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APLICACAO DE CONIDIOS DE Beauveria bassiana (BALS.) VUILL.
E Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOR. PARA CONTROLE DE
LARVAS DE Chalcodermus bimaculatus BOH. (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) NO SOLO

Eliane D. Quintela', Stephen P. Wraight?, Mary Ann W. Quinderé® e Donald W. Roberts*
ABSTRACT

Application of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, and Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sor. Conidia to Control Chalcodermus bimaculatus Boh. Larvae (Coleoptera:
Curculionidae) in Soil

The effect of soil treatment with Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. and Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sor. conidia on Chalcodermus bimaculatus Boh. larvae was evaluated
in cowpea (Vigna unguiculata L. Walp). In Santo Antdnio de Goias, Brazil, it was observed
that both fungi reached an average control of 50% after liberation of larvae at different days
in treated soil. In Quixada, Ceara, the average control was approximately 30% for both fungi.
In Caucaia, Ceara, the fungus M. anisopliae induced 46% mortality at the application date and
27.4% after 10 days. Results indicated that the fungi consistently provided 30-50% control of
C. bimaculatus. Evaluation of fungi persistence in the soil indicated that this level of control
was achieved through a single application.

KEY WORDS: Insecta, entomopathogenicfungi, soil persistence, biological control, conidia.
RESUMO

Avaliou-se o efeito do tratamento do solo com conidios de Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sor. sobre larvas de Chalcodermus bimaculatus
Boh. em caupi (Vigna ungiculata L. Walp). Em Santo Antonio de Goias, observou-se que os
dois fungos alcangaram eficiéncia de controle média de aproximadamente 50% apos liberagdo
das larvas em diferentes dias apds tratamento do solo. Em Quixada, Ceara, a eficiéncia média
de controle foi de aproximadamente 30% para os dois fungos. Em Caucaia, Ceara, o fungo M.
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anisopliae induziu 46% de mortalidade nodiadaaplicagdoe 27,4% apos 10 dias. Os resultados
indicam que os fungos M. anisopliae e B. bassiana promoveram um controle de 30-50% de
C. bimaculatus. Através da avaliagdo da persisténcia dos fungos no solo, observou-se que este
nivel de controle foi obtido com uma unica aplicagdo.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, fungos entomopatogénicos, conidios, persisténcia no solo,
controle biologico.

INTRODUCAO

Curculionideos do género Chalcodermus sdo considerados pragas importantes na cultura
do caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) no Sul dos Estados Unidos (Chalfant & Canerday
1972, Chalfant 1973) e no Nordeste do Brasil (Santos & Quinderé 1988, Quintelaer al. 1991).
Nociclodedesenvolvimentode Chalcodermus aeneus Boh. existem trésfases mais vulneraveis
ao controle: quando os adultos recém emergidos alimentam-se de vagens e folhas, quando
larvas maduras deixam as vagens e entram no solo e quando os adultos descansam na base das
plantas em contato com o solo, nas horas quentes do dia (Arant 1938). O controle de adultos
com fungos entomopatogénicos tem sido desencorajado. Adultos de C. bimaculatus Boh.
foram menos suscetiveis que larvas a Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Quintela ef al. 1990)
e isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sor. ndo foram patogénicos a adultos de C.
aeneus (Bell & Hamalle 1970). Em adic3o, conidios de B. bassiana e M. anisopliae quando
aplicados na parte aérea da planta persistem poucos dias devido ao efeito danoso da radiagdo
solar (Roberts & Campbel 1977, Zimmermann 1982, Alves et al. 1984). Entretanto, o controle
delarvasde Chalcodermus nosolo com B. bassianae M. anisopliae tem se mostrado promissor
em laboratorio (Bell & Hamalle 1970, 1971, Quintela ef al. 1990) e em casa telada (Quintela
& Roberts 1992). Além disso, o ecossistema do solo é favoravel a sobrevivéncia do fungo e ao
inicio da doenga devido a menor incidéncia da luz ultravioleta, temperaturas amenas e
umidades adequadas (Roberts & Campbel 1977, Wraight & Roberts 1987, McCoy 1990).
Nesse trabalho estudou-se o efeito de aplicagdes de conidios de B. bassiana e M. anisopliae
no solo a nivel de campo sobre larvas de C. bimaculatus e sua persisténcia no solo.

