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Metodologias de Inoculacao de
Beauve/fa hess/ana para AvaliaQao da
Viru16ncia em Adultos de Cosmopo#fes
so/z/imus(Coleoptera: Curculionidae)
Miguel Michereff Filhot
Marilene FaRcelli2
Pedro Manuel Oliveira Janeiro Neves3
Marian Silvana Tigano4
Rog6rio Biaggioni Lopess
Sharrine Oman Domingues de Oliveirac
IVlircio Wandr6 1\4. Olivei18v

Resumo

O fungo Beauve/£a 6assAna destaca-se homo um importante agente de
controle microbiano da broca da bananeira, Cosmopo#res sord7dus. A
avaliagao da viru16ncia de diferentes linhagens do pat6geno 6 uma das

etapas do desenvolvimento do micopesticida. Metodologias que permitam
a comparagao entre linhagens e a avaliagao precisa da atividade do
microrganismo s5o determinantes na face de selegao. Este trabalho teve
como objetivo testar metodologias de inoculagao para bioensaios visando a

selegao de isolados de B. bass&na, baseada na viru16ncia em adultos de C.

sara/dus. Foram testadas tr6s metodologias de inoculagao, utilizando-se o

isolado CG 1027 {= ESALQ PL63): 1 . Pulverizagao direta da suspens3o
aquosa de confdios sabre os insetos; 2. Imersgo de indivfduos em
suspens5o aquosa de conidios por diferentes perfodos e 3. Caminhamento
em superffcie contaminada. Ap6s a inoculagao, os insetos foram colocados
em recipientes p16sticos contendo pedagos de pseudocaule de bananeira e
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mantidos em incubadoras B.O.D. (25 'C, 80% de UR e fotofase de 1 2h),
durante 30 dias, com avaliag5o di6ria da mortalidade. Adultos inoculados

via caminhamento em superfrcie contaminada apresentaram maier taxa de

mortalidade confirmada(98-100%), seguida de insetos inoculados por
imersao(69-82%) e por pulverizagao(11-22%). Na imersao, as maiores
quantidades de confdios aderidos aos insetos e os maiores indices de

mortalidade ocorreram na maior concentragao e tempo de exposigao. A
pulverizagao direta mostrou-se ments apropriada para bioensaios com

adultos de C. sordldc/s, estando relacionada a baixa quantidade de confdios
aderidos ao corpo dosinsetos.

Termos para /'ndexafao: Fungo entomopatog6nico; bioensaio; inoculacao
selegao de isolados; broca-do-rizoma da bananeira



Beauve/la hess/ana Inoculation
Methods for Evaluating the Virulence
over b.du\\s o'E Cosmopolites sordidus
(Coleoptera: Curculionidae)
Miguel Michereff Filho
Marilene Fancelti
Pedro Manuel Oliveira Janeiro Neves
Marian Silvana Tigano
Rog6rio BiaggioniLopes
Sharrine Oman Dominguez de Oliveira
Marcia Wandr6 M. Oliveira

Abstract

The fungus Beat/ve/za bass&na is one of the most efficient agents of microbial
control of banana borer weevil, Cosmopo#fes so/dp'dus. Methodologies that
allow to compare different isolates and to evaluate accurately microrganism
activity are determinant for selection of isolates. This work was held with the
objective of testing inoculation methodologies for bioassays aiming the
selection of isolates of B. bass&na based on the virulence for adults of C.
sordldus. Three inoculation methodologies were evaluated, using the isolate

CG 1 027 ( = ESALQ PL63): 1 . Direct spraying of the aqueous suspension of
conidia on the insects; 2. Immersion of individuals in aqueous suspension of
conidia for different time expositions and 3. Walking on contaminated

surface. After the inoculation, the insects were placed in plastic pots
containing pieces of banana pseudostem and kept in B.O.D. chamber (25 'C.

