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Simulacao da infeccao em refugio hibernal do gorgulho-
aquatico Oryzophagus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) pelo
fungo Beauveria bassiana’

Sergio Francisco Bervanger?, Eduardo Rodrigues Hickel® e César Assis Butignol*

Resumo — Oryzophagus oryzae (Costa Lima) (Coleoptera: Curculionidae) é praga-chave da cultura do arroz irrigado na Regido
Sul do Brasil. Embora o controle bioldgico da espécie com fungos entomopatogénicos seja promissor, ainda ha caréncia de
estudos da ecologia patégeno-hospedeiro para efetivagdo em campo. O objetivo deste trabalho foi simular a infecgdo em
refugio hibernal de adultos de O. oryzae por Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Na primeira simulagdo, foi verificada a eficiéncia
do fungo presente em carcagas do inseto com micélios exteriorizados recolhidas ha 20 meses (inéculo “velho”), enquanto que
na segunda simulagdo as carcagas infectadas foram obtidas 2 dias antes (indculo “novo”). A primeira simulagdo foi montada em
caixas gerbox com o fundo forrado com papel toalha umedecido, sendo colocados 10, 50 e 100 insetos vivos com 0, 1, 5 e 10
carcacas infectadas. Na segunda simulagdo, em caixas acrilicas (9,5 x 4,5 x 3cm), foram colocados 4, 8, 21 e 42 insetos vivos com
0, 2 e 4 carcagas. Em ambos os ensaios, o delineamento foi completamente casualizado com 4 repeti¢cdes. Foram avaliadas as
taxas de mortalidade e de insetos com esporulacGes exteriorizadas, confirmando a infecg¢do por B. bassiana. Carcacgas infectadas
obtidas ha 20 meses nao resultaram em aumento de mortalidade para nenhuma das quantidades de inéculo e densidades de
insetos. Ja com carcagas infectadas ha 2 dias, houve mortalidade e exteriorizacdo de micélios nos insetos significativas para a
quantidade de carcacas, independente da densidade de insetos nas caixas. Disto resulta que o controle bioldgico de O. oryzae
em refugio hibernal por B. bassiana depende de qudo longevo e infectivo estd o inéculo do fungo.

Termos para indexagao: Bicheira-da-raiz; Controle bioldgico; Fungo entomopatogénico; Praga de solo; Arroz irrigado.

Simulation of infection in the overwinter refuge of the South American rice water weevil Oryzophagus
oryzae (Coleoptera: Curculionidae) by the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana

Abstract — Oryzophagus oryzae (Costa Lima) (Coleoptera: Curculionidae) is a key pest of irrigated rice in the southern region
of Brazil. Although biological control of the species with entomopathogenic fungi is promising, there is still a lack of studies
on pathogen-host ecology for field implementation. The objective of this work was to simulate infection of O. oryzae adults
by Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. in overwinter refuge. In the first simulation, the efficiency of the fungi present in insect
carcasses with externalized mycelia collected 20 months ago was verified (“old” inoculum), while in the second simulation,
the infected carcasses were obtained 2 days earlier (“new” inoculum). The first simulation was set up in gerboxes with the
bottom lined with moistened paper towels, with 10, 50 and 100 live insects placed with 0, 1, 5 and 10 infected carcasses. In
the second simulation, 4, 8, 21 and 42 live insects were placed with 0, 2 and 4 carcasses in acrylic boxes (9,5 x 4,5 x 3cm).
In both trials, the design was completely randomized with 4 replicates. The mortality rate and the number of insects that
had externalized sporulations caused by the fungi were evaluated. Infected carcasses obtained 20 months ago did not result
in increased mortality for any of the inoculum amounts and insect densities. With 2-day-old infected carcasses, there was
significant mortality and externalization of mycelia in the insects for the number of carcasses, regardless of the density of
insects in the boxes. It follows that the biological control of O. oryzae in overwinter refuge by B. bassiana depends on how
long-lived and infective the fungal inoculum is.

