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Resumo — Objetivou-se selecionar isolados de Beauveria bassiana (Balsamo) Villemin provenientes
de diferentes hospedeiros e regides geogréficas, patogénicos ao Anthonomus grandis, 0 bicudo-do-
algodoeiro. Foram analisados 12 isolados em condigdes de laboratorio. Os isolados obtidos original-
mente de A. grandis foram pouco virulentos a praga. A mortalidade do bicudo teve inicio no
segundo dia ap6s a inoculagdo das suspensdes fungicas, variando de 15% a 83%, com TLg, entre 5,30
a 11,06 dias. Os isolados apresentaram variabilidade quanto a germinacéo dos conidios em meio de
cultura artificia, e esta ndo se correlacionou com a patogenicidade. O isolado CG138 de B. bassiana
destacou-se como um dos mais virulentos ao bicudo-do-agodoeiro.

Termos para indexagdo: Anthonomus grandis, algoddo, patdgenos, patogenicidade, pragas de plantas.

Selection of isolates of Beauveria bassiana pathogenic to cotton boll weevil

Abstract — The objective of thiswork wasto screen pathogenic isolates of Beauveria bassiana (Basamo)
Viillemin from different hosts and geographic regions, pathogenic to the cotton boll weevil. Twelve
isolates were evaluated. Isolates originally obtained from boll weevil showed low pathogenicity against
this host. Insect mortality began on the second day after inoculation by fungal suspension, ranging
from 15% to 83%, with a TLg, of 5.30 to 11.06 days. Variability among isolates concerning conidial
germination in artificial culture medium was verified, and TG;, did not correlate with pathogenicity.

One of the most virulent isolates of B. bassiana against cotton boll weevil is CG138.

Index terms. Anthonomus grandis, cotton, pathogens, pathogenicity, pests of plants.

Introducao

Existem vériasreferéncias naliteraturademons-
trando a importancia dos microrganismos
entomopatogénicos no controle de diversas pragas
agricolas. Dentre esses, 0sfungos merecem destaque
por serem os microorganismos mais fregiientemente
encontrados atacando insetos.

Atualmente, cerca de 25 espécies sdo reconheci-
das como importantes fatores bi éticos no controle de
i nsetos economi camente preocupantes paraas areas
daagriculturae medicina(McCoy & Tigano-Milani,
1992). Diferentemente das bactérias, protozoédriose
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virus, os fungos podem infectar os insetos ndo so-
mente pel o intestino, mas também pel os espiracul os
e particularmente pela superficie do tegumento. Esta
propriedade conduz a possibilidade tedricadainfec-
¢do de insetos independentemente de sua atividade
alimentar (Hajek & Leger, 1994).

Nos Estados Unidos, diversas formulages do fun-
go entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. tém sido testadas com sucesso no controle do
bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis
(Coleoptera: Curculionidae), tanto em laboratério
(Wright & Chandler, 1991) quanto no campo (Frank
& Slosser, 1990; Wright & Chandler, 1992; Wright,
1993). Wright (1993) testou a eficiéncia de um
micoinseticidaabase de B. bassiana no controle de
adultos do bicudo nosanosde 1991 e 1992. De acor-
do com esse autor, o controle do bicudo no trata-
mento pulverizado com micoinseticida ndo diferiu
do tratamento pulverizado com inseticida quimico
no ano de 1991, porém € um pouco menos eficiente
Nno ano seguinte, em relacdo ao inseticida quimico.
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No Brasil, 0 B. bassiana tem-se destacado como
agente de control e bioldgico com potencial para ser
empregado no controle de popul agBes de adultos do
bicudo-do-algodoeiro (Coutinho & Caval canti, 1988;
Coutinho & Oliveira, 1991). Apesar disso, seu uso
naculturado algoddo parao controle do bicudo tem
sido limitado, em parte, por resultados inconsisten-
tes obtidos nas aplicaces de campo. E possivel que
osisolados utilizados nessas pesguisas ndo setenham
adaptado as condic¢des climéticas encontradas nos
campos onde o algodéo é cultivado. Assim, em um
programade mel horamento genético de microorga
nismos usados para o controle biolégico, deve-se
empregar, em primeiro lugar, processos mais sim-
plesenaturais, e depois de esgota-l os, partir paraos
mais sofisticados (Melo & Azevedo, 1998). Consi-
derando que o ambiente determina o bidtipo dos
patégenos, é provavel gque a viruléncia e agressi-
vidade do fungo varie de acordo com a espécie de
hospedeiro e aregido geogréaficaconsiderada.