80% RH and photophase of 1 2 h), for 30 days, and the mortality was
evaluated daily. The contaminated surface methodology showed the higher
rate of confirmed mortality(98-100%), followed by the immersion(69-82%)
and from the individuals spraying methodology (1 1 -22%}. In the immersion

method, the higher quantities of conidia attached to the insects and mortality
rates corresponded to the highest concentration and exposition time. The direct
spraying demonstrated to be inappropriate for bioassays with adults of C.

so/z#dus, due to the low quantity of conidia attached to the body of the insects.

/fedex fe/zzzs: Entomopathogenic fungus, bioassay; inoculation; selection of
isolates; banana weevil
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Introdugao

A broca-do-rizoma da bananeira, Cosmopo#fes sofa/dt/s (Germ.), 6

considerada a mats severa praia da bananeira, em raz5o dos prejufzos
causados is plantar e da sua ampla distribui9ao geogr6fica(ARLEU;
SILVEIRA NETO, 1 984; GOLD et al., 2001 ). Essa praga ocorre em todas

as regimes brasileiras e seus danes s5o causados pdas larvas que abrem
galerias no rizoma e base do pseudocaule. O ataque dessa praga. a16m de

reduzir o tamanho dos cachos comprometendo at6 50% da produgao,
provoca enfraquecimento das plantar, aumenta o tombamento das
bananeiras e favorece o ataque do fungo causador do mal-do-Panama
IMESQUITA, 2003; FANCELLI et al., 2004).

H6 maid de duas d6cadas, sistemas de autodisseminagao de fungos
entomopatog6nicos v6m sendo testados para o controle de C. sordfdt/s no

Brasil. Grande parte dos trabalhos sabre o controle bio16gico da broca-do-
rizoma da bananeira no pars menciona a aplicag5o do fungi B, bass&na na
forma coma foi produzido (substrate + fungo} em iscas confeccionadas com
material proveniente de pseudocaule ou rizoma de plantas colhidas, sendo
as mais comuns do tipo queijo e telha(FANCELLI et al., 2004). Em
condig6es de laborat6rio, v6rios isolados de B. bass&na mostraram-se
eficientes no controle da praga, contudo, no Brasil os resultados obtidos

em campo t6m sido bastante controversos(BATISTA FILHO et al.. 1991 :
FANCELLl; ALVES, 2001 ; FANCELLI et al., 2004).

Parte deste problema pode ser resultante da grande variabilidade gen6tica
natural de B. bass&na (Maurer et al., 1 997; Aquino de Muro et al., 2003.
2005; Rehner et al., 2006), aliada a falta de padronizagao das
metodologias utilizadas nos bioensaios para seleg5o de isolados virulentos a

C. sord7dus {Gold et al., 2001 ). Pequenas diferengas metodo16gicas podem
interferir na resposta a infecg5o e, consequentemente, levar a equrvocos
no processo de selegao, bem como dificultar a comparagao direta entre
resultados de diferentes estudos com o mesmo isolado(BURGES;

THOMPSON, 1971; CASADEVALL; PIROFSKI, 2001; SANTORO, 2007).
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No desenvolvimento e validagao de protocolos para selegao de
microrganismos entomopatog6nicos, v6rios componentes do bioensaio
devem ser arvo de estudos, dentre des: o modo de inoculagao do
entomopat6geno; o nOmero de insetos utilizados no bioensaio; a

variabilidade gen6tica e a viru16ncia do entomopat6geno; as concentraQ6es

de confdios; o tempo de exposig3o do inseto-alvo ao entomopat6geno; o
perrodo e o modo de avaliagao do bioensaio; e a mortalidade considerada

ltotal, confirmada e corrigida) (BUTT; GOETTEL, 2000; SANTORO, 2007).

Assim. este trabalho teve homo objetivo testar metodologias de inoculaQao
para bioensaio visando a selegao de isolados de B, 6ass&na baseada na
viru16ncia em adultos de C. sorc#dt/s.

