antibidtico tetraciclina mantidas durante dez dias em estufa
incubadora (B.0.D.) a 26+1°C e fotofase de 12h. Posteriormente, os patdgenos foram,
individualmente, condicionados em tubos de vidro contendo silica gel e leite desnatado (agente
protetor) e armazenados em freezer (-12°C) (Smith and Onion 1983).

Os isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA-+antibiotico e condicionados em estufa incubadora nas mesmas condi¢cdes ambientais descritas
anteriormente. Suspensdes fungicas foram preparadas com 4 ml de espalhante adesivo (Tween 80
0,01 %) que foram adicionados as placas contendo os isolados multiplicados em meio de cultura.
Os conidios foram raspados do meio de cultura com uma espatula e o material fungico filtrado
utilizando-se tecido ndo tramado de viscose. Para homogeneizar, as suspensdes foram agitadas em
aparelho agitador rotativo tipo vortex (Q-MED). Apds isso, foram realizadas quantificagdes
utilizando-se camara de Neubauer e efetuada diluigdes para ajustar as diferentes concentracdes

utilizadas nos bioensaios da Dose Letal (DLsp).



39

Determinacido da Dose Letal (DLsg) e Tempo Letal (TLsg). Suspensdes de quatro isolados de M.
anisopliae (Ma7, Ma69, Ma283 e Ma342) foram preparadas nas concentragoes 104, 10°, 106, 107 e
10® conidios/ml (Fig. 1) e inoculadas topicamente sobre S. carvalhoi para determinacio das Doses

letais (DLsy), para cada isolado.

Figura 1. Tubos de ensaios contendo suspensoes de conidios de Metarhizium anisopliae

A inoculacdo dos isolados sobre os insetos foi realizada utilizando-se uma micropipeta,
inoculando-se Sul de suspensdes nas concentragdes 104, 10°, 10%, 107 ¢ 10® conidios/ml de cada
1solado na regido ventral entre as coxas do percevejo, correspondendo, respectivamente, em doses
de 50, 500, 5.000, 50.000, 500.000 conidios/inseto (Fig. 2). Apos a inoculacdo, os insetos foram
colocados em caixas plasticas do tipo gerbox (11x11x3,5cm) e acondicionadas em camaras
climatizadas (B.0.D.) regulada para 26+1°C, UR 85%, sem fotofase. Cada gerbox continha 180
gramas de terra esterilizada e umedecida com 30 ml de dgua destilada e autoclavada e raizes de
algodoeiro tratadas com hipoclorito de sodio a 0,1%, fornecidas como alimento. Em cada gerbox
foram colocados quinze insetos (10 adultos e cinco ninfas), representando a unidade experimental
(parcela) dos bioensaios. Os experimentos foram conduzidos utilizando-se o delineamento

inteiramente casualizado com quatro repeticoes.



40

Figura 2. Aplicagdo de suspensado fungica em adultos de Scaptocoris carvalhoi.

A viabilidade dos conidios foi avaliada para cada isolado, utilizando-se quatro 1daminas com
meio BDA-+antibidtico tetraciclina mantidas em gerbox, sendo a suspensdo pulverizada com
aparelho nebulizador. As laminas foram mantidas em B.O.D. 26+1°C com fotofase 12h e,
posteriormente, realizadas as contagens de conidios viaveis.

Avaliou-se a mortalidade dos insetos aos 5, 8, 12, e 15 dias apds a inoculagdo do fungo,
efetuando-se a troca de alimento e repondo a umidade do solo no gerbox, quando necessario. Para a
confirmacdo da causa mortis, os insetos foram colocados, em placas de Petri contendo papel filtro
esterilizado e um recipiente com algoddo umedecido em agua destilada e autoclavada (Fig.3). As

placas foram vedadas com parafilm e mantidas em B.O.D. a 26+1°C, sem fotofase.