Este trabal ho teve como objetivo selecionar iso-
lados de B. bassiana provenientes de diferentes hos-
pedeiros e regides geograficas, que sgjam virulentos
a0 bicudo-do-algodoeiro.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de
Entomol ogia/Patologia de Insetos, da Embrapa-Centro
Nacional de Pesquisa de Algoddo, em condigBes contro-
ladas de temperatura (25 = 1°C) e umidade rela-
tiva(70 £ 10%).

Os insetos foram obtidos no campo, de botdes florais
de plantas de algodao, pertencentes a cultivar CNPA 7H, e
colocados em gaiolas, onde permaneceram até a emergén-
cia dos adultos. Quando recém emergidos, 520 adultos do
bicudo foram sel ecionados e agrupados em nimero de dez
individuos por recipiente de pléstico contendo botdes flo-
rais sadios, os quais foram mantidos em estufa incubadora
B.O.D. aé o inicio do bioensaio.

Isolados do fungo Beauveria bassiana, provenientes
de micotecas de diversas institui¢des (Tabela 1), foram
multiplicados em placas de Petri contendo meio de cultu-
raBDA (Batata-Dextrose-Agar), e incubados, por 15 dias.
Foram testados doze isolados de B. bassiana, que consti-
tuiram os tratamentos. A testemunha constou da aplicacdo
de &gua destilada mais espal hante adesivo (Tween-80). As
suspensdes fungicas foram preparadas com agua destila-
da, na concentragdo de 108 conidios/mL. Cada repetico
constou de dez insetos adultos, com idade média de oito
dias, os quais foram submersos na suspensdo fungica, du-
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rante dois ciclos de trés segundos cada. Apds secagem
sobre papel de filtro, os insetos foram transferidos para os
recipientes de plastico contendo botdes florais, trocados
diariamente até o término das observacdes. Para confir-
magdo da patogenicidade do isolado, os insetos mortos
foram imersos em hipoclorito de sddio a 3%, por trés se-
gundos, e depois, em agua destilada, e em seguida, manti-
dos em camara Umida. O porcentual de mortalidade dos
insetos foi avaliado durante os dez primeiros dias apés a
aplicacdo dos patdgenos.

O teste de germinacdo de conidios constou da aplica
¢30 de 50 L de uma suspensio com 10° conidios/mL de
cada isolado em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. As observacOes foram realizadas a cada duas horas,
sobre um total de 400 conidios (100 por repeticdo).

Os dados de porcentagem de mortalidade dos insetos e
de germinagdo foram utilizados para o calculo de TLsg
(tempo para morte de 50% dos adultos do bicudo) e TGsg
(tempo de germinacdo de 50% dos conidios), respectiva
mente, pelo método de Probit (Finney, 1964). As médias
das porcentagens de mortalidade foram corrigidas pela
formula de Abbott (1925) e comparadas pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade. Foi readizada andlise de
correlacdo das variaveis mortalidade (%) versus TLgg, €
mortalidade (%) versus TGsp.