Material e M6todos

O trabalho foi realizado no Laborat6rio de Micologia de Invertebrados, da
Embrapa Recursos Gen6ticos e Biotecnologia, Brasilia-DF. Adultos da broca
do-rizoma foram coletados mensalmente em areas de cultivo comercial da

Bahia e do Distrito Federal, quarentenados por 30 dias e posteriormente
transferidos para caixas p16sticas com vermiculita mantidas em salas
cllmatizadas(25 'C, 80% de UR e f fotof ase de 12 h), at6 serem utilizados
no experimento. Os insetos foram alimentados com pseudocaules de

bananeira do grupo Nanica(Figura 1). Ap6s a quarentena, n3o foram
observados insetos doentes nas populag6es mantidas em laborat6rio.

O estudo foi realizado com o isolado CG 1 027 ( = ESALQ PL63),
depositado na Colegao de Fungos de Invertebrados da Embrapa Recursos

Gen6ticos e Biotecnologia e previamente selecionado coma patoganico a

broca-do-rizoma. Confdios do fungo foram obtidos apes cultivo do material
criopreservado em meio BDA(batata-dextrose-agar) em condig6es
controladas (25 'C, 1 2h de fotof ase) durante 1 2 dias. Objetivando a
reativagao do isolado, adultos de C. sordfdus foram imersos durante cinco

segundos em suspens5o aquosa de confdios na concentragao de 1,0 x 10o
confdios mL-'. Em seguida os insetos foram transferidos para recipientes
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Figura 1. Co16nias de Cosmopo#res sordfdus. A - Recipientes de plastics com
adultos da broca-do-rizoma. em sala climatizada; B - Recipiente de criag5o,
contends vermiculita, papel filtro e pedagos de pseudocaule de bananeira: C -
Detalhe do recipiente de criagao. em vista lateral e D - Adultos da broca-do-rizoma
sabre pedagos de pseudocaule

p16sticos (145 ml) com tampa telada. contendo em seu interior pedagos

de pseudocaule dispostos sobre papel filtro e vermiculita. Estes recipientes
foram mantidos em c6mara climatizada (25 'C, > 80% de UR e fotofase
de 12 h) durante 35 dias.

Apes a conidiog6nese sabre o cadaver do hospedeiro(IO dias em c6mara
Omida), o isolado foicultivado em meio BDA por dais ciclos consecutivos
antes de ser submetido a produQao em graos de arroz e utilizado no estudo
IFigura 2).

Nos experimentos de avaliagao de m6todos de inoculagao, foram utilizados
confdios oriundos de produgao massal do isolado em sacolas de

polipropileno, contendo arroz parboilizado cozido(com 30% de 6gua v/p),
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&

Figura 2. Aspecto do isolado
CG 1 027 de Beauverfb

hass&na. A - Co16nia do
fungo entomopatog6nico em

plata com meir de cultura; B
e C - Produgao do fungi em
sacolas de polipropileno com

arroz parboilizado cozido.
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conforme metodologia adaptada de Leith et al.(2003). Os lotes de

fungo +substrato foram previamente secos {at6 8% de thor de 6gual em
dessecadores contends silica gel (20% p/p}, durante sete dias, sob

temperatura ambiente. Posteriormente a massa de fungo +substrato foi
submetida a extragao em conjunto de peneiras sob agitag5o em Shaker a
400 rpm. mediante tr6s baterias de agitagao a intervalos de 1 0 minutos. O
material obtido foiarmazenado em temperatura de 8'C. A viabilidade dos
confdios foi determinada antes de cada experimento mediante t6cnica
proposta por Magalhaes et al.(1997), garantindo-se desta forma o uso de

conidios com 92-98% de viabilidade. Foram utilizadas suspens6es aquosas
de confdios preparadas com 6gua est6rile Tween 80 a O,1% v/v, nas
concentrag6es de lxlO ' e lx109 confdios/ml. Foram avaliadas tr6s

metodologias de inoculagao dos insetos, descritas a seguir:

1 ) Pu/v'er2afao dhefa - foram testadas suspens6es aquosas de confdios
nas duas concentrag6es, aplicando-se sobre grupos de 10 insetos adultos
n5o sexados, Iml da suspensao, com o auxilio de um aer6grafo para
micropintura(press5o de 25 libras/pole), dentro de um recipients p16stico
(350 ml) (Flgura 3A).