MATERIAL E METODOS
Os isolados utilizados foram: B. bassiana CP,, isolado de Cerotoma arcuata Olivier
(Coleoptera: Chrysomelidae) na costado Surubim, Amazonas, e M. anisopliae CP306 isolado
de Zulia entreriana (Berg) (Homoptera: Cercopidae) em Rio Novo do Sul, Espirito Santo. Os
conidios foram produzidos em arroz (Marques ef al. 1981) e na instalagdo dos experimentos
a viabilidade dos conidios era 98-100% para os dois isolados. Os insetos foram obtidos de
vagens de caupi infestadas, coletadas no campo (Quintela et a/. 1990).

Experimento 1. O experimento foi instalado na Fazenda Experimental do Centro Nacional
de Pesquisa de Arroz e Feijdo (CNPAF) em Santo Antdnio de Goids, em solo terra roxa
estruturada latossolica eutrofica, textura argilosa. Os tratamentos consistiram da aplicagdo de
dosagens equivalentes a 250 e 1000 g de conidios/ha de Beauveria e de Metarhizium e uma
testemunha, em parcelas de 3 x 3 m contendo caupi variedade BR-1 Poty com linhas de plantio
espagadas de 1 m entre si, em blocos ao acaso com quatro repetigdes. Para fornecer as dosagens
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de 250 e 1000 g/ha, 0,9 e 3,6 g de conidios dos fungos foram suspensos em agua com tween
a 0,05 %. As suspensdes foram aplicadas com pulverizador costal na superficie do solo, sob
folhas e vagens de plantas de caupi na fase de maturagdo das vagens. Apos aplicagdo do fungo
foram fixadas no solo, em cada parcela, 20 gaiolas de aluminio (11 cm de didmetro x 10 cm
de altura) auma profundidade de 8 cm e introduzidas 40 larvas do 5° instar (duas larvas/gaiola)
da seguinte maneira: a) um grupo de cinco gaiolas receberam 10 larvas logo apos aplicagdo
do fungo no solo: b) outras cinco gaiolas receberam cinco larvas (uma larva/gaiola) apos
aplicagdo do fungo e mais cinco larvas, trés dias apds; ¢) um terceiro grupo de 10 gaiolas
receberam 10 larvas no 5° dia (uma larva/gaiola) e 10 larvas no 6° dia apds aplicagao do fungo.
As gaiolas foram cobertas com pano de fild preso com duas ligas de borracha. Duas semanas
apos introdugdo das larvas, na emergéncia dos adultos, as gaiolas (com o solo intacto) foram
avaliadas para insetos vivos, mortos e parasitados. Os adultos vivos foram acondicionados em
placas de Petri (90 mm) contendo vagens verdes de caupi e papel filtro umedecido no fundo.

