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RESUMO GERAL

O objetivo desta pesquisa foi selecionar isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes) e determinar sua producdo e a viabilidade
visando o controle de cigarrinha-da-raiz Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854)
(Hemiptera: Cercopidae). A selecdo foi feita em condicGes de laboratorio, utilizando-se
ninfas coletadas a campo que foram pulverizadas com o fungo e mantidas em camara
climatizada a 25+1 °C, 70+10 UR e 12 fotofase. Exemplares de ninfas de cigarrinha da
raiz foram separadas em grupos de 10 individuos e a seguir inoculadas em suspensdes
de esporos da ordem de 1,0 x 10% 05 x 10% 1,0 x 10% 5,0 x 10® e 1,0 x 10’
conidios/mL. Na etapa de producdo foram colocados em sacos de polipropileno
medindo 35 cm de comprimento e 22 cm de largura 100 g de arroz pré-cozido e
imediatamente autoclavado a 120 °C por 25 min. Apo6s o resfriamento do arroz,
inoculou-se 1 mL de uma suspensdo contendo 1,0 x 10° conidios/mL, sendo
acondicionados em camara climatizada a temperatura de 25+1 °C, 70£10% de UR e
fotofase de 12h, os quais foram incubados por 10 dias. Decorrido esse periodo, o
arroz+fungo foi acondicionado em bandejas plasticas para promover a conidiogénese do
fungo, dentro da cadmara climatica a 251 °C, 70+10% de UR e fotofase de 12h. As
bandejas ficaram empilhadas por 4 dias, cruzando-as por mais 4 dias. Foi observada a
mortalidade total, a mortalidade corrigida pela formula de Abbott e a mortalidade
confirmada. No geral, observou-se que a concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL foi a
que apresentou maior efeito sobre M. fimbriolata dentre as demais concentragdes
testadas. O valor de TLso (2,75 dias) proporcionado pela concentragdo de 1,0 X 10°
conidios/mL é menor dentre os demais TLso analisados. Na fase de selecdo, entre os 24

isolados de M. anisopliae avaliados, sete isolados (UFGD 425, UFGD 22, PL 43, IBCB



348, UFGD 28, UFGD 05 e UFGD 03) causaram maior porcentagem de mortalidade
confirmada das ninfas ap6s o sétimo dia da inoculagdo, mostrando potencialidade como
agentes de controle de cigarrinha-da-raiz da cana-de-agucar, matando pelo menos 70,0%
da populacdo. Na etapa de producdo o isolado IBCB 425 foi o que produziu mais
conidios em arroz com 1,82 x 10° conidios/g de arroz pré-cozido pelo método de
bandeja. Com relacéo a viabilidade dos isolados, o IBCB 425 também apresentou maior

capacidade de germinacdo dos conidios, com 94,84%.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, Controle biolégico, Controle microbiano, Fungos

entomopatogénicos.

ABSTRACT

The objective of this research was to select isolates of Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes) and determine their production and viability
for the control of spitlebugs Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera:
Cercopidae). The selection was carried out in laboratory conditions, using nymphs
collected in the field were sprayed with the fungus and kept in an incubator at 25 + 1 °C,
RH 70+10 and 12 h photophase. Samples of nymphs of spitlebugs were separated in
groups of ten insects and inoculated in suspension of spores containing 1.0 x 10°% 0.5 x
10% 1.0 x 10% 5.0 x 10% e 1.0 x 10’ conidia/mL. In the stage of production the selected
isolates of Metarhizium anisopliae were placed in polypropylene bags measuring 35 cm
long and 22 cm wide 100 g of rice pre-cooked and immediately autoclaved at 120 °C
for 25 min. After cooling, the rice was inoculated with 1 mL of a suspension containing
1,0 x 10° conidia/mL, packed an incubator at 25+1 °C, 70+10% RH and 12h

photophase. Plastic bags containing rice+fungus were incubated for 10 days. After this



iii
period, rice+fungus was packed in plastic trays to promote conidia of the fungus, within
the climatic chamber at 25+1 °C, 70+£10% RH and 12h photophase. The trays were
stacked in 4 days, crossing them for another 4 days. Was observed the total mortality,
mortality corrected by Abbott's formula and confirmed mortality. Overall, it was
observed that the concentration of 1.0 x 10° conidia/mL showed the greatest effect on
M. fimbriolata among the other concentrations. The value of TLsg (2.75 days) provided
by the concentration of 1.0 x 10° conidia/ml is lower among the other TLs, analyzed.
Among the 24 isolates of M. anisopliae evaluated, seven isolates (UFGD 425, UFGD
22, PL 43, IBCB 348, UFGD 28, UFGD 05 e UFGD 03) caused the highest percentage
of confirmed mortality of nymphs after the seventh day after inoculation, showing
potential as control agents of spitlebugs sugarcane, killing at least 70.0% of the
population. IBCB 425 isolate was the most produced conidia on rice with 1.82 x 10°
conidia/g rice pre-cooked by the tray method. Regarding the viability of the isolates, the

IBCB 425 also showed a higher germination of conidia, with 94.84%.

KEY-WORDS: Insecta, Biological control, Microbial control, Entomopathogenic

fungi.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da cana-de-agUcar (Saccharum spp.) se encontra em um momento de
grande expansdo devido a boa rentabilidade que o comércio do acucar e alcool
combustivel tem proporcionado ao setor. O Brasil destaca-se como o maior produtor
mundial de cana de agucar e exportador de agucar e alcool tendo uma area cultivada em
torno de 8,9 milhdes de hectares (Conab 2008).