2) /mersdo - consistiu no mergulho de insetos adultos n3o sexados em

suspensao aquosa de conrdios, para as duas concentrag6es de conidios e
para tr6s tempos de imersao(30, 90 e 120 segundos). A suspensao de
confdios f oi depositada em becker de vidro(100 ml), onde posteriormente
foram imersos os insetos, em grupo de 10 indivfduos por vez(Figura 3B).

3) Safe/#lb/e confamfnada - primeiramente efetuou-se a inoculaQ5o do
fundo em placas de Petri(superffcie de vidro, area de 63,6 cm:), com I O
ml de suspensao aquosa de confdios com maier concentrag5o, resultando
em dep6sito de 2xlOO confdios/cmz. Esta concentrag5o de in6culo foi
estabelecida a parter das recomendag6es de aplicagao desse fungo em
iscas vegetais para controle da broca-do-rizoma (PRANDO, 2004;

BATISTA FILHO et al., 1995a, 1995b; ALVES et al., 2008). Ap6s a
inoculag5o, transferiram-se as placas de Petri para uma c6mara de fluxo
laminar. mantida a temperatura ambiente, por duas horan, para secagem
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da superfrcie interna e formagao de resfduo s61ido(massa conidial). Em

seguida foram liberados cinco insetos, n3o sexados, por placa de Petri. os
quads permaneceram neste recipiente por um periodo de 72 horas, sem
alimentag5o (Figura 3C).

As testemunhas dos tr6s m6todos de inoculagao foram tratadas apenas
com 6gua destilada est6ril, adicionada de Tween 80 a 0,01% v/v. Apes a
inoculagao, para todos os m6todos de inoculagao, os insetos foram

transferidos em grupos de 10 indivfduos para recipientes p16sticos limpos
(145 ml), contends pedagos de pseudocaule de bananeira e tampa telada.

Estes recipientes, por sua vez, foram acondicionados dentro de recipientes
p16sticos maiores (I L) (Figura 4) e mantidos em condi96es controladas
125 'C, > 80% de UR e fotofase de 1 2 h) durante 30 dias. A troca de
alimento(pedagos de pseudocaule), de papel filtro e de vermiculita foi
realizada a cada tr6s dias. Diariamente foi avaliada a mortalidade dos

insetos, sendo a mortalidade pelo fungo confirmada em c6mara Omida
apes 10 dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro a seis repetig6es por tratamento.

Para cada t6cnica de inoculagao tamb6m determinou-se a quantidade de
conidios aderidos ao corpo dos insetos, conforme metodologia descrita por
Neves e Hirose(2005). Ap6s dubs horas da inoculagao, parte dos insetos

de cada tratamento(tamanho homog6neo) foi transferida, em grupos de
cinco indivfduos, para nove tubos de acrilico(repetig6es), sends os conrdios
suspendidos em 7.5 ml de 6gua destilada est6ril + Tween 80 a I %v/v.

Na sequ6ncia, os tubos foram submetidos a agitagao em vortex por um
minuto e, em seguida. a banho de ultrassom durante 30 minutos.
Posteriormente, foram coletadas alfquotas de Iml da suspensao e o
nOmero de confdios foi determinado com o auxflio de uma cimara de

Neubauer (hemacit6metro), apes diluigao seriada. Realizou-se uma leitura
por tubo e os dados foram expresses em nOmero de confdios por inseto.

