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Effect of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. and Beauveria bassiana
(Bals.)) Vuill. Isolates on Rice Stem Bug, Tibraca limbativentris Stal

ABSTRACT - The rice stem bug, Tibraca limbativentris Stal (Heteroptera:
Pentatomidae), is an important pest of irrigated rice (Oryza sativa) crop in
Brazil. The effect of isolates (CP) of the entomopathogenic fungi, Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. (Bb) and Metarhiziumanisopliae (Metsch.) Sorok. (Ma)
was evaluated in thefield using cages. In the 1st and 2nd experiments, conidial
suspensions at dosages equivalentsto 10* conidia/ha, were sprayed on the soil
and onrice plant stems, where the bugswere concentrated. Significant mortality
(M) was caused by isolates CPBb164, CPMal71 and, mainly, by CPMal72
(46,5% < M < 88,7%). In the 3rd experiment, conidial sprays and broadcast of
fungus on inoculated grain rice at 10* conidia/ha were evaluated.. Both appli-
cations were effective (42,7% < M < 70,8%) in controlling the insect.

KEY WORDS: Insecta, Heteroptera, Pentatomidae, Oryza sativa, microbial
control.

RESUMO - O percevejo-do-colmo, Tibraca limbativentris Stal (Heteroptera:
Pentatomidag), é praga importante da cultura do arroz (Oryza sativa) irrigado
no Brasil. O efeito deisolados (CP) dos fungos entomopatogéni cos Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. (Bb) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Ma),
na mortalidade (M) do percevejo, foi avaliado a campo, em trés experimentos
em gaiolas, incluindo arroz transplantado e infestacéo artificial com insetos
adultos. No 1° e 2° experimentos, suspensdes equivaentes a 10** conidios/ha
foram pulverizadas no solo e nos colmos das plantas de arroz, onde os percevejos
estavam concentrados. Os isolados CPBb164, CPMal71l e, principa mente,
CPMal72 foram os mais virulentos (46,5% < M < 88,7%). No 3° experimento,
dois métodos de aplicacdo foram avaliados: pulverizacéo de conidios e
distribuicéio manual de gréosde arroz com materia fangico em desenvolvimento,
em dosagens equivalentes a 10*° conidios’ha. Ambos os métodos de aplicacdo
controlaram eficientemente (42,7% < M < 70,8%) 0 inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, Heteroptera, Pentatomidae, Oryza sativa,
controle microbiol 6gico.
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O percevejo-do-colmo, Tibraca limba-
tiventris Stal (Heteroptera: Pentatomidae),
ocorre na maioria das regides orizicolas do
Brasil (Ferreira et al. 1986), principalmente
em cultivos irrigados. Danifica plantas de
arroz (Oryza sativa) desde o inicio dafase de
perfilhamento, porém, causa maiores
prejuizosaprodugdo de graos, quando perfura
os colmos entre afase de pré-floragdo e ade
formag&o de paniculas (Costa & Link 1992).

Nosarrozais, o inseto localiza-se na base
das plantas de arroz, entre os colmos,
preferencialmente onde ndo hé formagéo de
l&mina d’ &gua de irrigagdo, estando o solo
apenas saturado (Botton et al. 1996). Nesses
locais, estabelecem-se condi¢cBes microme-
teorol6gicas de umidade e temperatura
propicias ao crescimento da populacéo do
inseto (Martins & Lima 1994) e ao
desenvolvimento de fungos entomopa-
togénicos (Carbonell et al. 1980).

Pesquisas pioneiras, sobreefeito defungos
entomopatogénicosem percevejosqueatacam
0 colmo do arroz, foram redlizadas na Asia,
envolvendo, principalmente, o pentatomideo
Scotinophara coarctata (F.) e os fungos
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. e
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Rombach
et al. 1986). No Brasil, pesquisas similares
com T. limbativentris foram iniciadas com
base na premissa de que o habito de
localizacdo do inseto e as condicdes
micrometeorol dgicas entre os colmos de arroz
seriam adequadas ao estabelecimento e
disseminac&o de fungos entomopatogénicos
emarrozais(Martinset al. 1986). Estudosem
laboratorio, ssmulando condictes de campo
favoraveis ao crescimento da populagéo de
T. limbativentris, permitiram identificar
isolados de B. bassiana e M. anisopliae mais
virulentos ao inseto (Martins & Lima 1994).
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
deisoladosedeformasdeaplicacdo deambas
as espécies de entomopatdgenos sobre T.
limbativentris, em condicdes de campo.