Na colheita da cana-de-aclcar sem queima prévia, a palha e o palhico séo
deixados no campo apoés o corte, proporcionando modificacdes edéaficas e alteracdes no
microclima da superficie do solo, como uma melhor manutencdo da umidade, menor
temperatura e aumento da matéria organica no solo, quando comparadas com o sistema
de queima (Furlani Neto 1995; Barbosa 1998). Estas modificacdes tém favorecido o
aumento da incidéncia e severidade dos danos causados pela cigarrinha da raiz,
Mahanarva fimbriolata Stal (1854) (Hemiptera: Cercopidae) na cultura da cana-de-

acucar (Dinardo-Miranda et al. 1999; Mendonga 2005).

Com isso a cigarrinha da raiz se tornou uma das pragas de maior importancia
econbmica para a cana de acucar, sendo encontrada em altas populacdes em
praticamente todas as regides de Sdo Paulo especialmente nas regiGes mais quentes e
umidas causando danos significativos a cultura, por reduzir a produtividade agricola e a
qualidade tecnoldgica da cana-de-agucar, utilizada como matéria prima na inddstria
(Dinardo-Miranda et al. 1999, 2000, 2002). Situagdo semelhante encontra-se nos
Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, onde € comum a ocorréncia de
altas infestagcOes da cigarrinha da raiz em cana planta e soqueiras de cana queimada,
devido & vizinhanga da cultura com vastas areas de pastagens, cujos capins também séo

hospedeiros de M. fimbriolata (Dinardo-Miranda 2003).



As fémeas da cigarrinha da raiz M. fimbriolata fazem a postura dos ovos nos
solos, préximos aos colmos. Suas ninfas vivem nas raizes, onde se fixam e sugam a
seiva, produzindo uma espuma branca tipica por meio da secrecdo das glandulas de
Bateli e com o movimento de sua codicola, injetam bolhas de ar nesse fluido, dando
formacédo a espuma que protege e recobre todo o seu corpo contra dessecacgao e Varios
inimigos naturais. Na seca, as ninfas deixam de produzir a espuma e morrem.

As ninfas ao se alimentarem das raizes provocam lesdes no sistema vascular,
comprometendo o transporte de dgua e nutrientes para os pontos de crescimento aéreo
da planta. Os adultos sugam a seiva das folhas, injetando toxinas e causando clorose,
necrose e posterior secagem das folhas, reduzindo o processo fotossintético,
prejudicando a circulacdo da seiva do limbo foliar, ocasionando diminuigdo no conteudo
de sacarose no colmo e retardando a maturacao (El-Kadi 1977; Dinardo-Miranda et al.
2002).

O controle microbiano com fungos entomopatogénicos especialmente
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes), tem tido
sucesso com as cigarrinhas das raizes, uma vez que a espuma produzida pelas ninfas
proporciona uma condicdo favoravel ao crescimento do fungo. Além de outros fatores
como sua facilidade de producdo em labaratério, e por apresentar uma vantagem em
relacdo aos outros entomopatégenos, podendo infectar tanto via oral, através dos
espiraculos e pela superficie do tegumento (Alves 1998).

Outro fator para se utilizar o controle microbiano é a questdo do custo, pois o
valor médio por ha do controle microbiano custa em torno de R$ 40,00, enquanto que o0
valor do controle quimico custa R$ 160,00/ha, ou seja, uma economia de R$ 120,00
(Almeida et al. 2008). Ressalvando que o controle com inseticidas € pouco eficiente para

as ninfas de cigarrinhas, pois estas se localizam nas touceiras e sdo protegidas por uma



espuma branca. A baixa eficiéncia dos produtos fitossanitarios sintéticos gera a
necessidade de varias aplicac@es, o que inviabiliza o controle (Almeida et al. 2008).

No Nordeste, desde a década de 70, M. anisopliae vem sendo produzido e
comercializado com grande sucesso no controle da cigarrinha Mahanarva posticata Stal
(1855) (Hemiptera: Cercopidae) na cultura da cana-de-acutcar correspondendo a um dos
mais bem sucedidos programas de controle bioldgico na América Latina (Alves et al.
1998; Alves et al. 2008). No entanto, existem limitagdes para a utilizagdo de fungos;
uma das mais importantes € a forma de conservacdo desses microrganismos, que
mantenha a sua patogenicidade e viruléncia por pelo menos dois anos, em condigdes de
facil armazenamento e aplicacdo, fator que esta intrinsecamente ligado as formulagoes
(Loureiro et al. 2005). Outra grande limitagdo no desenvolvimento e comercializagao de
produtos microbianos é a correta caracterizagdo e padronizacdo da linhagem
selecionada, visando a preservacdo da sua identidade durante o processo produtivo

(Alves & Pereira 1998).