Index terms: Root weevil; Biological control; Soil insect pest; Invertebrate pathology; Irrigated rice.
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Introducao

O estado de Santa Catarina é o se-
gundo produtor nacional de arroz, sen-
do responsavel por 11% da producdo. A
drea média anual destinada ao cultivo
do arroz irrigado no Estado é de 146
mil hectares, com a producdo de cerca
de 1,2 milhdo de toneladas do grdo. Na
safra 2023/2024, a produtividade média
obtida foi de 8,5 t/ha (Padrdo, 2024).

No sistema de cultivo de arroz pré-
germinado, que predomina em Santa
Catarina, a presenca da lamina de agua
desde a semeadura antecipa e intensifi-
ca a infestacdo pelo gorgulho-aquatico
Oryzophagus oryzae (Costa Lima) (Co-
leoptera: Curculionidae), um inseto de
ocorréncia crénica em todas as regides
orizicolas de Santa Catarina e do Rio
Grande do Sul (Martins et al., 2020; Hi-
ckel, 2022; Reunido..., 2022). A larva de
O. oryzae recebe a denominagdo vulgar
de bicheira-da-raiz e é a praga de solo
mais importante do arroz. A bicheira-
da-raiz se instala no sistema radicular
das plantas e facilmente atinge o nivel
de dano econdmico, podendo causar
perdas significativas na producdo (Rosa
et al., 2013; Martins et al., 2020).

O controle quimico é o método mais
utilizado contra a bicheira-da-raiz, po-
rém seu emprego indiscriminado pode
ocasionar problemas de contaminacdo
humana e ambiental (Nakagome; Nol-
din; Resgala Jr., 2006; Martins; Cunha,
2007). A utilizagdo de fungos entomo-
patogénicos no controle de adultos de
O. oryzae é considerada promissora
(Martins et al., 1986; Prando; Ferreira,
1994; Costa et al., 2001), porém ain-
da faltam estudos para a efetivacdao de
uma recomendagdo de campo (Leite
et al., 1992; Irwin, 1996; Martins et al.,
2010). O controle bioldgico com fungos
entomopatogénicos apresenta bom po-
tencial para emprego em locais onde ha
maior concentracdo de insetos, como
nos refugios de hibernacdo (Alves,
1998; Vega et al., 2007).

Os adultos de O. oryzae passam o
periodo de entressafra do arroz em
diapausa, abrigados em refugios hiber-
nais, distribuindo-se de forma agregada

(Redaelli; Becker; Romanowski, 1997).
Os hibernantes se dirigem para locais
sombreados, aglomerando-se entre o
solo e vegetais em decomposicdo de
capdes de mata, macegais, bambuzais,
canaviais, ou mesmo na vegetacao que
reveste os canais de irrigagdo e drena-
gem. Uma parcela da populagdo pode,
inclusive, hibernar na prépria resteva do
arroz (Camargo; Asayama; Leite, 1990;
Bao; Pérez, 2012). Nesses refligios nor-
malmente ocorre epizootia de Beau-
veria bassiana (Bals.) Vuill., podendo
atingir aproximadamente 42% da popu-
lagdo hibernante (Mielitz; Silva, 1992).

O fungo B bassiana (Hypocreales:
Cordycipitaceae) é cosmopolita e en-
contrado frequentemente sobre inse-
tos ou em amostras de solo, podendo
permanecer por longos periodos em sa-
progénese. Em campo, ocorre de forma
enzootica e epizodtica em coledpteros
e hemipteros, entre outras ordens de
insetos, causando doenca letal. Devido
a sua viruléncia e a seu amplo espectro
de hospedeiros, esse fungo tem sido um
dos entomopatdgenos mais pesquisa-
dos e utilizados em programas de con-
trole biolégico de pragas (Alves, 1998;
Mascarin; Jaronski, 2016).

Um melhor conhecimento da epi-
zootia de B. bassiana nos refugios de hi-
bernagdo de O. oryzae podera fornecer
subsidios para a aplicagdo do controle
bioldgico nestes locais. Hickel, Milanez
e Hinz (2015) propdem que a contami-
nacdo dos gorgulhos aqudticos por B.
bassiana deva ser artificialmente pro-
movida em armadilhas luminosas, antes
destes migrarem para os refugios de
hibernacdo. Assim, a chegada de gor-
gulhos ja contaminados na hibernacdo
incrementaria as epizootias por B. bas-
siana.

