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ABSTRACT

Pathogenic effect of Beauverig bassiana (Bals.) Vuill., isolated
I-149Bb on adults of Anthonomus grandis
(Coleoptera, Curculionidae)

The isolated I-149Bb of Beauveria bassiana was higly patho-
genic for the boll weevel, Anthonomus grandis BOHEMAN, 1843 through
bioassays in laboratory. Adults were innoculated by immersion
in concentrations ranging from 3,72 x 1010 to 3,72 x 109 coni-
dia/ml. Mortaly ranged from 100% to 67,5%, up to 37 days after
innoculation. Median lethal time (L Tgp) varied according to the
concentrations, ranging from 5,92 to 14,5 days for concentra-
tions 3,72 x 1010 and 3,72 x 109, respectivelly. The median le-
thal concentrations (L C50) were 2,59 x 1010 and 1,30 x 107 co-
nidia/ml, 7 days after innoculation, respectivelly. Conidia pro
duction on dead A. grandis cadavers varied according to the i-
nnoculated concentration. Highest and lowest conidia production
were obtained at the concentrations of 3,72 x 100 and 3,72x105,
respectivelly.

RESUMO

0 isolado I-149Bb de Beauveria bassiana, mostrou-se atraves
de biocensaios em laboratorio ser altamente patogénico ao Antho-
nomus grandis Boheman, 1843. Adultos foram inoculados atraves de
imersdo em concentracdes que variaram de 3,72 x 1010 5z 3,72x106
conidios/ml do patbgeno e as mortalidades observadas situaram
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-se entre 100,0 a 67,5%. A mortalidade provocada pelo patdgeno
foi observada até os 37 dias apds a inoculacgao. Os tempos le-
tais, variaram em relagao as concentragoes inoculadas, sendo
detectados os limites de 5,92 a 14,5 dias, para as concenta-
cdes 3,72 x 1010 ¢ 3,72 x 106, respectivamente. As concentra-
coes letais, apresentaram valores de 2,59 x 1010 e 1,30 x 107
conidios/ml aos 7 e 14 dias apbs a inoculacgdo, respectivamen-
te. As produ¢tes de conidios sobre cadaveres de A. grondis varia-
ram de acordo com as concentracgoes inoculadas, obtendo-se a
maior e menor produgdo para as concentracoes 3,72 x 1010 e 3,72x107,
respectivamente.

INTRODUGAQ

Estudos com entomopatdgenos vém sendo intensificados wvi-
sando o controle de pragas, destacando-se, o fungo Beauveria bas-
siana (Bals.) Vuill., o qual provoca enfermidades em mais de
uma centena de espécies de insetos (STEINHAUS, 1969; ALESHINA,
1978) .

Com a detectacao de Anthonomus grandis Boheman, 1843, bicu-
do do algodoeiro no Brasil em 1983, pesquisas vém sendo reali-
zadas objetivando o controle da praga com B. bassiana.

McLAUGLIN (1966) verificou em laboratdrio, que B. bassiana
foi pagénico para A. grandis nos estagios de larva, pupa e a-
dulto e os niveis de mortalidade observados foram de 100,0 e
69,0% para adultos e de 26,0% para larvas, 5 dias apos a inocu
lacao.

Utilizando uma cepa de B. bassiano proveniente de Campinas
-5P, CAMARGO el al. (1984) inocularam adultos do bicudos atra-
vés das vias seca e umida, observando mortalidades que variaram
de 53,1 a 71,8%, para um periodo de 55 dias ap0s a inoculacgao.

COUTINHO & CAVALCANTI (1988) utilizaram armadilhas de fe-
romonio (Hardee) contendo na camara de captura cultura de B.
bassiana para contaminar bicudos a nivel de campo. Os resulta-
dos revelaram uma mortalidade de 87,3% para um periodo de 15
dias apos a contaminacao. Em laboratorio, a mortalidade foi de
100,00% para um periodo que variou de 4 a 11 dias apds a inoculacao.

GUTIERREZ (1986) inoculou o isolado 292 de RB. bassiana em
concentracbes que variaram de 1010 a 104 conidios/ml em adultos
do bicudo, obtendo mortalidades que variaram de 2,0 a 96,6% pa
ra um periodo de 16 a 18 dias apb6s a inoculacao.