Experimento 2. Um segundo teste de campo foi instalado no Campo Experimental da
Pesquisa Agropecuaria do Ceara (EPACE) em Quixada, no sertdo semi-arido em solo
podzolico vermelho amarelo eutroéfico textura arenosa/argilosa. As parcelasde 10x 5 m foram
plantadas com caupi cultivar Seridd tipo ramador em 29 de marco de 1988 no espagamento
de 1,0 x 0,40 m tendo duas plantas por cova. Foi usado um desenho de blocos ao acaso com
quatro repeti¢oes. Os tratamentos foram os mesmos do experimento conduzido no CNPAF,
excetuando-se o tratamento Metarhizium 1000 g/ha. O fungo B. bassiana foi pulverizado em
23 de junho de 1988 e logo apos, trés larvas foram adicionadas em cada gaiola no tratamento
com Beauveria 250 g/ha e na testemunha, perfazendo um total de 20 gaiolas por parcela. No
tratamento de 1000 g/ha, as larvas foram liberadas na manha do dia seguinte. M. anisopliae
250 g/ha foi pulverizado no dia 27 de junho. A persisténcia dos conidios de B. bassiana foi
avaliada com meio seletivo a base de batata, dextrose 4%, agar e dodine 650 ppm p6 molhavel
(Beilharz et al. 1982). Para M. anisopliae foi utilizado meio seletivo contendo 65 g de
sabouraud dextrose agar, 10 g de bile de boi e 250 mg de ciclohexamida em um litro de agua
destilada (Lingg & Donaldson 1981). Uma amostra de solo de 50 g foi coletada na superficie
do solo de cada parcela, a uma profundidade de 1 cm. Foram feitas dilui¢oes decimais em 450
ml de agua destilada para cada amostrae 0,1 ml das diluigGes de 10! e 10 plaqueadas no meio
seletivo, em trés repetigdes, por diluicdo. A contagem das unidades formadoras de colonias
(UFC) foi realizada apos oito dias.

Experimento 3. Em 19 de junho de 1989 o terceiro experimento de campo foi conduzido
em area consorciada de caupi, milho e mandioca no municipio de Caucaia, regido litoranea.
O campo (aproximadamente 0,5 ha) foi dividido em trés parcelas para os tratamentos com duas
dosagens de Metarhizium e testemunha, em areas de 946, 1.120 e 2.268 m?, respectivamente.
Suspensoes aquosas contendo Extravon * 0,03% com 1,5 e 2,2 kg de conidios/ha para parcela
um e dois, respectivamente, foram pulverizadas na superficie do solo e imediatamente apos
33 gaiolas foram colocadas em cada parcela e quatro larvas foram liberadas por gaiola. Este
procedimento foi repetido nos dias cinco e 10 apds tratamento do solo. Oito amostras de 50
g de solo das areas tratadas e quatro amostras da area njo tratada foram diluidas e plaqueadas
em meio seletivo para Metarhizium. Foram medidas a temperatura da superficie do solo e do
ar com aparelhos eletronicos modelos 223 e 220 Omnidata, respectivamente, a intervalos de
30 min em Santo Antdnio de Goias e Caucaia. Em Quixada mediu-se somente a temperatura
do solo e em Caucaia mediu-se também a temperatura do solo dentro das gaiolas. Analise de
variancia e teste de Tukey foram realizadas para comparagdo das médias dos tratamentos. A
percentagem de eficiéncia dos fungos foi calculada pela formula de Abbott (1925).
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RESULTADOS E DISCUSSAQO

Experimento 1. Os resultados em relagdo as larvas liberadas no campo experimental do
CNPAF em diferentes dias apos tratamento do solo alcangaram uma eficiéncia de controle de
53,8% para a dosagem de 1000 g/ha de M. anisopliae e 250 g/ha de B. bassiana (Tabela 1).
As duas dosagens aplicadas, ndo produziram resultados estatisticamente diferentes em relagdo
ao numero de insetos sobreviventes. A eficiéncia dos fungos B. bassiana e M. anisopliae ndo
diminuiu seis dias apos aplicagdo, sendo o numero de insetos sobreviventes dentro de cada
tratamento estatisticamente similar nas diferentes datas de liberagdo dos insetos (Tabela 1).
As temperaturas registradas no solo em Santo Antdnio de Goias, GO, ficaram abaixo de 20°C
durante aproximadamente 70% do tempo de condugdo do experimento. A temperatura mais

Tabela 1. Percentagem de adultos vivos e mortos e eficiéncia apds introdugdo de larvas do
ultimo instar de Chalcodermus bimaculatus em solo pulverizado com Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em caupi, Santo Ant6nio de Goias, Goias, 1988.