Dessa forma, o objetivo deste tra-
balho foi simular a infeccdo em refugio
hibernal de adultos de O. oryzae por B.
bassiana, para esclarecer aspectos da
ecologia patdégeno-hospedeiro. Para
tanto, adotou-se o modelo ecoldgico de
adultos livre de contaminagdo, chegan-
do em locais com infectados ja presen-
tes.

Material e métodos

Os ensaios foram conduzidos no La-
boratério de Entomologia da Estacdo
Experimental de Itajai, sob temperatura
de 24+1°C e umidade relativa do ar de
60x4%.

O. oryzae vivos foram capturados
entre os dias 30/09 e 01/10/2017, me-
diante armadilhas luminosas, modelo
Luiz de Queiroz, instaladas no campo.
Ap0s a triagem da coleta, os individuos
foram mantidos em caixas gerbox (11 x
11 x 3cm), com fundo forrado com pa-
pel toalha umedecido. Folhas de grama-
boiadeira (Luziola peruviana Juss.), lava-
das em agua corrente, foram fornecidas
ad libitum como alimento.

Como fonte de indculo foram utiliza-
das carcagas de individuos adultos de O.
oryzae infectados naturalmente por B.
bassiana em laboratdrio e envoltas por
massa fungica pulverulenta, caracteriza-
da pela exteriorizagdo de micélios e es-
poros do entomopatégeno. Indculo de
duas épocas foram utilizados, sendo um
de carcagas recolhidas em 20/01/2016 e
mantidas em placa de petri no laboraté-
rio (indculo “velho”) e o outro de carca-
cas recolhidas em 25/10/2017 (inéculo
“novo”). A quantidade de esporos nas
carcacas foi aferida mediante contagem
em camara de Neubauer. As solugdes
para contagem de esporos foram pre-
paradas adicionando-se 5 carcagas em
1mL de 4gua destilada com 0,1mL de
surfactante Tween 20 e agitadas por
30s.

O ensaio com indculo “velho” foi
instalado em 03/10/2017, utilizando-
se caixas gerbox (121cm? de area)
previamente desinfetadas com alcool
96GL e fundo forrado com papel toa-
Iha umedecido com agua destilada. Os
tratamentos, em delineamento fatorial,
consistiram de trés densidades de inse-
tos vivos, sendo 1:12,1cm?; 1:2,42cm? e
1:1,21cm? (10, 50 e 100 individuos por
caixa) e quatro quantidades de indculo
de B. bassiana, equivalentesa 0, 1,5 e
10 carcagas por caixa.

O ensaio com indculo “novo” foi
instalado em 27/10/2017, utilizando-se
caixas acrilicas (9,5 x 4,5 x 3cm) tam-
bém desinfetadas com dlcool 96GL e
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fundo forrado com papel toalha ume-
decido. Optou-se pelas caixas menores
em funcdo da menor disponibilidade
de insetos e carcacas infectadas, contu-
do, procurando-se manter as mesmas
densidades do ensaio anterior. Os tra-
tamentos, também em delineamento
fatorial, consistiram de quatro densida-
des de insetos vivos, sendo 1:10,7cm?;
1:5,3cm?; 1:2cm? e 1:1cm? (4, 8, 21 e 42
individuos por caixa) e trés quantidades
de carcagas infectadas por B. bassiana,
equivalentes a 0, 2 e 4 carcagas por cai-
Xa.

As carcagas infectadas (indculo) fo-
ram depositadas no centro das caixas,
em camara de fluxo laminar, sendo logo
em seguida colocados os insetos vivos,
sem o fornecimento de alimentagdo. As
caixas foram mantidas em sala clima-
tizada e rotacionadas uma vez ao dia,
para evitar o acimulo de insetos na face
voltada para a luz natural. Esta aglutina-
¢do de individuos poderia, em tese, pro-
porcionar uma maior infecgdo de indivi-
duos, que ndo ocorreria em condig¢Oes
de campo.