Face ao grande potencial gue apresenta o fungo B. bassiana
para o controle de pragas, desenvolveu-se esta pesquisa visan-
do-se determinar através de bioensasios, parametros  bioldgi-
cos do isolado I-149Bb do patdgeno, em relagao a adultos de A.
grandis.
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MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram desenvolvidos no laboratério de Con-
trole Bioldgico da Empresa IPA, sob condigdes de temperatura
média de 27,2°C com limites de 29,9 e 24,29C, umidade relativa
de 77% com limites de 80 e 71% e fotoperiodo de 12 horas.

O isolado I-149Bb de B. bassiona foi selecionado através
de bicensaios e cultivado em uma garrafa de Roux contendo ar-
roz autoclavado. Apds um periode de incubacgdo de 10 dias & tem
peratura de 25°C, em regime de luz constante procedeu-se o pre
paro das suspensdes de conidios. A garrafa de Roux recebeu 200ml
de agua esterilizada mais espalhante adesivo na concentragao
de 0,01%, e apbs agitagdo automatica, durante 5 minutos a sus-
pensdo foi filtrada e quantificada com auxilio de uma cimara de
Neubauer. Os adultos de A. grondis foram coletados manualmente
em campo e, em seguida, conduzidos para laboratério onde per-
maneceram em gaiolas teladas e alimentados com botdes florais
de algoddo. As gaiolas utilizadas no experimento eram de acri-
lico transparente, de formato conico, com as seguintes dimen-
sOes: abase inferior com um didmetro de 75mm, a base superior
com 50mm de didmetro e contendo nesta, uma segdo telada de 25mm
de diametro a fim de permitir as trocas gasosas. Tanto os inse
tos como os botdes florais sofreram um processo rapido de de-
sinfecgdo com hipocloreto de sddio & 1,25% e em sequida, passa-
ram por 3 lavagens em agua esterilizada.

Para a determinagdo da concentragdo de conidios mais e-
fetiva em relacdo a praga, utilizou-se o delineamento intei~
ramente casualizado com 6 tratamentos e 4 repetigdes. Os tra-
tamentos constaram das seguintes concentrag¢des: 3,72 x 1010,
3;72 x 109, 3,72 = 109, 3,72 x 167 ¢ 3,73 x 106 conidice/ml e
mais a testemunha, onde se utilizou apenas dgua esterilizada.
A parcela constou de uma gaiola de acrilico, contendo 10 inse-
tos adultos ndo sexados e 5 botdes florais. A inoculagio foi
realizada através de uma rdpida imersdo dos isentos nas con-
centracdes flingicas estudadas. Os botdes florais foram troca-
dos a cada 48 horas.

As observagbes de mortalidade foram realizadas diariamen-
te e os insetos mortos, eram desinfectados e colocados em uma
camara umida para constatagdc do parasitismo.

As andlises estatisticas foram realizadas aos 14 e 120
dias, apds a morte de todos os insetos inoculados. Para deter-
minagdo dos tempos letais (TLgp) e concentragbes letais (CLsg),
utilizaram-se as observagdes de mortalidades do experimento an-
terior, sendo que, para as CLg as analises foram realizadas
nos periodos de 7 e 14 dias apos a inoculagio, utilizando-se
um programa de probite segundo DAUN (1970).

Para a determinacdo da produgcdo de conidios sobre cadave-
res dos insetos, foram utilizados os insetos parasitados pelo
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patogeno dentro das concentracdes estudadas, 7 dias apds sua
morte. Os conidios foram retirados através da introducdo de 5
insetos em tubos de ensaio contendo 5ml de agua destilada mais
espalhante adesivo, na concentragaoc anterior. Apds intensa a-
gitacdo automatica, durante 10 minutos, foram guantificados os
conidios através de uma camara de Neubauer. A concentracdo ob-
tida, multiplicada pelo volume de agua e dividido pelo nimero
de insetos por repeticdo, forneceu o nimero de conidios por es
pécime. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
com 5 tratamentos (3,72 x 1010 a 3,72 x 106 conidios/ml) e 4
repetigoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As mortalidades obtidas foram crescentes em func¢do do au
mento das concentragbes de conidios aos 14 dias apbs a inocu-
lagao (Quadro 1). Pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de proba-
bilidade, a concentragdo de 3,72 x 108 atingiu uma posicaec in-
termediaria, nao diferindo das maiores e menores concentracgdes
(Quadro 1).