As técnicas de producdo de fungos para controle de pragas devem ter baixo
custo e permitir a obtencdo de alta concentracdo de formas viaveis e virulentas do
patdgeno, que possam ser formuladas e utilizadas (Loureiro et al. 2005). A facilidade de
producdo em larga escala viabiliza a utilizacdo destes agentes de maneira inundativa
(Alves & Pereira 1998).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi selecionar isolados de Metarhizium
anisopliae e avaliar sua producdo e viabilidade para o controle de ninfas da cigarrinha

da raiz da cana-de-agucar no Estado de Mato Grosso do Sul.
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SELECTION OF Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK.
(DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) FOR THE CONTROL OF
Mahanarva fimbriolata (STAL, 1854) (HEMIPTERA: CERCOPIDAE) IN
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ABSTRACT

The objective of this research was to select isolates of Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes) pathogenic to spitlebugs Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). The selection was carried out in

laboratory conditions, using nymphs collected in the field were sprayed with the fungus



and kept in an incubator at 25+1 °© C, RH 70£10 and 12 h photophase. Samples of
nymphs of spitlebugs were separated cautiously in groups of ten insects and inoculated
in suspension of spores containing 1.0 x 10% 0.5 x 10% 1.0 x 10%; 5.0 x 10° e 1.0 x 10’
conidia/mL. Was observed the total mortality, mortality corrected by Abbott's formula
and confirmed mortality. Overall, it was observed that the concentration of 1.0 x 10°
conidia/mL showed the greatest effect on M. fimbriolata among the other
concentrations, observing the lesser value of TLs (2.75 days). Among the 24 isolates of
M. anisopliae evaluated, seven isolates (UFGD 425, UFGD 22, PL 43, IBCB 348,
UFGD 28, UFGD 05 e UFGD 03) caused the highest percentage of confirmed mortality
of nymphs after the seventh day after inoculation, showing potential as control agents of

spitlebugs sugarcane, causing mortality confirmed of at least 70.0% of the population.

KEY-WORDS: Insecta, Biological control, Microbial control.

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi selecionar isolados de Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes) patogénicos para cigarrinha da raiz
Mahanarva fimbriolata. A selecdo foi feita em condicBes de laboratorio, utilizando-se
ninfas coletadas a campo que foram pulverizadas com o fungo e mantidas em camara
climatizada a 25+1 °C, 70+10 UR e 12 fotofase. Exemplares de ninfas de cigarrinha da
raiz foram cuidadosamente separadas em grupos de 10 individuos e a seguir inoculadas
em suspensdes de esporos da ordem de 1,0 x 10% 0,5 x 10°% 1,0 x 10%; 5,0 x 10% e 1,0 x
10" conidios/mL. Foi observada a mortalidade total, a mortalidade corrigida pela
formula de Abbott e a mortalidade confirmada. No geral, observou-se que a

concentragéo de 1,0 x 10° conidios/mL foi a que apresentou maior efeito sobre M.



fimbriolata dentre as demais concentragOes testadas, observando-se o menor valor de
TLso (2,75 dias). Dentre os 24 isolados de M. anisopliae avaliados, sete isolados (UFGD
425, UFGD 22, PL 43, IBCB 348, UFGD 28, UFGD 05 e UFGD 03) causaram maior
porcentagem de mortalidade confirmada das ninfas ap6s o sétimo dia da inoculagao,
mostrando potencialidade como agentes de controle de cigarrinha da raiz da cana-de-

acucar, causando mortalidade confirmada de pelo menos 70,0% da populag&o.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, Controle biolégico, Controle microbiano.

INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agUcar (Saccharum spp.) encontra-se em um momento de
grande expansao da area cultivada nas principias regides produtoras do Brasil. Com a
proibicdo da queima como etapa da operacdo de colheita, amparada em leis federal e
estadual que estabeleceram um periodo de quatro anos para o fim desta pratica agricola
no Estado de Mato Grosso do Sul (Embrapa 2008). O incremento das areas de colheita
de cana sem queima prévia (cana crua) tém favorecido o aumento da incidéncia e
severidade dos danos causados pela cigarrinha da raiz, Mahanarva fimbriolata (Stal,
1854) (Hemiptera: Cercopidae) na cultura da cana-de-agUcar nos Estados de S&o Paulo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (Dinardo-Miranda et al. 1999;
Mendonca 2005), beneficiadas pelo aumento de umidade no solo, em funcdo do
depdsito de palha sobre ele, e pela ndo destruicdo dos ovos diapausicos, proporcionando
modificacOes edaficas e alteragdes no microclima da superficie do solo (Furlani Neto
1995).

