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Eficiência de fungos entomopatogênicos para o 
controle de Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) 

em condições de laboratório

Resumo

O objetivo da pesquisa foi avaliar, em condições de laboratório, a eficiência de isolados dos fungos 
entomopatogênicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea no controle 
populacional de Sitophilus oryzae. Foram realizados bioensaios com os isolados de B. bassiana, 
IBCB 01, IBCB 17 e IBCB 18, e I. fumosorosea, ARSEF 7050, os produtos comercias a base de B. 
bassiana (Boveril®, PM) e M. anisopliae (Metarril®, PM) e os isolados de B. bassiana e M. anisopliae 
cultivados em arroz, produzidos em usinas de cana-de-açúcar. Adultos não separados por sexo 
de S. oryzae foram imersos em solução de conídios na concentração de 1,0 x 108 conídios viáveis 
/ mL e acondicionados em placas de Petri contendo grãos de milho. Para cada isolado foram 
realizadas quatro repetições, com quinze insetos cada, e a mortalidade avaliada diariamente, por 
um período de 15 dias. Com exceção do isolado de M. anisopliae obtido de usina de cana-de-
açúcar, os demais entomopatógenos analisados foram patogênicos à S. oryzae, porém, causaram 
baixa mortalidade, que variou entre 5 a 25%, sendo pouco promissores para adoção como medida 
de controle desse inseto em grãos de milho armazenados.
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Efficiency of entomopathogenic fungi to the control of Sitophilus oryzae L. 
(Coleoptera: Curculionidae) under laboratory condictions

Abstract

The objective of this research was to evaluate, under laboratory conditions, the efficiency of strains 
of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Isaria fumosorosea 
to control Sitophilus oryzae. We performed bioassays with B. bassiana strains, IBCB 01, IBCB 17 e IBCB 
18, and Isaria fumosorosea strain, ARSEF 7050, the commercial products of B. bassiana (Boveril®, 
PM) and M. anisopliae (Metarril®, PM) and strains of B. bassiana and M. anisopliae grown in rice, 
cultivated by sugarcane mill. Unsexed adults of S. oryzae were immersed in a solution with 1.0 x 108 
viable conidia / mL and placed in Petri dishes containing corn grains. For each strain we performed 
four replicates with fifteen insects each and the mortality was evaluated daily, for 15 days. Except 
for M. anisopliae strain obtained from sugarcane mill, the others entomopathogens tested were 
pathogenic to S. oryzae, however, caused low mortality, which range between 5 to 25%, with low 
possibility to be adopted as a control method for this insect in stored corn grains.
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Introdução
O Brasil é considerado o terceiro maior 

produtor mundial de milho (Zea mays L.), com a 
soma da produção de grãos das safras 2011/2012 
totalizando 69,48 milhões de toneladas e uma 
área de plantio estimada em 7,23 milhões de 
hectares para a safra de 2012, tendo como 
principal destino as indústrias de rações para 
animais, correspondendo entre 70 a 80% do total 
de grãos produzidos (Garcia et al., 2006; Mapa, 
2012).

O armazenamento deste produto requer 
muita atenção, pois os grãos podem sofrer 
diversas influências negativas de determinados 
fatores, como temperatura, umidade, 
disponibilidade de oxigênio, micro-organismos, 
roedores, pássaros e insetos-praga (Embrapa, 
2009). A redução quantitativa e qualitativa 
dos grãos armazenados de milho, propiciadas 
pelo ataque de insetos considerados pragas 
agrícolas, pode apresentar valores entre 10 a 
20% do total produzido pelo Brasil (Beskow & 
Deckers, 2002). Dentre os insetos-praga mais 
importantes de grãos armazenados, destacam-
se as espécies Sitophilus oryzae L. e S. zeamais 
Mots. (Coleoptera: Curculionidae) (Rosseto, 
1966; Lorini, 1999).