Material e M éodos

Trés experimentos, foram realizados na
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Embrapa-CPACT, infestando-se plantas de
arroz, em gaiolas, com adultos de T.
limbativentris e aplicando-seisolados (CP) de
M. anisopliae (Ma) e B. bassiana (Bb). Os
isolados (Tabela 1), alguns pré-selecionados
quanto avirulénciaao inseto (Martins& Lima
1994), foram obtidos da colegdo da Embrapa-
CNPAF. O material fungicofoi produzidoem
sacos de polipropileno, contendo gréos de
arroz descascados, autoclavados e mantidos
a temperatura de 27 = 1°C, por 15 dias
(Marques et al. 1981). A viabilidade dos
conidios foi aferida pelo método de
germinagéo, viaespa hamento uniformede 10
microlitros de suspenséo de cadaisolado em
trésplacas de Petri, com meio de culturaBDA
+ streptomicina, sendo as placas mantidasem
estufa incubadora, a 26°C, por 48 horas. A
viabilidade dos isolados foi superior a 90%,
nos trés experimentos. Os insetos usados na
infestacdo artificial foram criadosem casade
vegetacdo (Martins & Lima 1994).

No 1° experimento (1988), foram
avaliados quatro isolados de M. anisopliae e
um de B. bassiana, hum delineamento de
blocos casualizados, com cinco repeticdes. A
parcelaexperimental continha 25 touceirasde
plantas, da cultivar BR-IRGA 414,
equidistantes 25 cm. Ao final da fase de
perfilhamento, as plantas foram cobertas por
gaiolasdeteladendilon (1,2x1,2x1,2m)e
infestadas com 37 insetos (20 machos e 17
fémeas). A irrigacdo foi controlada para
manter 0 solo saturado e permitir alocalizag@o
dos insetos na base das plantas, entre os
colmos. As plantas foram pulverizadas com
suspensdes fungicas (agua destilada + 0,5%
de Tween 80), na dosagem de 10" conidios/
ha. Na aplicagdo, com pulverizador manual
(BRUDDEN - Modelo P1), foram utilizados
100 ml de suspensdo por parcela, atingindo,
solo e a base dos colmos, até cercade 20 cm
de altura. As plantas testemunhas, foram
tratadas com solucédo de 0,5 % de Tween 80
em agua destilada. A mortalidade de insetos
foi registrada aos 3, 7, 11, 14, 17 e 21 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos (DAT). Os
insetos mortos foram mantidos indi-
vidualizados em cABmaramida, &26°C, até a
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Tabela 1. Isolados (CP) de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma)
avaliados quanto avirulénciaa Tibraca limbativentris, em gaiolas no campo.

Isolados! Procedéncia Hospedeiro original
CPBb20 Goiania Deois flavopicta (Stal)
CPBb164 Chapeco-SC Nezara viridula (L.)
CPMa30 GoianiaGO Deois flavopicta (Stal)
CPMal122 Goiatuba-GO Scaptocoris castanea Perty
CPMal170 GoianiaGO Tibraca limbativentris Stal
CPMal71 GoianiaGO Tibraca limbativentris Stal
CPMal72 GoianiaGO Tibraca limbativentris Stal
CPMaE9 Rio N. Sul-ES Deois flavopicta (Stal)

10riundos da colegéo de entomopatdgenos da Embrapa-CNPAF.

constatagdo de crescimento fungico nos
cadéveres.