Atualmente a cigarrinha é encontrada em altas populacdes em praticamente

todas as regibes de Sdo Paulo especialmente nas regifes mais quentes e Umidas
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causando danos significativos a cultura, por reduzir a produtividade agricola e a
qualidade tecnoldgica da cana-de-agUcar, utilizada como matéria prima na industria
(Dinardo-Miranda et al. 1999, 2000, 2002), sendo considerada atualmente uma das
pragas de maior importancia econdmica para a cana-de-agucar. Situacdo semelhante
encontra-se em Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiés, onde é comum a ocorréncia
de altas infestagOes de cigarrinha em cana planta e soqueiras de cana queimada, devido
a vizinhanga da cultura com vastas areas de pastagens, cujos capins também sao
hospedeiros de M. fimbriolata (Dinardo-Miranda 2003). Nos Estados do Nordeste,
Metarhizium anisopliae anisopliae (Metsch.) Sorok. Deuteromycotina: Hyphomycetes)
vem sendo utilizado com grande sucesso no controle da cigarrinha M. posticata (Stal
1854) (Hemiptera: Cercopidae) na cultura da cana-de-agucar correspondendo a um dos
mais bem sucedidos programas de controle biolégico na América Latina (Alves 1998).
As diferentes condic¢des climéticas do Estado de S&o Paulo, quando comparada
aos estados produtores do Nordeste, e também a diferenca de espécie predominante de
cigarrinha, exigem estudos para avaliar e viabilizar um programa de controle
microbiano por meio da utilizacdo de M. anisopliae. Uma das etapas fundamentais para
0 estabelecimento de tal programa € a selecéo de isolados do entomopatégeno. Loureiro
et al. (2005) selecionaram, 8 isolados de M. anisopliae mais eficientes para o controle
das ninfas da cigarrinha da raiz da cana-de-actcar, M. fimbriolata, nas condicGes do
Estado de S&o Paulo. O grau de viruléncia dos isolados de M. anisopliae em causar
mortalidade em ninfas de M. fimbriolata pode variar com as condic¢des edafoclimaticas
de cada regido e com a capacidade de susceptibilidade das popula¢des dessa praga aos
isolados. Como o Estado do Mato Grosso do Sul, principalmente, a regido da Grande
Dourados apresenta condi¢Oes climaticas diferentes das encontradas nos estados de

origem dos isolados, torna-se necessario um estudo visando selecionar isolados de M.
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anisopliae adaptados as condigdes climaticas locais, tendo em vista que, de acordo com
Almeida & Batista Filho (2001), a selecdo de isolados de fungos entomopatogénicos
para o controle bioldgico de uma praga é uma das etapas mais importantes para a
determinacdo da viruléncia, aspectos reprodutivos e produgdo em meio de cultura
artificial, para a posterior utilizagdo como bioinseticida, no intuito de aumentar a
eficiéncia do programa de controle bioldgico dessa praga, em cultivos comerciais de
cana-de-acgucar.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi selecionar isolados virulentos do
fungo entomopatogénico M. anisopliae, em condicdes de laboratorio, visando o controle
de ninfas da cigarrinha da raiz da cana-de-acgUcar na regido da Grande Dourados, Mato

Grosso do Sul.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas (FCBA) e Ambientais da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) e em condicBes de campo, na Usina Dourados Alcool e
Acucar Ltda., localizada na zona rural do municipio de Dourados-MS, distrito de

Itahum.

Estabelecimento da concentracgédo dos fungos entomopatogénicos

Foram utilizados os isolados de M. anisopliae pertencentes ao Banco de
Entomopatdgenos do Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias

Biologicas e Ambientais (FCBA), Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
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Dourados-MS, armazenados em “freezer” a -12°C, na forma de conidios puros,
acondicionados em “eppendorfs”.

Inicialmente, foi realizado um bioensaio para estabelecimento da concentracéo
a ser utilizada nos experimentos de selecdo de isolados. Foi utilizado, como padréo, o
isolado IBCB 425, por ser o inéculo de producdo utilizado pela maioria das biofabricas
e usinas paulistas até a presente data, para o controle da cigarrinha da raiz da cana-de-
acucar, no Estado de S&o Paulo (Loureiro et al. 2005). Foram testadas cinco
concentragdes de M. anisopliae (1,0 x 10°% 0,5 x 10% 1,0 x 10% 0,5 x 10% e 1,0 x 10’
conidios/mL) e um tratamento testemunha em que as cigarrinhas foram apenas
pulverizadas com &gua destilada estéril mais espalhante adesivo Tween® 80 a 0,1%.

As suspensdes de conidios foram preparadas apds a conidiogénese do fungo
produzida em meio de cultura s6lido BDA (batata-dextrose-agar), com agua destilada
esterilizada e espalhante adesivo (Tween 80) a 0,1%. A contagem do numero de
conidios foi feita em camara de Neubauer sob microscopio 6ptico.

As ninfas da cigarrinha da raiz cana-de-acUcar foram coletadas em canavial na
Usina Dourados Alcool e Actcar Ltda. pertencente ao municipio de Dourados distrito
de Itahum-MS, isenta de pulverizacBes com produtos fitossanitarios quimicos. Apds
coleta com pinca entomoldgica, as ninfas foram colocadas no interior de caixas de
isopor contendo folhas de cana levadas e transportadas para o laboratdrio.

Cada bioensaio foi composto por cinco placas de Petri (9 cm de didmetro)
contendo uma folha de cana, lavada com agua estéril, medindo 8 cm de comprimento e
envolvida nas extremidades por um pedago de algoddo umedecido com é&gua. A
aplicacdo de 1 mL dos tratamentos foi feita sobre a folha de cana contendo as

cigarrinhas, com o auxilio de uma micropipeta. As placas de Petri contendo os insetos



13

foram fechadas e mantidas em camara climatizada a temperatura de 25+1 °C, com
fotofase de 12 horas e umidade relativa de 70+10% (Loureiro et al. 2005).

A concentracdo a ser utilizada nos experimentos subsequentes foi aquela que
causou porcentagem de mortalidade confirmada (porcentagem dos insetos nos quais
ocorreu esporulacdo do fungo) superior a 70,0%, pela anélise de Probit (Alves 1998)
para obtencdo dos valores de TLsy (conidios/mL), 5 dias ap6s a pulverizagdo, pelo
padréo.