Estas espécies apresentam infestação 
cruzada, a qual é responsável por deteriorar os 
grãos de milho tanto em áreas de campo como 
em armazenamento, além de apresentarem 
polifagia e elevado potencial biótico, fatores 
que dificultam o controle populacional destas 
pragas (Lorini, 2002). Entre os prejuízos causados, 
destacam-se a redução no peso e valor nutritivo 
do grão, diminuição da viabilidade da semente, 
aquecimento e deterioração, poluição da 
massa de grãos e disseminação de fungos na 
massa de grãos (Athié et al., 1998; Lorini, 1999), o 
que torna o produto impróprio para o consumo 
humano e alimentação animal (Caneppele et 
al., 2003).

Para o controle destas espécies, muitos 
inseticidas são utilizados, principalmente o grupo 
químico dos piretróides e organofosforados, 
além dos fumigantes, representados pela 
elevada periculosidade e com período de 
carência específico (Lorini, 1998; Sgarbiero et al., 
2003). O uso inadequado desses produtos pode 

ocasionar falhas durante o processo de controle 
de pragas, que culmina na elevação dos custos, 
maior presença de resíduos químicos nos grãos 
e o rápido desenvolvimento de resistência 
por parte das espécies que estão expostas 
continuamente a estas aplicações fitossanitárias 
(Ribeiro et al., 2003; Daglish, 2004).

Para minimizar esta problemática, o 
método de controle biológico com micro-
organismos entomopatogênicos constitui-
se como uma tática viável e vantajosa, 
especialmente quanto à redução do impacto 
ambiental e contaminação do produto 
com resíduos, maior segurança para sua 
manipulação, menor custo de aplicação e 
especificidade e também por não selecionar 
populações resistentes de pragas e não 
ocasionar problemas qualitativos e quantitativos 
aos grãos armazenados (Franceschini, 2001), 
representados principalmente pelos grupos de 
fungos, bactérias, vírus, protozoários, nematóides, 
rickétsias e micoplasma (Alves, 1998).

Dentre os entomopatógenos, os fungos 
são os organismos que apresentam maior 
potencial no controle de Sitophilus spp., pois seu 
modo de ação é baseado, principalmente, no 
contato do inseto com as estruturas reprodutivas 
destes micro-organismos (Alves & Lecuona, 1998), 
além de apresentarem elevada capacidade de 
dispersão horizontal (Castrillo et al., 2005).

Os fungos entomopatogênicos 
considerados de maior potencial para o controle 
de pragas de grãos armazenados são Beauveria 
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae 
(Metsch.) Sorok. (Athanassiou & Steenberg, 
2007; Rondelli et al., 2012), cuja variabilidade 
genética pode interferir na virulência de isolados 
destas espécies, além da linhagem, idade, 
distribuição espacial, densidade populacional 
da praga alvo e condições ambientais, também 
responsáveis por tornar uma linhagem mais ou 
menos virulenta quando em comparação com 
outra linhagem de determinada espécie (Alves, 
1998). Porém, pesquisas com outros fungos 
entomopatogênicos devem ser realizadas com 
o propósito de selecionar micro-organismos 
patogênicos a pragas de grãos armazenados 
com elevada virulência a determinada espécie-
praga.
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Em vista disso, o objetivo da pesquisa foi 
avaliar, em condições de laboratório, a eficiência 
de isolados de B. bassiana, M. anisopliae e Isaria 
fumosorosea (Wise) no controle populacional de 
S. oryzae.

Material e Métodos

Manutenção da criação de Sitophilus oryzae
Os insetos utilizados nos experimentos 

foram provenientes da criação massal 
do Laboratório de Biologia e Criação de 
Insetos (LBCI), Departamento Fitossanidade, 
Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 
(FCAV/UNESP), mantidos em recipientes 
plásticos cilíndricos, com diâmetro de 15 cm e 
capacidade de 5 L, cobertos por um fino tecido 
“voil” adaptado na parte superior da estrutura, 
com o propósito de permitir as trocas gasosas 
entre os meios. Cada recipiente continha 1.000 
g de grãos secos de milho (Z. mays) e infestados 
com aproximadamente 200 adultos de S. oryzae. 
Após 15 dias de infestação, os grãos foram 
peneirados, e os insetos separados da massa de 
grãos, sendo os mesmos transferidos para novos 
recipientes contendo o referido substrato. A 
criação foi mantida à temperatura de 28 ± 1 ºC 
e umidade relativa de 65 ± 5%.