Gramas de % de adultos vivos' % NP total
Tratamento conidios/ CV:? Adultos adultos  Eficiéncia®
ha Dia 0 Dia0+3 Dia5+6 Mortos®  vivos® (%)

B. bassiana 250 50,0a 47,5a 387a 40,6 29,0 49b 53,8
1000 425a 325a 62,6a 39,1 287 57b 46,2

M. anisopliae 250 60,0a 5,0a 412a 326 13,9 68b 35,8
1000 32,5a 37,5a 36,2a 37,6 14,0 49b 53,8

Testemunha 0 75,0a 625a 63,7a 21,4 0,0 106a 0,0

! Médias de insetos vivos por tratamento por data de amostragem seguidas da mesma letra ndo
sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5%.

2 Coeficiente de variagao calculado entre comparagdo das médias dos insetos vivos em cada
tratamento em diferentes dias apos tratamento do solo.

3Mortalidade dos adultos coletados nas gaiolas apds 2 semanas e mantidos em laboratério por
15 dias.

4Meédias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5%.
C.V.=247.

’Eficiéncia calculada pelo niimero de insetos sobreviventes (Abbott 1925).

baixa registrada nos meses de maio e junho no solo foi 6,5 °C e a mais alta 28,5 °C (Fig. 1).
Atemperatura doar registrada neste mesmo periodo teve comominima 11,5° e maxima36,6°C
e 60% do tempo a temperatura do ar ficou na faixa de 15 a 21,5°C e 25% do tempo acima de
29°C (Fig. 1). Através da medigao da temperatura do ar e solo, observou-se que a temperatura
no solo manteve-se em niveis mais baixos que a temperatura do ar (Fig. 1).

Experimento 2. No segundo experimento ndo foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos em relagdo ao numero de insetos sobreviventes, embora no tratamento
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testemunha houvesse maior nimero de insetos vivos (Tabela 2). Somente os tratamentos com
Beauveria foram estatisticamente diferentes da testemunha quanto ao niimero de insetos
mortos. A eficiéncia de controle maior, 39,3%, foi observada no tratamento com Beauveria

Tabela 2. Numero de insetos vivos, mortos e parasitados de Chalcodermus bimaculatus
apos introdugdo de larvas do ultimo instar em solo pulverizado com Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae em caupi. Quixada, Ceara, 1988.

Tratamento Gramas de Insetos Eficiéncia’
conidios/ (%)
ha Vivos! Mortos? Parasitados®

B. bassiana 250 114 a 36a 15a 240
1000 91 a 40 a 22 a 393

M. anisopliae 250 109 a 25 ab 0b 273

Testemunha 0 150 a lb 26 a 0,0

C.V. 26,8 28,9 19,0

' Médias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5%.
2Meédias seguidas da mesma letra ndo sio estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5%.
Dados transformados por Vx + 1.

* Larvas de C. bimaculatus naturalmente parasitadas por Urosigalphus chalcodermi
(Hymenoptera: Braconidae). Médias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por Vx + 1.

“Eficiéncia calculada pelo numero de insetos sobreviventes (Abbott 1925).

1000 g/ha (Tabela 2). Os tratamentos com B. bassiana e M. anisopliae 250 g/ha tiveram uma
eficiéncia média de 24,0 e 27,3%, respectivamente. Observaram-se insetos naturalmente
parasitados por Urosigalphus chalcodermi Wilk. pois, as larvas foram coletadas de vagens do
campo (Tabela 2). Entretanto, os fungos B. bassiana e M. anisopliae quando aplicados no solo
ndo afetaram o parasitoide (Quintela & Roberts 1992). Na avaliagdo da persisténcia de
Beauveria no solo, observou-se no tratamento 250 g/ha, um declinio acentuado no niumero de
colonias seis dias apos aplicagdo do fungo (Fig. 2). Nesta data de amostragem somente 28,7%
das unidades formadoras de colonias (UFC's) estavam presentes mas o declinio foi menos
acentuadoapartirdo 13° e 20° diacom apresengade 22,3 e 18,1% doindculo, respectivamente.
Comportamento semelhante foi observado por Quintela et al. (1992) em que a persisténcia de
conidios de B. bassiana aplicagdo na superficie do solo do cerrado teve um declinio acentuado
apos nove dias e estabilizou-se nas avaliagBes seguintes (aos 17 e 24 dias). No tratamento
Beauveria 1000 g/ha, o declinio nas UFC's foi menos acentuado estando presente 62,6 % no
6° diae 52,2 e 12,2 % no 13° e 20° dia, respectivamente. A recuperagdo das UFC's para
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Figura 2. Unidades formadoras de colonias (UFC) x 10° de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae por grama de solo em campo de caupi. Quixada, Ceara, 1988.