Foi avaliada a mortalidade diariamente. Cada inseto morto foi lavado em &lcool
70% e agua destilada esterilizada, para desinfestacdo superficial. Em seguida, os insetos
foram transferidos para placas de Petri contendo um chumaco de algoddao umedecido,
mantidas em cdmara climatizada a temperatura de 25+1 °C, com fotofase de 12 horas e
umidade relativa de 70+10%. Por meio deste procedimento é que se obteve a
confirmacdo da mortalidade causada pelo patégeno, observando-se o crescimento
micelial e conidiogénese no cadaver.

Para obtencdo dos valores de TLso (em dias) foi realizada analise de Probit para
os diferentes tratamentos. Sobre as folhas de cana foram colocadas 10 ninfas de
cigarrinhas perfazendo um total de 50 insetos por tratamento. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 50 insetos por tratamento,
divididos em 5 repeti¢cbes (10 ninfas/repeticdo). Os dados referentes a mortalidade

confirmada em laboratério foram analisados através da Anélise de Regresséo.

Selec¢éo dos isolados de Metarhizium anisopliae

Baseado na concentracdo selecionada no experimento anterior foi realizado um

bioensaio utilizando a metodologia descrita no item estabelecimento da concentracao,
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para testar a eficiéncia de 24 isolados de M. anisopliae. A selecdo de isolados foi
baseada na porcentagem de mortalidade confirmada de M. fimbriolata.

O experimento de selecdo foi composto por cinco bioensaios contendo 0s
diferentes isolados a uma concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, um tratamento
testemunha e o isolado padrdo IBCB 425.

A mortalidade foi verificada diariamente durante o periodo de avaliagdo
determinando-se a patogenicidade de cada isolado para o inseto. Os cadaveres foram
observados e aqueles que apresentaram extrusdo e reproducdo do patdgeno foram
anotados e representaram a mortalidade confirmada. Os isolados que apresentaram
porcentagem de mortalidade confirmada maior ou igual 70,0% até o sexto dia apds a
pulverizacdo, mantida em camara Umida, foram selecionados para a etapa de producéo
em arroz pré-cozido.

Foram coletados os dados de mortalidade confirmada, mortalidade total
(mortalidade independente da causa) e mortalidade corrigida (calculada pela férmula de
Abbott 1925), para 0 4° 6° e 7° dias ap6s a inoculagdo. Os dados referentes a

2 & submetidos a analise de

mortalidade confirmada foram transformados em (x+0,5)
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

com 50 insetos por tratamento, divididos em 5 repeti¢des (10 ninfas/repeticéao).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabelecimento da concentracao

Dentre as concentragOes testadas houve diferenca significativa entre a

concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL e a concentracdo de 0,5 x 10° conidios/mL que
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pode ser observada através da analise de Probit (Tabela I). A concentracéo de 1,0 x 10°
conidios/mL foi a mais patogénica as ninfas resultando em um menor tempo letal (TLsp)
de 2,75 dias, valor este bastante expressivo, em relacdo as demais concentragdes
testadas. Essa concentragdo promoveu maior mortalidade de ninfas de M. fimbriolata
dentre as demais concentracOes testadas, diferentemente da concentragdo utilizada por
Macedo et al. (2006), que foi de 5,0 x 10’ conidios/mL. De maneira geral, 0s tempos
letais foram decrescentes & medida que aumentou a concentragdo (Tabela 1). Verificou-
se ainda que n&o ocorreu diferenca significativa entre as demais concentragdes testadas,
com base na sobreposicdo dos intervalos de confianga obtidos. Nessa avaliagcdo foi
verificada grande diferenca no tempo letal da menor concentragédo (7,10 dias), quando
comparado com o proporcionado pela maior concentracdo (2,75 dias) (Tabela I).

Por meio da andlise de regressdo, o nimero de insetos infectados mortos até o
5-° dia foi maior para a concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL (Figura 1). Esta
concentracdo foi superior aquela recomendada por Loureiro et al. (2005) para o controle
das ninfas de M. fimbriolata, nas condi¢fes do Estado de S&o Paulo, os quais
verificaram que o nimero de insetos infectados mortos até o 5-° dia foi maior para de
1,2 x 10" conidios/mL. Batista Filho et al. (2003) recomendaram a aplicacdo de 1,0 x
10" conidios/mL em campo para os isolados IBCB 10, ESALQ 1037 e PL 43. Os
resultados deste estudo estdo acima dos encontrados por Almeida et al. (2004), que
obtiveram nivel de controle nas concentracdes de 1,75 x 10° conidios/mL e dose de 1,75
x 10* conidios/ha. A divergéncia entre os resultados encontrados no presente trabalho e
os disponiveis na literatura pode estar relacionada aos varios graus de tolerancia
verificados para os insetos em funcdo de varias caracteristicas fisiologicas relacionadas

ao habitat em que vive a praga (Guagliumi 1972).
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Segundo Futuyma (1992) muitas das caracteristicas dos organismos sdo
adaptacGes a seu ambiente. Grande parte da biologia, seja bioquimica, fisiologia ou
ecologia consiste, na realidade, do estudo das adapatacGes. Algumas cigarrinhas das
raizes que se apresentam tolerantes em uma regido canavieira comportam-se melhor ou
pior em outra regido, dependendo das diferentes condi¢fes de clima, solo, umidade,

temperatura, variedades de cana-de-agucar.