Manipulação dos fungos entomopatogênicos
Os isolados de B. bassiana utilizados no 

experimento foram IBCB 01, IBCB 17 e IBCB 18, 
pertencentes ao Banco de Entomopatógenos 
do Laboratório de Controle Microbiano de 
Artrópodes-Praga (LCMAP) (FCAV/UNESP). 
Estes isolados foram multiplicados em placas 
de Petri com 9 cm de diâmetro, contendo 
o meio de cultura BDA (Batata + Dextrose + 
Agar), incubados em câmara de crescimento 
(B.O.D.) a 28 ± 1 ºC e 12 h de fotofase, por um 
período de oito dias. O isolado de I. fumosorosea 
(ARSEF 7050), também procedente do referido 
Banco de Entomopatógenos, foi multiplicado 
em placas de Petri com 9 cm de diâmetro, 
contendo meio de cultura SDAY (Neopeptona 
+ Dextrose + Levedura + Agar) e incubado sob 
as mesmas condições descritas anteriormente. 
Após o período de incubação, os conídios 
foram coletados das placas de Petri raspando-

se a superfície do meio de cultura, transferidos e 
armazenados em frascos de vidro esterilizados e 
acondicionados em refrigerador à temperatura 
de -10 °C por um período inferior a 15 dias (Alves, 
1998).

Também foram testados os formulados 
comerciais dos fungos B. bassiana (Boveril®, pó 
molhável, 5,0 x 108 conídios viáveis por grama, 
Itaforte Bio Produtos) e M. anisopliae (Metarril®, 
pó molhável, 5,0 x 108 conídios viáveis por grama, 
Itaforte Bio Produtos) através da diluição de 10 
g do produto comercial em 100 mL de água 
destilada e deionizada. Outros dois tratamentos 
foram compostos dos fungos B. bassiana e M. 
anisopliae cultivados em arroz, produzidos em 
usinas de cana-de-açúcar. Para a remoção 
do fungo, 1 g de arroz foi lavado com água 
destilada e deionizada até a obtenção de 10 
mL de solução.

As soluções de conídios dos respectivos 
fungos entomopatogênicos foram preparadas 
com água destilada e deionizada acrescida 
do espalhante adesivo Tween® 80 (0,01%), 
posteriormente quantificadas em câmara de 
Neubauer e padronizadas na concentração de 
1,0 x 108 conídios viáveis / mL.

Avaliação da patogenicidade
Nos bioensaios, adultos não separados 

por sexo de S. oryzae, com 20 a 30 dias de vida, 
foram imersos em 15 mL da solução de conídios 
na concentração de 1,0 x 108 conídios viáveis 
/ mL com auxílio de uma peneira e agitados 
manualmente por um período de 10 segundos 
para permitir o contato do tegumento dos insetos 
com as caldas inseticidas, e retirar o excesso de 
calda após a imersão. Na testemunha, os insetos 
foram imersos em solução aquosa de espalhante 
adesivo Tween® 80 (0,01%).

Em seguida, os insetos foram 
acondicionados em placas de Petri com 9 cm 
de diâmetro, contendo papel filtro e 20 g de 
grãos secos de milho, vedadas com plástico 
filme PVC, perfurado com auxílio de um alfinete 
para permitir as trocas gasosas. Para cada 
isolado foram realizadas quatro repetições, com 
quinze insetos cada. As placas foram mantidas 
em sala climatizada, a temperatura de 28 ± 1 ºC, 
umidade relativa de 48 ± 10% e fotofase de 14 h.
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As avaliações de mortalidade foram 
realizadas diariamente, por um período de 15 
dias, sendo os cadáveres dos insetos separados 
e acondicionados, individualmente, em placas 
de Petri contendo algodão umedecido (câmara 
úmida), mantidas em câmara de crescimento 
(B.O.D.) com temperatura de 28 ± 1 °C e fotofase 
de 12 h, por um período de 12 dias, para a 
confirmação da mortalidade pelo patógeno 
através da formação de estruturas reprodutivas 
do fungo no corpo do inseto. O experimento 
foi conduzido em delineamento inteiramente 
casualizado, em esquema fatorial 12 x 5, em 
que o primeiro fator representa os fungos 
entomopatogênicos utilizados e testemunha 
e o segundo fator o período de avaliação em 
dias. Os dados foram transformados em log (x 
+ 5) e submetidos à análise de variância, sendo 
as médias comparadas pelo teste de Tukey, p < 
0,05.