Resultados e Discussao

Osisolados mais virulentos ao bicudo foram, em
ordem decrescente: CG138, CNPA02, CNPAO3,
CG082, CNPA1eCG070 (Tabela2). Essastaxasde
insetos adultos mortos por infeccdo de B. bassiana,
em laboratorio, confirmam resultados de Coutinho
& Oliveira(1991), que obtiveram mortalidade vari-
ando de 50% a 100% nas concentracdes entre
3,72 x 106 a 3,72 x 10 conidios/mL. Gutierrez
(1986) obteve mortalidade superior a 50% quando
utilizou concentragGes acimade 107 conidios/mL. Por
outro lado, osisolados menos virulentos foram, em
ordem decrescente: 645, CG458, CNPA04, CGO016
e 760. Dessesisolados, 0 645, 0 760 e 0 CG458 fo-
ram obtidos do bicudo-do-algodoeiro (Tabela 1), o
gue constitui-se numaindicacdo de que essesisola
dosforam obtidos de regides onde o inseto tem pro-
vocado dano econdmico, e que tais regifes ndo tém
conseguido controlar a praga. Esse fato confirmaa
necessidade de explorar a variabilidade natural de
isolados de fungos entomopatogéni cos oriundos de
bicudos e insetos ndo-avos infectados em &reas de
cultivo de algod&o com reduzidos prejuizos, em di-
ferentes regides geogréficas, fato, aias, ja exem-
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plificado por Hajek et a. (1990) com o patdgeno
Entomophaga maimaiga. Esse fungo, origina mente
isolado no Jap@o, do hospedeiro Lymantria dispar, e
introduzido nos Estados Unidos por volta de 1910,
iniciou epizootiaem 1989, e no ano seguinteja ata
cava larvas de diversos insetos-praga em dez esta-
dos norte-americanos. Os valores de TLsgy se
correlacionaram negativamente, deformaaltamente
significativa, com a porcentagem de mortalidade
(r=-0,91) (P<0,01), ou sgja, amedidaque aumenta
va a porcentagem de mortalidade dos adultos do
bicudo, diminuiao tempo necessario paramatar 50%
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desuapopulacéo (Tabela?2). A patogenicidadedife-
renciada entre os isolados de B. bassiana demons-
trou que a espécie do hospedeiro de origem e are-
gido geografica considerada foram determinantes
para obtencdo de isolados com amplavariabilidade
guanto ao grau de virulénciaem relagdo ao bicudo.
Por outro lado, o sucesso no emprego de fungos
entomopatdgenos depende, namaioriadas vezes, da
correta manipulacdo dos fatores que interferem na
sequiénciaque asunidadesinfectivas atravessam des-
de o momento dadispersdo até ainfeccdo do inseto-
alvo (Sosa-Gomez & Moscardi, 1992). Dentre esses

Tabela 1. Identificagdo do isolado, hospedeiro, local de origem e ingtituicdo mantenedora do fungo entomopatogénico

Beauveria bassiana. Campina Grande, PB, 1999.

Isolado Hospedeiro Local de origem Instituicdo

CG016 Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) Londrina, PR Embrapa-CNPSo
CG070 (Coleoptera: Curculionidae) Brasilia, DF Embrapa-CENARGEN
CG082 Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chysomelidage) Tucuman, Argentina ESALQ-USP

CG138 Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae)  Recife, PE IPA

CG458 Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) Londrina, PR Embrapa-CENARGEN
CNPAl1l  Polistes sp. (Hymenoptera: Vespidae) Campina Grande, PB. Embrapa-CNPA
CNPA2  Membracis foliata (Homoptera: Membracidae) Campina Grande, PB. Embrapa-CNPA
CNPA3  Schistocerca pallens (Orthoptera: Acrididag) Campina Grande, PB. Embrapa-CNPA
CNPA4 Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Curculionidae) Campina Grande, PB. Embrapa-CNPA
IPA147 Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae)  Recife, PE IPA

645 Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) Recife, PE UFRPE

760 Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) Recife, PE UFRPE

Tabela 2. Patogenicidade de isolados de Beauveria bassiana em relago a mortaidade e TLs, (tempo letal de 50% de
insetos) do bicudo-do-agodoeiro e TGy, (tempo para a germinagdo de 50% de conidios). Campina Grande, PB, 1999.

2

Isolado  Mortalidade® TLg,  Equacio daretadaTLs, c Intervalode  TGg
(%) (Dias) Cdculado Tabda  confiangad®  (h:min)
CG 138 83a 530 Y=2,64572+3,25038logx 4,64 14,07 (4,80; 5,85) 18:03
CNPAQ2 65ab 6,99 Y=3,16660+2,17054l0ogx 1,52 14,07 (6,40; 7,64) 19:.02
CNPAO3 65ab 7,44 Y=2,87339+2,4402710ogx 1,58 12,59 (6,76; 8,18) 22:20
CG 082 60abc 8,90 Y=2,85391+2,26055logx 342 14,07 (7,57; 10,46) 19:35
CNPA1 60abc 7,85 Y=3,08899+2,13494l0gx 1,85 14,07 (7,04, 8,77) 25:26
CG 070 55abc 8,80 Y=2,34543+2,81019l0gx 1,78 14,07 (8,01, 9,67) 20:26
IPA147 53bc 8,02  Y=3,44908+1,71522logx 3,55 14,07 (6,62; 9,72 20:31
645 50bcd 11,06  Y=2,97850+1,93666l0gx 2,67 14,07 (8,94; 13,68) 23:33
CG458 33bcd - - - - - 17:09
CNPAO4 30cd - - - - - 22:02
CG 016 28cd - - - - - 19:07
760 15d - - - - - 19:58