Para ambos os ensaios, o deline-
amento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. As avaliagdes ocorreram no
intervalo de 10 a 15 dias e uma semana
apds, contando-se o numero de inse-
tos mortos e aqueles com esporulagdo
esbranquigada caracteristica (Figura 1),
sendo estes Ultimos considerados in-
fectados por B. bassiana. As taxas de
mortalidade foram transformadas para
Arcsen(V/(x/100)) e submetidas 3 and-
lise de varidncia e teste de médias a 5%
de significancia. Todas as andlises esta-
tisticas foram realizadas com o software
R (R Development Core Team, 2013).

Resultados e discussao

N3do houve diferengas significativas
no ensaio com indculo “velho”, quer
para incidéncia de infecg¢do fungica por
B. bassiana (F , Jout™ 1,02; p=0,37; F,, Jout™
1,37 p=0,26), quer para mortalidade
geral (Fmout= 1,54 p=0,22; Fzs/out= 0,96
p<0,40) em todas as quantidades de
inéculo (carcagas) e densidades (Tabela

1). Isso demonstra que, embora tives-

Figura 1. Epizootia de Beauveria bassiana em refugio hibernal simulado. No detalhe, o
caracteristico crescimento micelial esbranquigado na carcaga do inseto

Foto: Eduardo Hickel
Figure 1. Epizootic of Beauveria bassiana in simulated overwinter refuge. In detail, the
characteristic whitish mycelial growth on the insect carcass

Photo: Eduardo Hickel

sem esporos disponiveis (7,4 x 10° espo-
ros/carcaca), estes perderam a viabili-
dade com o passar do tempo, deixando
de infectar os insetos. Esse resultado
corrobora com Borges et al. (2011) que
verificaram que o inéculo de B. bassia-
na persistiu por até 120 dias apds a apli-
cagdo em area de cultivo de erva-mate
(llex paraguaiensis St.-Hil.).

A baixa persisténcia do indculo de
B. bassiana nos agroecossistemas é um
problema a ser resolvido na efetivacao
do controle biolégico e é foco de inu-
meros estudos no Brasil e no exterior.
Busca-se, entre outros, conhecer o efei-
to de fatores bidticos e abidticos sobre
essa persisténcia (Inglis; Goettel; John-
son, 1993; Kouassi; Coderre; Todorova,
2003; Dolci et al., 2006; Borges et al.,
2011), bem como desenvolver formula-
¢Oes e adjuvantes que mantenham por
mais tempo a infectividade dos propa-
gulos (Mascarin e Jaronski, 2016).

No ensaio com inéculo “novo” hou-
ve efeito significativo da quantidade de
indculo (1,4 x 10° esporos/carcaga) so-

bre a mortalidade geral dos individuos
e, principalmente, para aqueles infecta-
dos por B. bassiana, sendo que a pre-
senca de indculo (carcagas) resultou em
maior mortalidade, independente da
densidade no abrigo hibernal simulado
(Tabela 2). Esses resultados indicam que
a epizootia de B. bassiana é dependen-
te da presenca de indculo ativo no am-
biente e daquele que vai sendo gerado
no abrigo hibernal e que o acimulo de
individuos nesse ambiente, proporcio-
nalmente, ndo contribui para a epizoo-
tia.

Embora a mortalidade geral na tes-
temunha (sem indculo) tenha sido rela-
tivamente alta (acima de 70%) (Tabela
2), a quantidade de individuos efetiva-
mente mortos por infeccdo fungica foi
baixa (até 22%). Essa mortalidade geral
alta resultou da captura de insetos no
inicio de outubro, quando ocorre a sa-
ida do periodo de diapausa, cujos indi-
viduos, mesmo alimentados, tém baixa
longevidade (Martins et al., 2020). Por
sua vez, a infec¢do fungica por B. bas-
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Tabela 1. Mortalidade geral e devido a infec¢do por Beauveria bassiana em adultos de Oryzophagus oryzae expostos a diferentes quantida-
des de indculo “velho” (carcagas infectadas ha 20 meses) em refugio hibernal simulado
Table 1. Overall mortality and mortality due to Beauveria bassiana infection in Oryzophagus oryzae adults exposed to different amounts of
“old” inoculum (20-month-old infected carcasses) in a simulated overwinter refuge