Figura 3. Placa de Petri e papel filtro esterilizados contendo recipiente com algodao
umedecido e Scaptocoris carvalhoi para confirmagao de causa mortis.
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Os valores de mortalidade do percevejo (x) obtidos para cada isolado, nas cinco

concentragdes, foram transformados para arcsen Jx/100 e submetidos & analise de variancia,
sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores
de mortalidade das diferentes doses de cada isolado, foram submetidas a Analise de Probit,
utilizando o programa MOBAE (Haddad et al. 1995), para determinar a Dose Letal (DLsg). O TLsg
também foi determinado, para os quatro isolados testados, empregando a dose de 500.000

conidios/inseto.

Patogenicidade de isolados de M. anisopliae em casa de vegetagcao. Os bioensaios em casa de
vegetacdo foram realizados apds avaliagdo da patogenicidade dos isolados em laboratorio, onde
realizou-se a selecdo de dois isolados mais infectivos. Esses isolados foram multiplicados na
Embrapa Soja, sendo a producdo de conidios realizada utilizando arroz cozido, como meio de
cultura, conforme metodologia de Leite et al. (2003).

Para instalacdo dos bioensaios, o nimero de conidios por mg do material formulado foi
quantificado. Para isso, adicionou-se em um tubo de ensaio 10 mg do isolado e acrescentou-se 7ml
de espalhante adesivo (Tween 80 0,01%). Apos isso, a suspensao foi homogeneizada com aparelho
vortex e realizada diluicdo com fator de 10. Essa suspensdo foi homogeneizada novamente ¢ o
numero de conidios determinado através da cadmara de Neubauer, sendo esse processo repetido trés
vezes. Com isso, foi possivel determinar a dose de conidios a ser aplicada por vaso considerando-se
a equivaléncia de 10" conidios vidveis/ha. A viabilidade dos conidios foi determinada antes da
montagem dos bioensaios, sendo empregada a mesma metodologia utilizada no laboratorio.

As parcelas foram constituidas por vasos de 5 litros, contendo quatro quilos de terra
peneirada, retirada do mesmo local em que os insetos foram coletados. A terra foi umedecida com
400ml de agua destilada e acrescentadas quatro raizes de algodoeiro e oito sementes dessa cultura
em cada vaso. Em cerca de 5cm de profundidade da terra do vaso, foram adicionados 0,17g de

conidios do fungo e, sobre esses, os insetos (Fig. 4 ¢ 5).

Figura 4. Vasos contendo Scaptocoris carvalhoi (ninfas e adultos) e o fungo Metarhizium
anisopliae (Ma69). (Experimento em casa de vegetacao).
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Figura 5. Experimento instalado em casa de vegetacao.

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado contendo dois
tratamentos (com fungo e sem fungo) em doze repeti¢cdes, sendo cada parcela constituida por quinze
insetos (10 adultos e 5 ninfas). Em outro bioensaio, avaliou-se a patogenicidade de M. anisopliae
para adultos e ninfas de S. carvalhoi. Para cada fase do inseto (adulto/ninfa) tratada com fungo,
houve uma testemunha (sem tratamento), totalizando 4 tratamentos. O bioensaio foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo a parcela constituida de 15
insetos/vaso.

A mortalidade, em ambos bioensaios, foi avaliada aos 12 dias apds a instalagdo do
experimento, sendo a temperatura e umidade relativa do ar registradas durante o periodo
experimental. Para a determinagdo da causa mortis foi utilizada mesma metodologia empregada nos

bioensaios de laboratorio.

Os valores de mortalidade do percevejo (x) foram transformados para arcsen +/x/100 e

\

submetidos a analise de varidncia, sendo as médias comparadas pelo teste de T a 5% de

probabilidade.
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4.5. Resultados e Discussao

A infectividade dos isolados de Metarhizium anisopliae sobre ninfas e adultos de Scaptocoris
carvalhoi foi verificada quando os insetos apresentavam corpo endurecido e a conidiogénese
comprovada pelo desenvolvimento da massa micelial (coloragdao branca) e producdo de conidios
(coloracao verde). Esses conidios foram observados utilizando-se microscopio 6ptico com aumento
de 400x e apresentaram estrutura cilindrica e estreita no meio, com conidi6foros contendo conidios

dispostos em cadeia (Fig.6).

Figura 6. Micélios e conidios do fungo Metarhizium anisopliae em Scaptocoris carvalhoi

Dose Letal (DLsg) e Tempo Letal (TLs): Os isolados de M. anisopliae utilizados nos bioensaios
da DLs apresentaram viabilidade média de 99 %.