() Médias seguidas pelamesmaletrando diferem entre si pelo teste de Duncan a5% de probabilidade; valores médios de quatro repetigdes com dez adultos
por repeticdo. @ Calculado pelo método de Probit.
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fatores destaca-se o efeito deletério da radiacdo
ultravioleta, emanadapelo sol (Ignoffo, 1992). Por-
tanto, acapacidade dosfungosentomopatdgenosem
tolerar os efeitos del etérios da radiacéo ultravioleta
€ de fundamental importancia na selecdo de
isolados.

Neste trabalho, os isolados mais virulentos ao
bicudo foram provenientes das regides Nordeste e
Centro-Oeste do Brasil, demaior intensidade dein-
solacdo; estesisolados deveriam ser testados em fu-
turos programas de melhoramento genético de fun-
gos entomopatégenos que visem identificar isolados
demicroorganismostolerantesaradiacdo ultravioleta.

Nos isolados estudados, o inicio da mortalidade
dosinsetos ocorreu no 2° dia apds ainoculacdo dos
patdgenos. Tal resultado ndo coincide com o obtido
por Coutinho & Caval canti (1988), os quais consta-
taram que o periodo de mortalidade do bicudo ocor-
reu apartir do 4° diadainoculacdo. Essa variacdo
pode ser atribuida as diferencas entre osisolados uti-
lizados, bem como ao método de exposi¢cao das sus-
pensdes flngicas em cada experimento, fato jamen-
cionado por Wright & Chandler (1991). No 6° dia
apos ainoculacdo, verificaram-se variagdes ha por-
centagem de mortalidade de 5-50%, engquanto as
maiores porcentagens de mortalidade variaram de
15-83% no 102 dia.

A porcentagem de germinacdo dos conidios
(TGsp) mostrou variabilidade entre os isolados tes-
tados, e ndo se correlacionou com a patogenicidade
(r=0,01) (P>0,05); emboraapatogenicidade do iso-
lado CG458 tenha sido umadas menores, seutempo
de germinacdo foi o menor entre osisolados testados
(Tabela 2). Contrariamente, o isolado mais
patogénico (CG138) apresentou tempo de germina
¢do maior em relacdo ao isolado CG458. A auséncia
de correlacdo entre a patogenicidade e o tempo de
germinacdo do fungo B. bassiana tem sido observa
da por outros pesquisadores (Tigano-Milani et d.,
1995; Lecuonaet a., 1996), o que indica aimpor-
téncia relativa desse pardmetro biolégico nesta es-
pécie de fungo.

O desenvolvimento externo do fungo no inseto
adulto coincidiu com observacfes efetuadas por
Coutinho & Cavalcanti (1988) e Wright & Chandler
(1991): inicia-se entre as articulagbes do fémur eda
tibia, membrana cervical e suturas cranianas,
recobrindo posteriormente todo o corpo do hospe-
deiro (Figura1). As porcentagens de exteriorizacdo
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Figura 1. Adulto do bicudo-do-algodoeiro infectado pelo
isolado CG138 do fungo Beauveria bassiana.

dadoencavariaram entre 65-100% dos exempl ares.
Nenhum dosinsetos mortos natestemunha apresen-
tou estruturas do fungo.

Conclusoes

1. Osisolados de Beauveria bassiana de diferen-
tes hospedeiros e regides geogréficas so diferentes
guanto a viruléncia ao bicudo-do-algodoeiro,
Anthonomus grandis.

2. O isolado CG138 de B. bassiana destaca-se
como um dos mais virulentos ao bicudo-do-algo-
doeiro.
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