Aos 120 dias, os percentuais de mortalidade apresentaram
a seguinte ordem decrescentes; 3,72 x 1010 (100,0%) 3,72 x 108
(92,5) 3,72 x 109 (82,5%) 3,72 x 108 (70,0%) 3,72 x 107 (67,5%)
atingidos aos 17,36, 18, 29 e 37 dias, respectivamente, apés a
inoculagao. Pelo mesmo teste, a concentracioc 3,72 x 1010 atin-
giu o percentual maximo de mortalidade diferindo apenas da con-
centracdo 3,72x107. As demais concentracdes 3,72x102 a 3,72x107, ndo
diferiram entre si (Quadro 2). As percentagens finais de morta
lidade estdo representadas graficamente na Figura 1.

Todas as concentracoes do isolado I-149Bb provocaram maio-
res percentuais de mortalidade do bicudo em relacdo as obti-
das por GUTIERREZ (1986), para o isolado 292 doc patdgeno, nas
mesmas concentra¢oes estudadas.

Os resultados obtidos para os tempos letais (TLgg estdoc a-
presentados no Quadro 3, com os limites de confianca ao nivel
de 5% de probabilidade. Com o aumento da concentragao de coni-
dios inoculados, observou-se uma gedugéo dos TLsg. A menor con-
centracac de conidios, 3,72 x 10°, foi a que apresentou o maior
TLgy de 14,5 dias e a maior, 3,72 x 1010, o menor TLsp de 5,92
dias. As concentragdes intermedidrias 3,72 x 109, 3,72 x 108 e
2372 .x..107 apresentaram, respectivamente, os TLgg de 8,94, 10,47
e 13,80 dias. Os TLgy, observados neste trabalho s3o inferio-
res aos obtidos por ALVES et a/. (1986) e GUITERREZ (1986) pa-
ra bicudos com 8 dias ap6s iniciada a oviposigao. GUTIERREZ
(1986) relata TLgy inferiores para as concentracgdes de 1010,109
e 108, quando inoculou bicudos com 2 a 3 dias de idade e para
insetos coletados em campo e para as concentragoes 10 e 106 os
os TLgp foram superiores aos obtidos neste trabalho, excetuan-
dos-e, para os insetos coletados do campo, para a concentracao
107 conidios/ml.
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Estas diferencas entre os TLgp dos trabalhos citados, pos-
sivelmente sejam devido a viruléncia do isclado de B. bassiana,
quantidade de conidios inoculada, aliados as condigdes de tem
peratura, umidade e fotoperiodo em que os trabalhos foram rea-
lizados.

No Quadro 4 sao apresentados os valores das concentracoes
letais CLgg para 7 e 14 dias,com os respectivos limites de con
fianga ao nivel de 5% de probabilidade. As CLgy observadas aos
7 e 14 dias foram de 2,59 x 1010 e 1,30 x 107 conidios/ml, res-
pectivamente. ALVES et al. (1986) observaram para 12 e 14 dias
as DLsg de 1,90 x 101 e 5,00 x 1010 conidios/ml, respectivamen-
te. Neste trabalho, observou-se uma CLgy para 14 dias de 1,30 x107
conidios/ml, com potenciais menores em aproximadamente 104 e
103 conidios/ml, em relagdo ao trabalho de ALVES ef al. (1986).
GUITERREZ (1986), observou DLsy de 9,4 x 106, 9,4 x 107 e 2,29 x107
conidios/ml, para bicudos com 2 e 3 dias de idade, 8 dias apds
iniciada a oviposicdo e coletados em campo, respectivamente.

De acordo com o Quadro 5, observa-se uma correlacao entre
a concentracao e a producao de conidios sobre cadaveres do bi-
cudo.

Os numeros mdximos e minimos de conidios produzidos sobre
cadaveres de bicudos variaram de 2,26 x 107 a 6,59 x 10 coni-
dios, para as concentracgdes de 3,72 x 1010 e 3,72 x 107, res-
pectivamente. A concentracdo 3,72 x 1010 diferiu pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, das concentracdes 3,72 x 106 e
3,72 % 107, entretanto, ndo diferiu das concentracgdes 3,72 x 102
e 3,72 x 108,

CONCLUSOES

- A concentracaoc de 3,72 x 1010 conidios/ml de B. bassiana,
foi a que provocou maior mortalidade de A. grandis embora nao
tenha difgrido estatisticamente das concentracdes 3,72 x 109 e
.72 x 10,

= O0s TLgy variaram em funcaoc das concentracdes de conidios
inoculados, sendo detectados os limites de 5,92 e 14,50 dias
para as concentracoes de 3,72 x 1010 e 3,72 x 106 respectivamen
te.