Os valores de mortalidade devido aos isolados Ma7, Ma69, Ma283 e Ma352, nas diferentes
concentragoes testadas, bem como os respectivos valores da Dose Letal (DLsg) estdo representados
na Tabela 2. De um modo geral, para todos os isolados de M. anisopliae testados observou-se um
incremento significativo na percentagem de mortalidade do percevejo com o aumento da dose do
fungo, fato esse também ja constatado por outros autores estudando esses mesmos fungos para
outras espécies de insetos (Alves et al. 1985; Vilas Boas & Alves 1988 e Silva et al. 2003).
Segundo Fernandes & Alves (1992), quanto mais conidios penetram, mais toxinas ou enzimas sao
liberadas, acelerando a mortalidade do inseto. Sosa-Gomez & Moscardi (1992) também destacaram

que a velocidade de ag¢ao do fungo depende, além da dosagem, das espécies hospedeiras envolvidas.
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O isolado Ma7, em todas as doses, ocasionou mortalidade de S. carvalhoi superiores a
testemunha, embora a menor dose proporcionasse apenas 11,67% de mortalidade. As mortalidades
de S. carvalhoi obtidas com os isolados Ma69 e Ma352 na dose de 50 conidios/inseto ndo diferiram
da mortalidade obtida na testemunha, enquanto que no isolado Ma283 esse fato foi observado nas
doses de 50 e 500 conidios/inseto.

Os maiores valores de mortalidade foram observados nas doses de 50.000 e 500.000
conidios/inseto, nas quais as mortalidades diferiram significativamente entre si dentro de um
mesmo isolado somente para Ma69. Na dose de 5.000 conidios/inseto foram observados valores de
mortalidade variando de 26,8 a 51,7%. Na dose de 500.000 conidios/inseto foram observadas
mortalidades variando de 56,7 a 96,7%, sendo a maior percentagem de mortalidade apresentada
pelo isolado Ma69, diferindo estatisticamente dos isolados Ma283 e Ma352 (Tabela 3).

Os resultados dessa pesquisa sdo promissores quando comparados com os obtidos por Batista
Filho et al. (1996) ao constatarem que um isolado de M. anisopliae, inoculado através de
pulverizag¢io na concentragio de 0,4 x 10°, causou mortalidade de apenas 50% em ninfas e adultos
de Scaptocoris castanea, em laboratorio. A infectividade de isolados de M. anisopliae sobre o
percevejo castanho da raiz também foi testada, em laboratorio, por Malaguido et al. (2000),
utilizando metodologia similar com aplicagdo topica de 30.000 conidios/inseto, obtendo
mortalidade de 31%, sendo que nesta pesquisa na dose de 5.000 conidios/inseto a percentagem de
mortalidade variou de 26,8 a 51,7%. Quando esses mesmos autores submeteram o isolado a uma
maior concentracdo, mediante mistura com caulim, a eficiéncia de M. anisopliae foi mais
acentuada, atingindo 63%. Mesmo assim, os indices na mortalidade obtidos por esses autores foram
inferiores aos encontrados nessa pesquisa.

Verifica-se através da Tabela 2, que os menores valores da Dose Letal (DLsp) foram
observados com os isolados Ma69 (5.423,75) e o Ma7 (7.658,42) e o maior valor com Ma283
(163.341,95), enquanto que o Ma352 apresentou valor intermediario (45.051,56). Esses resultados
evidenciam que os isolados Ma69 e Ma7 apresentaram, significativamente, maior viruléncia e
patogenicidade para S. carvalhoi do que o isolado Ma283. A determinacgdo da Dose Letal (DLsg) é
importante, pois revela qual isolado ¢ mais eficiente para o controle do inseto. No entanto, Silva et
al. (2003) argumentaram que a percentagem de mortalidade final constitui um parametro mais
adequado para avaliar a viruléncia de fungos para os insetos, do que a rapidez com que essa
mortalidade se processa. O TL pode ser empregado como informagdao complementar para avaliagdao
da patogenicidade de um determinado fungo. Com base nos resultados obtidos verifica-se que os
1solados Ma69 e Ma7 de M. anisopliae tém potenciais para serem empregados visando o controle de

S. carvalhoi, pois foram eficazes na mortalidade e proporcionaram menores valores de DLsy € TLsy.
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Resultados obtidos em laboratério, em condi¢des ambientais favoraveis, sdo relevantes, pois
permitem a selecao de fungos entomopatogénicos para serem testadas em condi¢gdes de campo.