Resultados e Discussão
Com exceção do isolado de M. 

anisopliae obtido de usina de cana-de-açúcar, 
os demais produtos comerciais ou isolados dos 
micro-organismos analisados foram patogênicos 

para adultos de S. oryzae. Porém, os referidos 
entomopatógenos causaram baixa mortalidade, 
que variou entre 5 a 25% (Tabela 1). Devido à 
reduzida mortalidade, não foi possível estimar a 
virulência dos entomopatógenos.

Os períodos compreendidos entre o 
início das avaliações até o sexto dia e entre 
o décimo terceiro e décimo quinto dias não 
apresentaram diferença significativa em 
relação à mortalidade de adultos de S. oryzae 
para os diferentes tratamentos com os fungos 
entomopatogênicos. Entre o sétimo e nono 
dias de avaliação, a mortalidade causada 
pelo produto Boveril® e o isolado de B. bassiana 
(Usina) apresentaram resultados significativos 
quando comparados com a testemunha, com 
mortalidade atingindo valor de 6,67% e 8,33%, 
respectivamente. Para o período compreendido 
entre o décimo e décimo segundo dias de 
avaliação, apenas o isolado de B. bassiana 
(Usina) apresentou diferença significativa em 
relação à testemunha, com mortalidade de 
10%. Os demais entomopatógenos testados não 
apresentaram resultados significativos quando 
comparados à testemunha (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade média (%) de adultos de Sitophilus oryzae expostos aos fungos entomopatogênicos 
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea (temperatura de 28 ± 1 ºC, umidade relativa de 
48 ± 10% e fotofase de 14 h)

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (α = 5%); ** significativo a 1% de probabilidade 
pelo teste de Tukey; ns não significativo

Em relação ao tempo de ação dos 
produtos/isolados sobre S. oryzae, foi possível 
observar que o isolado de B. bassiana (Usina) 
apresentou maior eficiência de controle 
entre o quarto e décimo segundo dia após 

contato inicial com o inseto, porém apenas o 
período entre o primeiro e terceiro dias diferiu 
significativamente em relação ao décimo e 
décimo segundo dia de avaliação. O produto 
comercial Boveril® causou maior mortalidade 
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entre o quarto e nono dia após exposição aos 
insetos, com diferença significativa apenas para 
o período compreendido entre o sexto e nono 
dia em relação aos demais períodos analisados. 
Dessa maneira, Boveril® apresentou ação mais 
rápida, porém menos duradoura, em relação 
ao isolado obtido da usina de cana-de-açúcar 
(Tabela 1).

Os tratamentos com o fungo 
entomopatogênico B. bassiana foram os 
responsáveis por promover maior mortalidade de 
adultos de S. oryzae quando comparados com 
os demais entomopatógenos, representados 
principalmente pelo isolado obtido da usina 
de cana-de-açúcar e do isolado IBCB 18, com 
25 e 18,33% de mortalidade, respectivamente 
(Tabela 1). Bello et al. (2000) também obtiveram 
maior eficiência de controle de adultos de S. 
oryzae com isolados de B. bassiana quando 
comparado com os fungos entomopatogênicos 
M. anisopliae, Verticillium lecanii e Isaria farinosa. 
O entomopatógeno B. bassiana, quando 
utilizado no controle de S. zeamais Mots. também 
ocasionou maior mortalidade em comparação 
com M. anisopliae (Potrich et al., 2006).