Metarhizium foi menor em relagdo a Beauveria no dia da aplicagdo do fungo, com 2,2 x 10°
colonias/g de solo para Metarhizium em relagdo a 9,4 x 10° de Beauveria. Esta baixa
recuperagao da UFC's para Metarhizium pode ter sido resultado da presenca de Aspergillus,
o qual foi isolado no meio seletivo. A presenga de Aspergillus pode ter também favorecido o
rapido declinio de Metarhizium pois observou-se que oito dias apds aplicagdo do fungo,
somente 6,4% das UFC's estavam presentes no solo (Fig. 2). Em Quixada a temperatura do
solo ficou acima de 23°C durante os meses de junho e julho de 1988. A temperatura teve como
maxima 37,5°C, embora a maior parte do tempo, aproximadamente 65%, a temperatura ficou
nafaixade23,0- 28,5°C (Fig. 1). O menor nivel de controle observado em Quixada em relagdo
a Santo Antdnio de Goias foi devido provavelmente a interagdo de varios fatores climaticos.
Por exemplo, altas temperaturas registradas no solo (proximas a 40°C), radiagdo solar mais
intensa no Nordeste do Brasil, e a baixa precipitagdo pluviométrica (3 mm) ndo favorecendo
a agdo do fungo.

Experimento 3. No teste conduzido em Caucaia, muitas larvas foram parasitadas por um
nematdide, espécie ndo identificada da familia Heterohabditidae (Tabela 3). Os insetos mortos
pelo nematéide, recuperados do solo, foram na maioria adultos que por terem o tegumento
quitinoso ndo se decompuseram facilmente. Entretanto as larvas sendo de tegumento mais
fragil, foram rapidamente eliminadas. Esse fato, provavelmente foi a causa da baixa
recuperagdo de insetos no solo, principalmente no tratamento testemunha. Os dados de
infecgdo por fungo nos tratamentos foram obtidos através de contagens de cadaveres
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Tabela 3. Percentagem de insetos vivos, ndo encontrados e % de mortalidade de insetos por
Metarhizium anisopliae(MA), nematoides(N) e parasitoides(P) apds introdugdo de
Chalcodermus bimaculatus em solo tratado comn M. anisopliae. Caucaia, Ceara, 1989.

Tratamento Dias apos Mortalidade (%) de insetos por Insetos (%)
tratamento
MA! N? P Vivos' Nio enc.
Parcela 1 0 258b 3,0 9,1 53 56,8
(1,5 kg/ha) 5 136a 159 23 129 553
10 1290 12,1 1.5 23 71,2
Parcela 2 0 46,2 a 0,8 45 23 46,2
(2,2 kg/ha) 5 121a 6,1 3.8 13,6 644
10 274 a 9,7 0,0 1,6 61,3
Testemunha 0 0,8¢c 21,2 7,6 5,3 65,1
5 0,0b 37,9 7,6 12,9 47,0
10 0,0c 21,8 6,1 5.3 68,2

! Insetos mortos infectados por M. anisopliae. Médias seguidas da mesma letra por data de
amostragem e entre tratamentos, no sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5%.
? Infecgdo devido a nematdide da familia Heterorhabditidae.