Bioensaios de selecéo de isolados

Nos experimentos ocorreram variacdo na mortalidade entre os isolados
testados de 24,0 a 72,0% para a mortalidade total e de 2,6 a 53,3% para a mortalidade
corrigida, ap6s 4 dias da pulverizacdo sobre as ninfas de M. fimbriolata, para os
isolados UFGD 05 e UFGD 23, respectivamente (Tabela I1). O aparecimento de insetos
mortos ocorreu, principalmente, a partir do quarto dia da inoculacédo, o que corresponde
ao segundo e terceiro dias ap6s a fase de penetracdo, consequéncia das diferencas de
populacdo, alteracGes no tempo de manipulacdo do inseto e entre outros fatores (Alves
1998).

Macedo et al. (2006) relataram mortalidades corrigidas das ninfas de M.
fimbriolata variando entre 10,5 a 60,0%, cinco dias apds a inoculacdo. Os mais
patogénicos foram IBCB 384, IBCB 348, ESALQ 1285, IBCB 345, ESALQ 319 e
ESALQ 1037 que causaram mortalidades médias de 59,7; 59,5; 57,9; 58,4; 53,9 e
46,5%, respectivamente, valores estes pelos autores foram semelhantes aos encontrados
no presente estudo. O isolado IBCB 374 e IBCB 348 provocaram mortalidade média de
47,7 e 58,4%, respectivamente (Macedo et al. 2006) e no presente estudo, 0S mesmos
isolados causaram 42,0 e 52,0%, respectivamente (Tabela Il). Esta variagdo da

patogenicidade é observada com certa freqiiéncia em bioensaios de sele¢do, podendo
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estar associada a fatores como baixa viruléncia do isolado, especificidade e tolerancia
do hospedeiro (Alves 1998).

A mortalidade de M. anisopliae variou de 90,0 a 100,0% (mortalidade total) e
55,0 a 85,7% (mortalidade corrigida) aos seis dias da inoculagdo sobre as ninfas de M.
fimbiolata para os isolados CG 423 e UFGD 18, respectivamente (Tabela II). Loureiro
et al. (2005) obtiveram variacdo na patogenicidade de 66,0 a 100,0% (mortalidade total)
e 0 a 100,0% (mortalidade corrigida) aos seis dias da inoculacdo sobre as ninfas de M.
fimbiolata coletadas no Estado de S&o Paulo. Aos sete dias da inoculagdo sobre as
ninfas, ocorreu variacdo de 92,0 a 100,0% para a mortalidade total e 63,6% a 100,0%
para a mortalidade corrigida dentre os isolados testados. O isolado IBCB 425 utilizado
como padréo nos bioensaios de selecdo apresentou ao sexto dia da aplicacdo variagdes
de mortalidade total e corrigida de 96,0 a 100,0% e 12,8 a 75,0%, respectivamente. Este
isolado é aplicado contra ninfas da cigarrinha da raiz em cana-de-aglcar, com corte
mecanizado, proporcionando altos niveis de controle quando comparado aos resultados
observados pelos produtos fitossanitarios quimicos, e estd sendo produzido em escala
comercial pela maioria das biofabricas e usinas do Pais.

Nos testes de patogenicidade com M. fimbriolata observou-se grande variagao
na porcentagem de mortalidade para os 24 isolados provenientes de diferentes
hospedeiros e regido, evidenciando a existéncia de variabilidade genética em relacéo a
esse parametro. A grande variabilidade genética presente em fungos entomopatogénicos
(Alves 1998) pode ser um dos principais fatores responsaveis pelas diferencas de
viruléncia entre isolados e espécies, como referido por Diehl-Fleig et al. (1988). Essa
variacdo tem sido identificada em outros caracteres além da patogenicidade que incluem
a dimenséo dos conidios, taxas de crescimento e atividades enzimaticas (St. Leger et al.

1992).
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A mortalidade total na testemunha variou de 22,0 a 40,0%, ap6s 4 dias da
pulverizagdo, dados estes superiores aos encontrados por Macedo et al. (2006) em
experimentos nos quais foram fornecidas raizes de mudas de cana-de-aglcar como
substrato para as ninfas, em que a mortalidade da testemunha, aos cinco dias apos a
inoculagdo foi inferior a 20%. Os valores de mortalidade total observados por esses
autores, para o tratamento testemunha, ocorreram provavelmente, em funcdo do nicho
ecoldgico das ninfas que sdo radicicolas desenvolvendo-se sugando as raizes
superficiais ou profundas no solo como sugerido por Mendonca (2005), diferentemente
da metodologia utilizada no presente trabalho. Essa suposi¢do corrobora com os
resultados obtidos por Macedo et al. (2006) que fornecendo folhas de cana-de-agUcar
como alimento para as ninfas obtiveram, na testemunha mortalidade acima de 50,0%,
quatro dias ap6s a inoculagdo. O mesmo foi observado por Loureiro et al. (2005)
quando utilizaram esta metodologia, 0s quais obtiveram mortalidades de até 90,0% na
testemunha, seis dias ap0s a inoculagéo.

Deve-se levar em consideracdo que o objetivo do controle microbiano, como
em qualquer programa de controle bioldgico, ndo deve ser a total eliminagdo da
populagéo da praga, pois, sendo ela um componente do agroecossistema, sua presenca,
em niveis abaixo do nivel de dano econémico, pode ser benéfica para a manutencao dos
predadores, parasitoides e patdgenos ja presentes na area (Sosa-Goémez; Pereira; Alves
1998).