Os dados coletados para todos os experimentos foram transformados em
[og(x+ ]) ou]raiz(x+ ]]] e submetidos a an61ise de variancia(Anova),
enquanto as medias foram comparadas pele teste de Tukey(5%).
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Figura 3. T6cnicas de
inoculagao do fungo
Beauveria bassiana. A..
Inoculagao por pulverizagao
direta sobre os insetos; B
Inoculagao por imersio de
insetos e C - Inoculagio por
deslocamento (co ntato) em
superficie contamfnada.
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Figura 4. Acondicionamento
dos insetos ap6s a
inoculagao do fungo
entomopatog6nico. A
Insetos rec6m-inoculados em
recipientes p16sticos limpos,
contendo pedagos de
pseudocaule, papel filtro e
vermiculita; B - Caixa
p16stica onde foram
acondiconados os recipientes
do mesmo tratamento e C

Insetos morton apresentando
conidiog6nese de Beauverfa
bass/ana ap6s 1 0 dias em
cimara Omida.
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Resultados e Discussio

Houve efeito significativo {P<0,05} da t6cnica de inoculaQao dos insetos
sobre a mortalidade ocasionada peta isolado CG 1 027 (Tabela 1 ). A
t6cnica de superfrcie contaminada proporcionou as maiores taxas de
mortalidade confirmada 198-1 00%), sendo seguida pda t6cnica de imers3o
(69-82%), as quads diferiram estatisticamente entre sie da t6cnica de
pulverizagao dos individuos(11-22%). Nio foram observados insetos
mortis peso entomopat6geno nas testemunhas.

Considerando-se que a germinagao do confdio e consequente produg5o de

enzimas para degradar a cuticula iniciam-se apes sua ades3o ao hospedeiro, a
diferenga na mortalidade entre os m6todos de inoculaGao avaliados neste

trabalho pods ser atribufda a diferengas na quantidade de conidios que

efetivamente entraram em contato e ficaram aderidos ao corps do inseto
IBOUCIAS et al., 1988; FERNANDES et al., 2001; SANTORO et al., 2007).

A quantidade de confdios aderidos aos insetos submetidos ao deslocamento

em superfrcie contaminada (resrduo seco de unidades infectivas do fungo)

geralmente 6 inferior ao verificado nas t6cnicas de imers3o e de pulverizagao

direta dos insetos (FERNANDES et al., 2001 ; SANTORO et al.. 2007). asta
ocorre porque os confdios ficam restritos a algumas regimes do corps, coma

pernas e parte ventral, e ainda s5o removidos da cuticula ao bongo do tempo
pele atrito do corps do inseto com outras superffcies durante o deslocamento

INEVES; ALVES, 2000; FERNANDES et al., 2001 }. Contudo, neste trabalho, a

maier mortalidade observada na t6cnica da superffcie contaminada foi
relacionada a maior concentragao de confdios utilizada (I xl O'o conidios/placa)
e ao tempo de exposigao (72 horas), os quads teriam compensado a perda de
in6culo pda movimentagao do inseto sobre o substrato, resultando em media
a 4,0 x I O7 confdios/inseto.

Na pulverizagao direta da suspensao a lx10o confdios/ml, constatou-se
baixa ades5o de confdios ao corpo (1 ,6 x I O6a 2,0 x 1 0oconrdios/inseto)
o que explicaria a sua menor taxa de mortalidade em relagao ds demais
t6cnicas de inoculag3o(Tabela 2). Com este resultado, tamb6m verificou



18 Metodologias de Inoculagao de Beat/verna bass/ana para avaliagao

D I x10e8 conrdios/ml

3,5 s lxl 0e9 conidios/ml

lu
Q0
K

£
a)n
C

0
'u

£
00

3.0

2,5

2,0

1.5

1,0

0.5

]