Inéculo “velho”

Avaliagdo em 06/11/2017

Avaliagdo em 13/11/2017

(carcagas) Adultos de O. oryzae Adultos de O. oryzae
10 50 100 10 50 100
------------------ Mortalidade (%) -----------------—-—-

27,5+15,0 33,0 £ 26,8 35,5+ 26,8 42,51+22,2 50,5+21,1 57,7 £21,1
1 22,5+12,6 57,5+ 10,0 29,2 £ 25,3 37,5+£19,0 71,0t 2,6 55,2 £ 19,8

27,5+22,2 39,0+ 6,6 240+ 8,4 32,5+15,0 58,0+ 9,9 49,2 £+ 10,2
10 57,5+17,1 31,5+22,0 43,0+ 6,4 57,5+17,1 44,0 + 20,2 63,2+ 4,6
CV (%)? 31,34 18,88

------------------ Infectados (%)* --------------------

0 0,0+ 0,0 0,5+1,0 1,2+19 0,0+ 0,0 1,5+1,0 2,6+3,4
1 0,0+ 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+ 0,0 4,5+53 0,0+0,0
5 5,0+10,0 1,0+£1,5 0,2+0,5 10,0 £ 20,0 4,0+£8,0 0,2+0,5
10 0,0+ 0,0 0,0+£0,0 0,0£0,0 0,0+ 0,0 0,0+£0,0 4,7+£9,5
CV (%) 295,14 219,10

'Nao foram detectadas diferencas estatisticas pelo teste F da analise de variancia.

% Coeficiente de variagdo em porcentagem

¥/ No statistical differences were detected by the F test of the analysis of variance.

% Coefficient of variation in percentage

Tabela 2. Mortalidade geral e devido a infec¢do por Beauveria bassiana em adultos de Oryzophagus oryzae expostos a diferentes quantida-
des de indculo “novo” (carcagas infectadas ha 2 dias) em reflgio hibernal simulado
Table 2. Overall mortality and mortality due to Beauveria bassiana infection in Oryzophagus oryzae adults exposed to different amounts of
“new” inoculum (2-day-old infected carcasses) in a simulated overwinter refuge

Inéculo Avaliagdo em 06/11/2017* Avaliagdo em 13/11/2017*
(carcagas) Mortalidade (%) Infectados (%) Mortalidade (%) Infectados (%)
0 73,4+18,8b 10,3+13,5b 86,8+ 15,8b 21,7+ 2,4b
2 97,3+ 5,3a 28,9 + 26,9 ab 99,3+ 1,4a 73,2+13,4a
4 99,7+ 1,2a 55,8 +23,8a 100 £ 0,0a 73,8+ 12,0a
CV (%)? 3,89 53,30 4,27 23,24

7'Nao foram detectadas diferengas estatisticas pelo teste F da analise de variancia.

% Coeficiente de variagdo em porcentagem

¥ No statistical differences were detected by the F test of the analysis of variance.

% Coefficient of variation in percentage

siana no tratamento testemunha pode
ocorrer tanto pela captura de insetos
previamente contaminados com espo-
ros no campo, como pela contaminagdo
por manipulagdo laboratorial, apesar de
serem tomados todos os cuidados para
evitad-la (Hickel, Milanez; Hinz, 2015).
N3do obstante, a taxa de infectados na
testemunha ficou bem aquém daquelas
observadas nos tratamentos com a pre-
senca de indculo (Tabela 2).