No 2° experimento (1989), foram
colocados oito casais do inseto/gaiola. Os
isolados CPMa30 e CPMaE9 foram
substituidos por CPMal70 e CPMal72 e o
CPBb20 por CPBb164, parapulverizacBesde
10* conidios/ha. No 3° experimento (1990),
foram colocados doze casais/gaiola, sendo
comparado o efeito de CPBb164, CPMal71
e CPMal72, aplicados na dosagem 10
conidiog/ha, tanto na forma de suspenséo de
conidios como de granulos (gréos de arroz
utilizados na producdo do material fungico).
Osgréanulosforam distribuidos manual mente,
entre os colmos, proximos a base das plantas
ou atingindo a superficie do solo. No 2° e 3°
experimentos, o nUmero de insetos mortos e
infectados foi registrado aos 20 DAT. Os
cadaveres ndo foram retirados das gaiolas,
visando manter a fonte de in6culo. Os
experimentos foram  prolongados,
respectivamente, até 90 e 100 DAT, quando
asgaiolasforam removidas paracontagem de
insetos vivos (ninfas de 3°, 4° 5° instar e
adultos).

Para andlise de variancia (SAS Institute
1985), o nimero (N) deinsetosvivos, mortos
e infectados foi transformado em N + 0,5,
sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P < 0,10). A eficiéncia de controle
exercida pelos isolados dos fungos foi

calculada pelaférmula de Abbott (1925).
Resultados e Discussao

No 1° experimento, CPMal71 foi o mais
virulento, causando 46,5% de mortalidadeem
T. limbativentris (Tabela 2). O nimero de
insetos mortos com infeccdo fangica
confirmada (1) foi baixo, em relacdo a todos
osisolados (0 < | < 4,8). Somente CPMal71
diferiu significativamente datestemunhaenéo
ocorreu crescimento fungico em insetos
tratados com CPBb20.

No 2° experimento, CPMal72 foi o mais
eficiente, provocando até 20 e 90 DAT,
reducdes de 88,7 e 94,3% napopulacdo de T.
limbativentris, respectivamente. CPMal71
ndo confirmou o nivel de eficiéncia
demostrado no experimento anterior e causou
apenas 39,6% de mortalidade (Tabela 3). O
numero de insetos mortos com estruturas
fangicastambém foi baixo no 2° experimento
(1,0<1<54).

No 3° experimento, apesar do nimero de
insetos mortos com infecgdo confirmada ser
novamente baixo (1,8 <1 < 5,0), os isolados
CPBb164, CPMal71 e CPMal72, naforma
de suspensdo de conidios ou de granulos,
reduziram significativamente a populacdo de
T. limbativentris (Tabela 4). A pulverizagdo
com suspensdo de conidios, contudo, tendeu
ser mais eficiente que aaplicagdo manual dos
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Tabela2. Mortalidade einfeccdo de Tibraca limbativentris até 21 dias apds o tratamento?
comisolados (CP) de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma), em gaiolasno
campo.

N° Cumulativo de Insetos Mortos Insetos

Tratamento (Dias pbs-tratamento)* Mort.  Infect.
3 7 11 14 17 21 (%)3 (No)*
Testesm. 10a 24a 36a 44a 54a 58a - 0 a
CPBb20 38ab 60a 68a 94a 104b 106ab 129 0 a
CPMal122 44b 60a 70a 90a 104b 128b 18,9 0,6 a
CPMa30 l4a 26a 38a b58a 72ab 8,0ab 59 0,6 a
CPMaE9 28ab 48a 72a 90a 112b 120b 16,8 0,2 a
CPMal71 38ab 60a 86a 52b 206c 230c 46,5 48 b

INUmero inicial deinsetos/gaiola= 37 (20 machos e 17 fémeas).
2Pulverizacao com suspensdo fungica (dosagem = 10" conidios/ha)
*Mortalidade cumulativa (%) = [(Mort. do trat. - Mort. datest.)/37] X 100.
“Médias com mesma letra ndo diferem significativamente (Tukey: P< 0,10).

grénulos, sendo estabelecida hipotese a  atinge de imediato maior nimero de insetos,
respeito: a pulverizagéo, ao distribuir os  enquanto acontaminagdo viamateria fungico
conidios mais uniformemente, forma mais  distribuido manua mente somente ocorre apds
sitios de contaminacdo por &rea tratada e  oinsetoter contato com pontos esparsos das

Tabela 3. Reducdo da populacéo! e infecgdo de Tibraca limbativentris, apds tratamento
comisolados (CP) de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhiziumanisopliae (Ma), em gaiolasno
campo.