A determinacdo do Tempo Letal (TLsp) foi realizada com base na infectividade de M.
anisopliae para o percevejo, ao longo do tempo, a qual variou de 56,7 a 96,7% entre os isolados
testados (Tabela 3). Os valores de TLsy variaram de 0,32 a 5,84 dias, sendo o menor valor
constatado para o isolado Ma7 e o maior para Ma283, embora ndo diferissem estatisticamente, entre
si, com base nos intervalos de confianca dos mesmos (Tabela 3). De acordo com os resultados
obtidos, pode-se inferir que os isolados de M. anisopliae testados ndo diferiram quanto a toxicidade
para S. carvalhoi, embora o Ma7 apresentasse TLsy cerca de 18 vezes inferior ao valor de TLs para

Ma283.

Patogenicidade de isolados de M. anisopliae em casa de vegetacao: Com base nos resultados da
DLsy e TLso obtidos em laboratdrio, os isolados Ma69 e Ma7 foram selecionados para producao de
conidios visando a condugdo dos bioensaios em casa de vegetacdo. Todavia, a insuficiente
esporulagdo do isolado Ma7, nao permitiu multiplicar esse isolado em quantidade suficiente para os
testes, sendo utilizado apenas o isolado Ma69 nessa etapa.

Nos vasos contendo o fungo Ma69, a percentagem de mortalidade de adultos e ninfas de S.
carvalhoi foi de 57,3%, enquanto nos vasos sem fungo a mortalidade do percevejo foi de 7,5%
(Tabela 4). Quando ninfas e adultos foram submetidos a presenga do fungo separadamente, o indice
de mortalidade foi significativamente maior para ninfas (80,8%) do que para adultos (32,2%), sendo
em niveis de mortalidade significativamente diferentes com relacdo a testemunha (Tabela 5). Esses
resultados diferem daqueles obtidos, em laboratorio, quando nao houve diferenga estatistica na
mortalidade do isolado Ma69 testado separadamente em ninfas e adultos de S. carvalhoi. A
diferenca na toxicidade entre essas fases no laboratério e em casa de vegetacdo, pode estar
relacionada a0 modo de inoculagdao do patégeno, uma vez que no laboratorio o fungo foi aplicado
diretamente sobre o corpo do inseto, enquanto que em casa de vegetacdo o mesmo foi colocado no
solo. Por outro lado, as ninfas possuem exoesqueleto menos quitinizado que os adultos, sendo,
provavelmente, mais suscetiveis as acgoes fisicas e quimicas de fungos, tornando intrinsecas as
relagdes patogeno-hospedeiro.

Pesquisas que demonstram qual a fase do inseto ¢ mais vulneravel a agdo de fungos podem
auxiliar na determinacdo do momento em que o fungo deve ser aplicado a campo de modo a
maximizar a eficidcia de controle. Os resultados encontrados nesta pesquisa vém de encontro aos
obtidos por Alves (1998b), quando descreveram que a aplicagdo a campo de um isolado de M.

anisopliae tende a proporcionar maior indice de controle sobre geragdes mais populosas de ninfas
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das cigarrinhas-das-pastagens dos géneros Mahanarva, Deois e Zulia. O mesmo ocorre com as
cigarrinhas da cana-de-agucar Mahanarva posticata (Stal) e Mahanarva fimbriolata (Stal), que
segundo esses autores, as ninfas foram mais suscetiveis ao fungo, fase essa que proporciona maior
oportunidade de contaminagao.