Quanto à relação patógeno-
hospedeiro, o processo de infecção inicia-se 
pela adesão da estrutura reprodutiva do fungo 
na cutícula do inseto, podendo ser específico ou 
não específico (Fargues, 1984). Para B. bassiana e 
M. anisopliae este mecanismo não é específico, 
sendo relacionado à camada hidrofóbica 
presente na superfície destas estruturas (Boucias 
et al., 1988). Além deste mecanismo, existem 
complexos específicos representados por 
substâncias químicas secretadas por fungos 
entomopatogênicos, que são responsáveis por 
facilitar a adesão das estruturas reprodutivas 
na cutícula do inseto (Boucias et al., 1988), 
fatores que podem ter influenciado na baixa 
mortalidade de S. oryzae no início das avaliações.

Além destes mecanismos, a reduzida 
capacidade do entomopatógeno em utilizar 
os nutrientes disponíveis na superfície da 
cutícula do inseto para seu desenvolvimento e 
a ausência de características necessárias para o 
reconhecimento de um hospedeiro suscetível ou 
do local de infecção penetrável são importantes 
fatores para a ausência ou reduzida infecção 

de um fungo entomopatogênico em relação 
à determinada espécie de inseto (Hajek & St. 
Leger, 1994).

Durante o processo germinativo, a 
velocidade pela qual a estrutura reprodutiva do 
fungo consegue penetrar na cutícula do inseto 
pode ser dependente do isolado utilizado, das 
condições ambientais, da espessura da cutícula 
do inseto, do passado térmico das estruturas 
reprodutivas, da densidade do conídio e da 
variedade de enzimas extracelulares sintetizadas 
por fungos entomopatogênicos responsáveis 
pela degradação da cutícula (Alves, 1998; Hajek 
et al., 2002). O fungo pode demorar até três 
dias para penetrar na cutícula do inseto (Moino 
Junior et al., 2002).

A mortalidade significativa observada 
a partir do sétimo dia pode estar relacionada 
à penetração fúngica no tegumento do inseto 
através da combinação dos processos de 
pressão mecânica e ação enzimática (Arruda 
et al., 2005). As enzimas sintetizadas pelos 
fungos entomopatogênicos, responsáveis pela 
degradação da maioria dos componentes 
da cutícula dos insetos, são compostas 
principalmente por proteases, quitinases e 
esterases (Charnley & St. Leger, 1991), com 
variabilidade quanto à composição em relação 
à espécie e/ou isolado do entomopatógeno, 
que pode ter sido um importante fator para 
com a diferença na mortalidade de S. 
oryzae quando exposta aos diferentes fungos 
entomopatogênicos, sendo também observada 
por Leal et al. (1997).

Posteriormente ao processo de 
germinação e penetração do fungo 
entomopatogênico na cutícula do inseto, 
ocorrerá à colonização, infecção generalizada 
e mortalidade, que perdura entre três a dez 
dias após o contato dos conídios com o 
inseto, dependente de fatores limitantes como 
componentes nutricionais da cutícula, reações 
químicas e ação de micotoxinas (Li et al., 2012), 
com importância em relação a virulência de 
determinado entomopatógeno (Zhang et al., 
2008).

A variabilidade genética existente 
entre isolados de fungos entomopatogênicos 
de mesma espécie também está intimamente 
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correlacionada com variações de mortalidade 
dos insetos oriundos de tratamentos com 
isolados distintos, porém de mesma espécie 
(Rondelli et al., 2012), principalmente quanto 
a capacidade de penetração na cutícula 
do inseto e/ou resistência a substâncias de 
defesa produzidas pelo mesmo (Alves, 1998; Li 
et al., 2012). Embasado nestas informações, os 
resultados da presente pesquisa podem ter sido 
influenciados pela presença ou ausência de 
mecanismos específicos e não específicos, além 
de outras características intrínsecas e extrínsecas, 
responsáveis pela variabilidade da mortalidade 
de S. oryzae.

Conclusões
A maioria dos isolados e produtos 

comerciais dos fungos entomopatogênicos 
analisados foram patogênicos a adultos de 
Sitophilus oryzae, porém pouco promissores para 
adoção como medida de controle desse inseto, 
devido à baixa mortalidade observada.
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