Cabe destacar que a deteccdo da
mortalidade por infecgdo fungica evo-
luiu com o passar do tempo e a pre-
senca de insetos com exterioriza¢cdo de
micélios ultrapassou 70% dos individu-
0s mortos na segunda avalia¢do (Tabela

2). Isso se deve a dois motivos, primeiro
pelo tempo decorrido no processo do-
enga, que culmina com a esporulagao
do fungo fora da carcaca do inseto (Al-
ves, 1998; Mascarin; Jaronski, 2016) e
segundo, pelo incremento da fonte de
indculo, a medida que mais carcacas
passam a produzir e liberar esporos.
Nos experimentos conduzidos por Hi-
ckel, Milanez e Hinz (2015) e por Toma-
soni, Heiber e Hickel (2018), utilizando
a armadilha luminosa como aparato de
contaminacgdo fungica por B. bassiana,
as taxas de mortalidade de O. oryzae fi-
caram na ordem de 73 a 98%.

Varios estudos corroboram a eficién-
cia de B. bassiana no controle de cole-

Opteros, inclusive da familia Curculioni-
dae. Resultados obtidos por Coutinho e
Cavalcanti (1988), no controle bioldgico
do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus
grandis Boheman, mostraram se tra-
tar de uma alternativa viavel, de baixo
custo e ndo poluente. O controle bio-
légico do moleque-da-bananeira, Cos-
mopolites sordidus (Germar), tem sido
eficaz com a contaminagdo dos insetos
em armadilhas atrativas, confecciona-
das com o pseudocaule da bananeira
impregnado com B. bassiana (Prando,
2006). Também no estudo realizado por
Borges (2007), houve redugéo significa-
tiva do ataque de Hedypathes betulinus
(Klug) (Coleoptera: Cerambycidae) em
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erveiras (I. paraguaiensis), em razdo da
aplicacdo do formulado de B. bassiana.

Extrapolando os resultados do pre-
sente trabalho, tendo em vista a eco-
logia da epizootia de B. bassiana nos
abrigos hibernais, é possivel inferir que
o indculo que fica de um ano para o ou-
tro nos abrigos, representado pelas car-
cacas dos individuos infectados, perde
muito da sua viruléncia e pouco contri-
bui para desencadear novas contamina-
¢oes. Isso faz com que a epizootia de B.
bassiana demore a ocorrer, sendo evi-
denciada somente no final do periodo
de diapausa de O. oryzae (Mielitz; Silva,
1992). Essa suposicdo é plausivel pois,
do contrario, ndo era de se esperar que
O. oryzae se tornasse praga em arroz
irrigado, uma vez que, a cada ciclo, as
populagbes estariam sob intenso con-
trole bioldgico natural por B. bassiana
nos abrigos de hibernacgdo.

Sob o ponto de vista do manejo in-
tegrado de pragas, especificamente na
aplicagdo do controle bioldgico de O.
oryzae com B. bassiana, os resultados
sugerem que, anteriormente a cada en-
tressafra, deve-se contaminar com iné-
culo ativo os individuos que deixam a
lavoura rumo a hibernagdo, ou de algu-
ma forma, propiciar que esporos viaveis
adentrem os abrigos de hibernagdo.
Neste aspecto, Hickel, Milanez e Hinz
(2015) propuseram o uso de armadilhas
luminosas como local para contamina-
¢do artificial de adultos de O. oryzae
com esporos vidveis de B. bassiana,
justamente para garantir que cheguem
mais individuos contaminados aos lo-
cais de hibernagdo.

O fato de a densidade de insetos
vivos no abrigo hibernal simulado ndo
ter contribuido para uma maior infec-
¢do fungica dos individuos sugere que
mais estudos devam ser conduzidos,
talvez com uma melhor simulagdo das
condigBes naturais desses abrigos. Era
esperado que nas densidades menores,
a probabilidade dos individuos contata-
rem a fonte de indculo fosse menor e
assim, a mortalidade por infecgdo fungi-
ca menor também. E possivel que o vo-
lume vazio encerrado nas caixas usadas
como compartimento para reter os indi-
viduos tenha permitido a ampla disper-

sdo de esporos no ambiente, facilitando
a contaminacao e infecgdo fungicas.

Conclusoes

- O controle biolégico de O. oryzae
em refugio hibernal por B. bassiana de-
pende de quao longevo e infectivo esta
o inéculo do fungo.

- A presenca de indculo viavel de B.
bassiana nos abrigos hibernais de O.
oryzae garante a epizootia do fungo.
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