20 DAT? 90 DAT?

Tratamento Insetos Eficiénc. Insetos Insetos Eficiénc.

Vivos Controle Infect. Vivos Controle

(NO)* (%)* (NO)* (NO)* (%)’
Testem. 105a - 0 c 1126 a -
CPBb164 72b 32,1 22b 69,0b 38,7
CPMal22 78b 26,4 1,0 bc 792b 29,7
CPMal170 78b 26,4 1,6 bc 85,0 ab 24,5
CPMal71 6,4b 39,6 22b 670b 40,5
CPMal72 12c 88,7 54a 6,4cC 94,3

INUmeroinicial deinsetos/gaiola= 16 (oito casais).

2Dias pos-tratamento com suspensdes flngicas (10* conidios/ha).
SCalculada pela férmula de Abbott (1925).

“Médias com mesma letra ndo diferem significativamente (Tukey: P< 0,10).
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Tabela 4. Reducéo da populacdo! e infeccdo de Tibraca limbativentris, exposto a duas
formas de aplicagéo de isolados (CP) de Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae
(Ma), em gaiolas no campo.

20 DAT? 100 DAT?®

Tratamento? Insetos Eficiénc. Insetos Insetos Eficiénc.

Vivos Controle Infect. Vivos Controle

(N°)® (%0)* (N°)® (N9)® (%0)*
Testemunha 17,1a - 0c 31,2a -
CPBb164 (S) 76b 55,5 48ab 10,4 b 66,6
CPBb164 (G) 9,8b 42,7 44 ab 156 b 50,0
CPMal71 (S) 52b 69,6 42ab 9,0b 71,1
CPMal71 (G) 6,1b 64,3 50a 10,8 b 65,4
CPMal172 (S) 50b 70,8 3,0 abc 86b 72,4
CPMal72 (G) 85b 50,3 1,8 bc 152b 51,3

INUmero inicia deinsetos/gaiola= 24 (doze casais).

2Forma de granulos (G) e de suspensao de conidios (S).

®Dias pos-tratamento com suspensdes fuingicas (10* conidios/ha).

“Cal culada pelaformula de Abbott (1925).

SMédias com mesmalletra ndo diferem significativamente (Tukey: P< 0,10).

plantas e principalmente do solo, onde os  se em fator redutor da taxa de disseminacdo
grénulos concentram-se. dosfungos nos arrozais e, por consequiéncia,

O baixo indice de crescimento de M.  dificultar a ocorréncia de epizootias. Tal
anisopliaeeB. bassianaem T. limbativentris, constatagéo coincide com resultados
constatada nos experimentos, pode constituir-  relacionados as mesmas espécies de fungos,

Tabela5. Umidaderelativado ar (% + EP)* durante 20 dias apdsaaplicacdo deisoladosde
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sobre Tibraca limbativentris, em gaiolas no
campo, no 1°, 2° e 3° experimentos.

Umidade Relativa

Periodos 1°exp. 2° exp. 32 exp.

Até 04 DAT?® 754+ 29 80,2+ 9,6 765 + 55
05a08 DAT 75,3+ 4,6 804+ 4,3 794 + 134
09 al12 DAT 65,8+ 9,5 91,2+ 4,0 804 + 34
13a16 DAT 82,7+ 49 76,9+ 49 834 + 6,8
17 a20 DAT 76,5+ 11,9 829+ 45 851+ 7,1
Meédiageral 752+ 83 822+ 7,7 810 + 84

Valores médios (na atmosfera, fora das gaiolas) para periodos de quatro dias, baseados na
média didria de umidade relativa.

2QOs isolados foram aplicados no 1°, 2° e 3° experimento, em 14/03/88, 15/02/90 e 22/03/90,
respectivamente.