A mortalidade pelo fungo p6de ser confirmada pelo exame das ninfas
contaminadas que foram mantidas em camara Umida apos a morte, observando-se a
completa colonizacdo do fungo e sua posterior esporulacdo. No grupo de ninfas em que
foi aplicado apenas o veiculo das suspensdes de conidios (testemunha), ndo ocorreu

esporulacdo dos fungos sobre os cadaveres das ninfas, indicando que a mortalidade
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ocorrida nesse tratamento ndo foi resultado da infeccdo pelo fungo (Loureiro &
Monteiro 2005).

Dentre os 24 isolados de M. anisopliae avaliados, os isolados UFGD 425,
UFGD 22, PL 43, IBCB 348, UFGD 28, UFGD 05 e UFGD 03 foram mais patogénicos,
causando porcentagem de mortalidade confirmada das ninfas apds o sétimo dia da
inoculacdo de 84,0; 82,0; 78,0; 76,0; 76,0; 74,0; 70,0%, respectivamente, mostrando
potencialidade como agentes de controle de cigarrinha da raiz da cana-de-agUcar
(Tabela I11). Segundo Alves et al. (1998) o isolado PL 43 é o mais utilizado no nordeste
do Brasil para o controle de cigarrinha da folha M. posticata naquela regido,
demonstrando a facilidade de adaptacdo desse microrganismo que, para ser mais
eficiente, ndo necessita ser aplicado no mesmo local de onde foi isolado (Almeida et al.
1997). A viruléncia e especificidade ao hospedeiro sdo duas caracteristicas importantes
para a selecdo de um microrganismo a ser usado no controle microbiano (Devi et al.
2001). Quatro isolados causaram mortalidade confirmada entre 71,0 a 80,0% e dois
isolados causaram mortalidade entre 81,0 a 90,0% decorridos sete dias da pulverizacao
sobre as ninfas de M. fimbriolata (Figura Il). Loureiro et al. (2005) relataram que até o
4° dia a mortalidade confirmada maxima obtida pelos isolados variou de 61,0 a 70,0%,
enquanto que para o 6° dia, a mortalidade confirmada méaxima foi ao redor de 81,0 a
90,0%.

Os resultados obtidos evidenciam a importancia de efetuar bioensaios para a
selecdo de isolados antes do desenvolvimento de um produto microbiano. Esses
bioensaios devem avaliar também a viruléncia das ragas e dos patdgenos visando
selecionar, 0s que apresentem maior viruléncia, patogenicidade e que possam ser

produzidos em meios artificiais (Alves 1998).
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Tabela 1: Tempos letais medianos (TLsp) em dias, intervalos de confianga (IC)
(P<0,05), equacdes de regressao linear e valores de x* obtidos pela anélise de
Probit, para o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae sobre

Mahanarva fimbriolata.

Isolado IBCB 425 TLso IC Equacdo X?
1,0 x 10° conidios/mL 2,75 (2,52; 3,00) Y=3,81 + 2,68.logx 0,12
0,5 x10° conidios/mL 4,09 (2,42; 6,90) Y=3,58 + 2,31.logx 1,46
1,0 x 108 conidios/mL 4,26 (2,59; 7,00) Y= 3,66 +2,12.logx 1,03
0,5 x 10® conidios/mL 5,30 (2,85; 9,85) Y=2,61+ 3,29.logx 1,62
1,0 x 10" conidios/mL 7,10 (3,52; 14,32) Y=12,74 + 2,64.logx 0,71

Figura 1. Mortalidade (%) das ninfas de Mahanarva fimbriolata cinco dias apds
aplicacdo com Metarhizium anisopliae (isolado IBCB 425), nas concentracfes de 1 X
10", 0,5 x 108 e 1 x 108, 0,5 x 10°, 1,0 x 10° conidios/mL (25+1°C, fotofase de 12 horas

e 70£10% UR).
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Tabela I1. Média da mortalidade acumulada (total e corrigida) (%) no 42 6% e 7° dias

apos a inoculacdo de isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em
ninfas de Mahanarva fimbriolata (25+1 °C, fotofase de 12 horas e 70+10% UR).