YLarvas naturalmente parasitadas por Urosigalphus chalcodermi (Hymenoptera: Braconidae).
* Adultos encontrados na gaiola.

colonizados pelo fungo. O fungo M. anisopliae induziu 46,2% de mortalidade das larvas de
manhoso introduzidas no dia 0 na parcela dois. Apos cinco dias, houve uma queda na atividade
do fungo com somente 12,1% de insetos mortos, entretanto no dia 10 a mortalidade aumentou
para27,4%. A taxa inicial de 46,2% ¢ semelhante aos niveis de controle alcangados nos testes
conduzidos no CNPAF em 1988. Entretanto no CNPAF a atividade de M. anisopliae
permaneceu estavel por seis dias apos a aplicagdo. As razdes para as flutuagdes na atividade
do fungo neste experimento s3o desconhecidas, mas provavelmente é resultado da interagéo
do fungo-nematodide e das altas temperaturas medidas no solo nesta regido (Fig. 1). Poucos
insetos infectados foram detectados na parcela um independente da alta dose de fungo
aplicada. Neste tratamento inicialmente ocorreu um declinio mais rapido do inoculo de M.
anisopliae em relagdo a parcela dois (Fig. 3). Este fato pode também ter influenciado na
atividade de M. anisopliae quantoao menor niimero de insetos infectados. O niimero de insetos
mortos pelo nematoide foi maior nas parcelas um e testemunha, onde a atividade do fungo foi
mais baixa ou nula, mostrando que Metarhizium interferiu na atividade do nematdide (Tabela
3). Seria interessante avaliar o efeito deste nematoide sobre larvas do manhoso pois observou-
se niveis consideraveis de insetos parasitados e ndo encontrados na parcela testemunha.

Os resultados da persisténcia do inéculo do fungo no solo (Fig. 3) sdo animadores uma vez
que 50-75% do indculo inicial permaneceu apos cinco dias e 15-20% apds 10 dias, mesmo
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Figura 3. Unidades formadoras de coldnias (UFC) x 103 de Metarhizium anisopliae por
grama de solo em campo de caupi. Parcela 1 =Extravon 0,03%+ 1,5 kg de conidios/ha; Parcela
2 = Extravon 0,03% + 2,2 kg de conidios/ha. Caucaia, Ceara, 1989.

embora tenha ocorrido chuvas pesadas durante este periodo. A temperatura do solo registrada
em Caucaia foi muito semelhante ade Quixada. Na maior parte do tempo (65%) a temperatura
ficou nafaixa de 23,0 - 28,5°C (Fig. 1). Embora as temperaturas fossem semelhantes, o maior
nivel de controle de manhoso observado em Caucaia provavelmente foi devido as chuvas
constantes (praticamente diarias) ocorridas nos meses de junho e julho que aparentemente
favoreceram a atuagdo do fungo. A temperatura do solo medida fora da gaiola foi levemente
superior a temperatura dentro da gaiola, ocasionada possivelmente pela cobertura da gaiola
com filo (Fig. 1). A temperatura do ar medida em Caucaia ficou a maior parte do tempo (60%)
na faixa dos 19,0 - 23,5°C, inferior as verificadas no solo, devido provavelmente aos ventos
constantes nesta regido litoranea (Fig. 1).

Independente do problema apresentado pelo nematoide, os resultados, juntamente com
aqueles obtidos em 1988, indicam que o fungo M. anisopliae e B. bassiana consistentemente
promoveram um controle de aproximadamente 30 - 50% de C. bimaculatus. A persisténcia
do fungo é suficiente para manter este nivel de controle através de uma unica aplicagdo, no
momento em que a maioria das larvas saem das vagens, em variedades com florescimento
uniforme de caupi. Além isso, aplicagdes repetidas e regulares de Beauveria e Metarhizium
no solo, num programa de manejo integrado de pragas, possivelmente resultaria em
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estabelecimento de niveis de indculo capazes de manter a populagdo da praga abaixo do nivel
de dano econdmico e assim permitir redugdo no nimero de aplicagdes do fungo (Quintela &
Roberts 1992). A atuagdo do parasitoide U. chalcodermi sobre larvas de manhoso na taxa de
aproximadamente 30% (Magalhdes & Quintela 1987) reforgam a importancia do controle
integrado.
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