*NUmero de dias p6s-aplicacao dos tratamentos fungicos.
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as quais ndo desenvolviam epizootia em
populacBes naturais de S. coarctata (F.) ou
mesmo em populagdes do inseto confinadas
em gaiolas (Rombach et al. 1986). A escassez
deumidade, foi apontadacomo acausaprin-
cipal dos baixos indices de infecgéo fungica
em S. coarctata, em experimentos com
gaiolas, indicando que em determinadas
circunstancias nem sempre se estabelecem,
entre as plantas de arroz, as condic¢des
micrometeorolégicas propicias ao
desenvolvimento de fungos entomo-
patogénicos (Carbonell et al. 1980). Portanto,
entre as causas do baixo indice de infeccéo
fungicaem T. limbativentris (Tabelas 2, 3 e

Martins et al.

5), indicada como favoravel a formagéo de
epizootias de ambos os fungos, a campo
(Alves 1986). Vaores inferiores a 70% (UR
=65,8+ 9,5) somenteocorreramentre9al12
DAT, no 1° experimento. Ademais, o teor de
aguano solo, nointerior das gaiolas, nostrés
experimentos, foi mantido ao ponto de
saturacdo, possivelmente criando naquele
ambiente condi¢Bes de umidade (do solo e
ar) mais elevadas das que ocorreram a nivel
macrometeorol dgico.

Provavelmente as condi¢bes de
temperatura (Tabela 6) tenham afetado o
desenvolvimento dos fungos em T.
limbativentris. Aposasaplicacdes, ocorreram

Tabela 6. Horas (N° + EP) e freqiéncia (%) de temperatural inferior a 22°C, durante 20
diasap6saaplicacéo (0 a20 DAT) deisolados de Beauveria bassiana e Metarhiziumanisopliae
sobre Tibraca limbativentris, em gaiolas no campo, no 1°, 2° e 3° experimentos?.

1°exp. 2° exp. 3 exp.

Periodos

Horas Freq. Horas Freq. Horas Freq.
Até 04 DAT?® 128+15 533 161+33 671 140+38 583
05 a08 DAT 113+33 46,9 91+14 380 201+35 839
09 a12 DAT 58+19 240 168+65 69,8 188+31 781
13 a16 DAT 33+29 135 133+19 552 154+24 64,1
17 a20 DAT 193+34 805 140+45 583 53+31 219
Média geral 104+59 433 139+4,7 578 147+60 61,1

Valores médios (na atmosfera, fora das gaiolas) para periodos de quatro dias, baseados no
nimero de horas diédrias de temperatura abaixo de 22°C.
2Os isolados foram aplicados no 1°, 2° e 3° experimento, em 14/03/88, 15/02/90 e 22/03/90,

respectivamente.

3Numero de dias pods-aplicacdo dos tratamentos fangi cos.

4) pode estar incluida a ocorréncia de
condic¢Bes ambientais adversas de umidade e
temperaturano interior dasgaiolas, conforme
discutidas por Hall & Papierok (1982).
Condicéo adversa de umidade, contudo,
ndo deve ter sido a causa do baixo indice de
infecc&o de T. limbativentris por B. bassiana
e M. anisopliae. Nos trés experimentos, du-
rante 20 DAT, aumidade relativado ar (UR)
permaneceu na faixa de 70 a 100% (Tabela

valores de temperatura aquém de 22 e 24°C,
gue representam, respectivamente, o limite
inferior da faixa de temperatura considerada
ideal para o crescimento e a esporulagdo de
B. bassiana e M. anisopliae em insetos, a
campo (Alves 1986). Somente abaixo do
limite inferior para B. bassiana (22°C), a
frequéncia de temperatura foi de 43,3%,
57,8% e 61,1%, no 1°, 2° e 3° experimento,
respectivamente (Tabela 6).
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Possivelmente, outrosfatores, de natureza
bidtica, como condigdes morfo-fisiol6gicas
dosadultosdeT. limbativentris, aviruléncia,
a capacidade de reproducéo e sobrevivéncia
dos isolados de B. bassiana e M. anisopliae
(Alves1986) possam, também ter influido no
grau variavel demortalidade e deinfec¢do do
inseto.

Mesmo evidenciada a necessidade de
estudos sobre processos de infec¢go de am-
bos os fungos em T. limbativentris, os
resultados gerais dos trés experimentos
indicaram que os isolados CPBb164,
CPMal71 e CPMal72 s&o promissores para
o0 controle do inseto.
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