0,0
30 90

Tempo de imersio (s)
120

120
D I xl C)e8 conidios/ml

8
H

'uN

E
C0
0
0

'u

'u

C
0
E

lx10e9 conidios/ml

90

60

30

0
30 90

Tempo de imersio (s)
120

Figura 5. Ntlmero de confdios de Beauver& bass/ana aderidos ao corpo e
mortalidade confirmada (%l de Cosmopo//fes sordfdt/s, em fungal da concentragao
da suspensao de confdios jisolado CG 1027} e do tempo de imersio dos indivfduos.
Colunas seguidas peta mesma petra nio diferem significativamente entre si, peta
teste de Tukey (P> 0,05). As barras representam o erro padrao da media {EPM). Os
dados foram transformados, respectivamente. em log (x+l) e V(x+ 1). para as
anilises estatfsticas. A quantidade de confdios aderidos foi estimada a parter da
contagem. em cimara de Neubauer. de nove amostras de 10 insetos, por
concentragao de confdios.
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foram observadas na concentragao de 1,0 x 10o conrdlos/ml e nos tempos

de imers5o de 90 e 120 segundos IFigura 51, os quads n5o diferiram
estatisticamente entre si.

Gold et al.(20011apresentaram uma lista de estudos no mundo que
fizeram seleg3o de isolados de Beaux'er/b spp. para controle de C. sordfdus
Dos resultados compilados na revis3o utilizando-se a imers5o dos insetos

adultos em suspensao de conidios, mortalidades entre 1 5% e 1 00% foram
observadas para suspens6es nas concentrag6es entre I x I O7 e I x 1 09

conrdios/mL; isolados com melhor desempenho promoveram at6 50% de
mortalidade da broca-do-rizoma em concentrag6es entre 1 ,1 x I O ' e 4.6 x
IO7 confdios/ml. Neste trabalho, pda imersio dos insetos durante 90

segundos em suspens5o aquosa do isolado CG1027 nas concentrag6es de
1,0 x 10o e 1,0 x10o confdios/ml, foram obtidas mortalidades de 56,6% e
82,9%, respectivamente. Considerando-se que o tempo de imers5o
influenciou a taxa de mortalidade palo entomopat6geno, e existindo a
necessidade de se determinar previamente o perrodo em que os insetos
devam ficar imersos, a utilizagao do tempo de 90 segundos mostrou-se
satisfat6ria, a fim de n5o superestimar o potential do entomopat6geno, ja

que existe tend6ncia de diminuigao da CLs. a medida que se aumenta o
tempo de imers3o IBUTT; GOETTEL, 2000; SANTORO et al., 2007).

Os resultados deste trabalho confirmaram que o modo de inoculag5o,
assim homo a concentragao e o tempo de contato com o in6culo do
entomopat6geno, influencia diretamente nos resultados gerados em
bioensaios. As t6cnicas de imers5o dos adultos na suspensao de confdios e

o deslocamento de insetos em superffcie contaminada mostraram-se
apropriadas para os bioensaios com C. so/(#dus. A imersio destaca-se pda

praticidade e rapidez, compativeis com a retina de testes envolvendo
grande nOmero de insetos e isolados, enquanto que o uso de superficie
contaminada simula uma das principais formal de contaminagao da broca-

de-rizoma da bananeira no campo, Assim, pode-se utilizar a t6cnica de
imers5o em etapas de pr6-selegao para descarte de materiais pouco
virulentos. J6 a t6cnica de superficie contaminada seria empregada na
Optima etapa da selegao para uma avaliagao mais apurada (discriminat6ria}



20 Metodologias de Inocula96o de Beaux'e/za bass/ana para avaliagao

e com isolados altamente virulentos sobre C. sord7dus, permitindo melhor

previsao do que poderia ocorrer em condig6es de campo

Conclusio

A imers5o dos insetos em suspensao de confdios durante 90 segundos e o
deslocamento dos insetos em superffcie contaminada durante 72 horas

foram as metodologias mais apropriadas para bioensaios visando a selegao
de isolados de B. bass/ana baseada na viru16ncia em adultos de C. sorc#dt/s
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