Viarias pesquisas tém verificado o efeito da patogenicidade de isolados de M. anisopliae em
percevejo castanho. Amaral et al. (1999) pesquisando o potencial de M. anisopliae sobre
Atarsocoris brachiariae constataram eficiéncia entre 30 e 80%, sendo que esses valores estavam
relacionados com a época de revoada, cobertura vegetal ¢ umidade do solo e incorporagao de
matéria organica. Malaguido et al. (2000) avaliaram a patogenicidade de isolados de M. anisopliae,
Beauveria bassiana e Paecilomyces sp. ao percevejo castanho, constatando que o fungo com maior
infectividade em adultos de S. castanea foi M. anisopliae. A utilizagdo de M. anisopliae podera
constituir uma alternativa viavel para controle do percevejo-castanho-das-raizes, principalmente
quando associado a inseticidas quimicos (Amaral ef al. 2002). Todavia Alves (1986) argumentaram
que fungos entomopatogénicos podem ser inibidos por agrotoxicos, comprometendo o manejo
integrado. Dessa forma, deve-se utilizar defensivos agricolas seletivos a esses fungos em programa
de manejo integrado (Alves et al.1998; Moino & Alves 1998 e Mourdo et al. 2003). Na tentativa de
controlar o percevejo-castanho-das-raizes Amaral ef al. (2002) avaliaram inseticidas quimicos que
podem ser compativeis com o fungo M. anisopliae e obtiveram resultados positivos. Esses autores
destacaram que outros isolados de M. anisopliae podem ser testados com varios principios ativos a
fim de avaliar a associagdo entre eles, auxiliando, assim, no manejo integrado dessas pragas.

Os resultados obtidos nessa pesquisa em casa de vegetacao fornecem suporte para o controle
microbiano de S. carvalhoi através de isolados de M. anisopliae, uma vez que foi observado
controle de até¢ 80,8% de ninfas dessa espécie. Mesmo com niveis de mortalidade de 57,3%, o
1solado Ma69 pode ser considerado importante como agente de controle, pois quando em associacao
com outras taticas podera alcancar indices satisfatorios de redugdo populacional da praga (Tabela 4
e 5). Resultados semelhantes foram apresentados por Alves (1998b) que ao aplicar sobre a
cigarrinha-das-pastagens um isolado do fungo M. anisopliae, na forma de p6 molhéavel na dosagem
minima de 5 x 10", obtiveram mortalidade entre 10 e 60%. Segundo esse autor tais resultados sdo
excelentes pois a eficiéncia do fungo, em regides favoraveis, pode até superar o efeito dos
inseticidas quimicos.

Com base nos resultados encontrados nessa pesquisa conclui-se que o isolado Ma69 ¢
altamente infectivo para S. carvalhoi em laboratorio e casa de vegetacdo. Esses resultados sao
representativos e indicam potencial para utilizagdo desse fungo como inseticida microbiano em

condig¢des de campo. Outras pesquisas devem ser desenvolvidas a campo para determinar condigdes
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ambientais que favorecam a epizootia do fungo, bem como o desenvolvimento de tecnologia para
sua formulacdo visando seu emprego no controle desse inseto de solo, oferecendo, assim, uma

excelente alternativa de manejo.
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Tabela 1. Isolados' de Metarhizium anisopliae utilizados nos bioensaios com Scaptocoris
carvalhoi, em Dourados, MS/2003.

Isolado Hospedeiro Colegdes de Culturas

Ma 7 solo Embrapa-Soja, PR
Ma 69 Phyllophaga cuyabana Embrapa-Soja, PR
Ma 283 Scaptocoris castanea Embrapa-Soja, PR
Ma 352 Deois sp. CP 225 CG491

'Catalogo de fungos entomopatogénicos (Sosa-Goémez e Silva 2002)
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Tabela 2. Mortalidade de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de diferentes doses de
Metarhizium anisopliae e DLsy (n= 60) em Dourados, MS/2003.