- As CLsg obtidas apresentaram os valores de 2,59 x 1010

e 1,30 x 107 conidios/ml aos 7 e 14 dias apés a inoculacao,
respectivamente.

- Houve uma maior producdoc de conidios sobre os cadaveres
de A. grandis, com o aumento da concentracao.
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QUADRO 1 - Percentagens de mortalidade de adultos de Anthonomus grandis
em relacao a concentracoes de conidios do_isoaldo I-149Bb de
Beauveria bassiana, 14 dias apos inoculagao. Dados  transforma-
dos em vx + 1.

CONCENTRAGAO CORTALLDADES
(Rt PERCENTAGENS TRAN:fg;ﬁﬁgAS
3,72 x 100 97,5 3,28a

3,72 5 10° 80,0 2,99ab
3,72 x 10° 70,0 2,8lab
3,72 % 107 52,5 2,48 b
3,72 = 10° 47,5 2,37 b
Testemunha 10.02 1,38 ¢

oV = 12,35%

D.M.S. = 0,70

lMaaiae seguidas da mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tu-
key ao nivel de 5% de probabilidade.

ZMortalidade natural.

QUADRO 2 - Percentagens finais de mortalidade de adultos de Anthonomus
grandis em relacao a concentragoes de conidios do isolado I-
149Bb de Beauveria bassiana, 120 dias apos a inoculacao. Dados
transformados em vx + 1.

MORTALIDADE FINAL DO EXPERIMENTO

congEyTaacAO Tl ”
(Conidios/ml) PERCENTAGENS RARTORMABAS DIA
3,72 %100 100,0 3,3la 17
3,72 x 10° 92,5 3,20ab 36
3,72 x 10° 82,5 3,03ab 18
3,72 x 10° 70,0 2,83ab 29
3,72 % 10 67,5 2,77 b 37
Testemunha. 100,07 - 120
C.V. = 7,34% D.M.S. = 0,48

1 Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey
ao nivel de 57 de probabilidade.

2 pias apos a inoculagao nos quais foi atingida a mortalidade.

3 Mortalidade natural.
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QUADRO 3 - Tempos letais (TLsp), para adultos de Anthonomus grandis em rela
cao a concentracoes de conidios do isolado I-149Bb de Beauveria

bassiana.
CONCENTRAGAOQ TLgg LIMITES DE CONFIANGA
(Confdios/ml) (dias) (dias)!
3,72 x 1010 5,92 5,51 - 6,31
3,72 x 109 8,94 8,32 - 9,54
3,72 x 108 10,47 9,81 = 11,16
3,72 x 107 13,80 12,80 % 15,01
3,72 x 10° 14,50 13,49 - 15,78
Testemunha 36,20 275,19 - 67,06

. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO 4 - Concentracoes letais (Clgg) do isolado 1-149Bb de Beouveria Bas-
siana, em relacao a adultos de Anthonomus grandis.

@ LINITES DE CONFIANGA
DIAS 30 ]
(Conidios/ml) (Conidios/ml)
7 2,59 x 10'° 3,96 x 10% - 6,24 = 107
14 1,30 x 107 4,72 x 107 = 1,88 = 10®

| gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO 5 - Producao de conidios de isolado I-149Bb sobre cadaveres de adul
tos de Anthonomus grandis em relacao a concentracoes de Begu-
veria bassiana. Dados transformades em vX.

CONCENTRAGOES MEDIAS ORIGINALS MEDIAS
(Conidios/ml) (n x 109) TRANSFORMADAS
3,72 x 1010 2,25a 4,61
3,72 x 10° 15,70ab 3,93
3,72 x 1a° 12,56abe 3,50
3,72 x 10° 10,02 be 3,09
3,72 % 10° 7,70 ¢ 2,77

C.V. = 15,36%
D.M.§5. = 1,07
1

Medias seguidas da mesma letra, nao diferem entre si, pelo teste de Tu-
key, ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 1 - Percentagens finais de mortalidade de A. grandis

em relacao a cinco concentragoes

1-149Bb de B. bassiana.
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