Concentrag  Dose DLso Equagdo da X
Isolados 30 (conidios  Mortalidade (%) Icy? reta
(conidios/ /Sul)
ml)
Ma7 10* 50 11,7+3,19 d 7.658,42 Y=2,96617+ 0,20 ns
10° 500 283+4,19 cd (5.719,94 — 10.253,86) 0,52363 logx
10° 5.000 459477 be
10 50.000 65,0 = 5,69 ab
10% 500.000 83,3+577a
Testemun - 0,0 £ 0,00 e
ha
Ma69 10* 50 3,3+ 1,92 d 5.423.,75 Y=1,90204+ 2,06 ns
10° 500 217+687 ¢ (2.810,40-10.467,24)  0,82960 logx
10° 5000 51,7+4,19 b
10 50.000 73,3272 b
10% 500.000 96,7+1,92 a
Testemun - 0,0 £ 0,00 d
ha
Ma283 10* 50 6,7+ 0,00 be 163.341,95 Y=12,72633+ 0,46 ns
10° 500 11,7+ 5,00 be (80.155,15— 0,43615 log
10° 5000 26,8 + 7,09 ab 332.861,87)
10 50.000 43,3 +694a
10% 500.000 56,7+ 7,93 a
Testemun - 0,0+0,00 ¢
ha
Ma352 10* 50 1,7 + 1,67 d 45.051,56 Y=12,55339+ 4,84 ns
10° 500 16,7+1,92 ¢ (8.990,55 — 0,52573 logx
10° 5000 383+419 b 225.752,86)
10 50.000 53,3 +4,71 ab
10® 500.000 65,0+7,39a
Testemun - 0,0+0,00 d
ha

*CLs¢= Concentragio letal / IC = Intervalo de Confianga a 5% de probabilidade
® X? = Teste X*- (ns) ndo significativo
Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Mortalidade de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de Metarhizium anisopliae na
dose de 500.000 conidios/inseto e tempo letal TLsy (n= 60) em Dourados, MS/2003.

XZ 2
Isolados Mortalidade (%) TLsge IC (dias)’ Equacdo da reta Calculado
Ma69 96,7+ 1,92 a 1,42 (0,24 — 8,30) Y=4,74991 + 1,64865 logx 0,19 ns
Ma7 83,3 +5,77ab 0,32 (0,00 - 154,29) Y=15,30532 + 0,60891 logx 0,13 ns
Ma283 56,7793 b 5,84 (4,03 - 8,45) Y=4,67560 + 0,42337 logx 0,01 ns
Ma352 65,0739 b 4,47(2,73-731) Y=4,56201 + 0,67396 logx 0,02 ns

'"TLs;= Concentragdo letal / IC = Intervalo de Confianga a 5% de probabilidade
*X? = Teste X - (ns) ndo significativo
Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Mortalidade de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de Metarhizium anisopliae.
(Ma69) em casa de vegetacdo em Dourados, MS/2003.

Bioensaio Mortalidade (%)
Percevejos tratados 573+493 a
Percevejos ndo tratados 7,5+199 b

Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Mortalidade de ninfas e adultos de Scaptocoris carvalhoi sobre o efeito de
Metarhizium anisopliae (Ma69) em casa de vegetacdo em Dourados, MS/2003.

Bioensaio Mortalidade (%)
Ninfas tratadas 80,8+ 3,94 a
Ninfas nao tratadas 7,0+3,00 ¢
Adultos tratados 322+3,60 b
Adultos nao tratados I,L1+1,11 d

Médias (+ EP) seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste T a de 5% de probabilidade.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que:

1. Os isolados de Metarhizium anisopliae apresentaram maior patogenicidade em Scaptocoris

carvalhoi do que os isolados de Beauveria bassiana,

2. Ninfas e adultos de S. carvalhoi ndo diferiram quanto a suscetibilidade a M. anisopliae (Ma 69)
quando esse fungo foi aplicado diretamente sobre os insetos. Todavia, as ninfas foram mais
suscetiveis do que os adultos nos bioensaios de casa de vegetacdo, quando esse mesmo fungo

foi aplicado sobre o solo;

3. Os isolados de M. anisopliae Ma 69 ¢ Ma 7 foram os mais patogénicos em S. carvalhoi, os
quais também apresentaram os menores valores da Dose Letal (DLs)) e de Tempo

Letal (TL sp);

4. O isolado de M. anisopliae Ma 69 foi altamente patogénico em S. carvalhoi tanto em
laboratdrio quanto em casa de vegetacdo, constituindo em uma alternativa promissora para sua

utiliza¢ao, como inseticida microbiano, visando o controle dessa praga em condigdes de campo.
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