1° Bioensaio 4 dias apds a inoculacdo 6 dias apo6s a inoculagdo 7 dias ap0s a inoculagdo
Isolados Mortalidade Morta_li(_jade Mortalidade Morta_ligade Mortalidade Morta_li(_jade
Total Corrigida Total Corrigida Total Corrigida
Testemunha 22,0 0,0 96,0 0,0 96,0 0,0
IBCB 425 32,0 12,8 100,0 12,8 100,0 100,0
IBCB 376 46,0 30,8 100,0 30,8 100,0 100,0
IBCB 410 34,0 15,4 100,0 15,4 100,0 100,0
PL 49 34,0 15,4 100,0 15,4 100,0 100,0
CG 863 48,0 33,3 100,0 33,3 100,0 100,0
UFGD 05 24,0 2,6 100,0 2,6 100,0 100,0
2° Bioensaio 4 dias apds a inoculacao 6 dias ap6s a inoculacdo 7 dias apos a inoculacdo
Isolados Mortalidade Morta_lic_iade Mortalidade Morta_lidade Mortalidade Morta_li(_dade
Total Corrigida Total Corrigida Total Corrigida
Testemunha 30,0 0,0 78,0 0,0 78,0 0,0
IBCB 425 50,0 28,6 98,0 75,0 98,0 90,9
IBCB 374 42,0 17,1 96,0 50,0 96,0 63,6
PL 43 40,0 14,3 100,0 85,0 100,0 100,0
CG 423 54,0 34,3 90,0 55,0 90,0 54,5
UFGD 03 44,0 20,0 100,0 75,0 100,0 100,0
UFGD 07 58,0 40,0 92,0 50,0 92,0 63,6
3° Bioensaio 4 dias apds a inoculagéo 6 dias ap6s a inoculacéo 7 dias ap6s a inoculagdo
Isolados Mortalidade Morta_lidade Mortalidade Morta_IiQade Mortalidade Morta_ligiade
Total Corrigida Total Corrigida Total Corrigida
Testemunha 30,0 0,0 80,0 0,0 80,0 0,0
IBCB 425 46,0 11,5 96,0 30,0 96,0 80,0
IBCB 104 60,0 38,5 96,0 10,0 96,0 80,0
IBCB 403 46,0 19,2 100,0 60,0 100,0 100,0
IBCB 408 58,0 19,2 100,0 20,0 100,0 100,0
UFGD 12 44,0 30,8 94,0 50,0 94,0 70,0
UFGD 17 36,0 15,4 100,0 70,0 100,0 100,0
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4° Bioensaio 4 dias apds a inoculacao 6 dias apos a inoculagdo 7 dias ap0s a inoculagéo

Isolados Mortalidade Morta]iqlade Mortalidade Morta!idade Mortalidade Morta_liqlade
Total Corrigida Total Corrigida Total Corrigida

Testemunha 26,0 0,0 84,0 0,0 84,0 0,0
IBCB 425 52,0 35,1 98,0 70,0 98,0 87,5
IBCB 348 52,0 35,1 94,0 30,0 94,0 62,5
IBCB 373 52,0 35,1 98,0 70,0 98,0 87,5
UFGD 20 46,0 27,0 94,0 20,0 94,0 62,5

5° Bioensaio 4 dias apds a inoculacao 6 dias ap0s a inoculagdo 7 dias ap0s a inoculagéo
Isolados Mortalidade Morta]iqlade Mortalidade Morta!idade Mortalidade Morta_liqlade

Total Corrigida Total Corrigida Total Corrigida

Testemunha 40,0 0,0 96,0 0,0 48,0 0,0
IBCB 425 42,0 13,3 100,0 42,9 100,0 100,0
UFGD 18 42,0 3,3 100,0 85,7 100,0 100,0
UFGD 19 48,0 13,3 100,0 57,1 100,0 100,0
UFGD 22 58,0 30,0 100,0 14,3 100,0 100,0
UFGD 23 72,0 53,3 100,0 14,3 100,0 100,0
UFGD 28 42,0 3,3 100,0 42,9 100,0 100,0
n=50 insetos
Tabela I1l. Média da mortalidade acumulada confirmada (%) dos isolados do fungo

entomopatogénico Metarhizium anisopliae em ninfas de Mahanarva fimbriolata,

apos sete dias da pulverizagdo (25+1°C, fotofase de 12 horas e 70+10% UR).

CG 423
UFGD 12
UFGD 17
UFGD 20
IBCB 104
IBCB 408

PL 49
UFGD 07
IBCB 410
IBCB 374

CG 863
IBCB 403
UFGD 19
UFGD 23
IBCB 373
IBCB 376
UFGD 18
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60,0 a
64,0 a
66,0 a
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UFGD 03 700 a
UFGD 05 74,0 a
UFGD 28 76,0 a
IBCB 348 76,0 a
PL 43 78,0a
UFGD 22 82,0a
IBCB 425 84,0 a
CV (%) 44,31
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Figura Il. Distribuicdo de frequéncia de isolados de Metarhizium anisopliae em relagdo
a mortalidade confirmada causada em ninfas de Mahanarva fimbriolata,

apos sete dias da pulverizagdo.
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Yield and germination of conidia of different isolates of Metarhizium anisopliae

(Metsch) Sorok. (Deuteromycotina: Hyphomycetes) grown on rice.

ABSTRACT

In order to determine the production and viability of different isolates of Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. (Deuteromycotina: Hyphomycetes), were placed 100 g of
rice pre-cooked in polypropylene bags measuring 35 cm long and 22 cm wide, which
were immediately autoclaved at 120 °C for 25 min. After cooling, the rice was
inoculated with 1 mL of a suspension containing 1.0 x 10° conidia/mL, packed an
incubator at 25+1 °C, 70+10% RH and 12h photophase. Plastic bags containing

rice+fungus were incubated for 10 days. After this period, rice+fungus was packed in
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plastic trays to promote conidia of the fungus, within the climatic chamber at 25+1 °C,
70+£10% RH and 12h photophase. The trays were stacked in 4 days, crossing them for
another 4 days. IBCB 425 isolate was the most produced conidia on rice with 1.82 x 10°
conidia/g rice pre-cooked by the tray method. Regarding the viability of the isolates, the

IBCB 425 also showed a higher germination of conidia, with 94.84%.

KEYWORDS. Insecta, Microbial control, Entomopathogenic fungi.

RESUMO

Com o objetivo de determinar a producdo e a viabilidade de diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Deuteromycotina: Hyphomycetes), foram
colocadas 100 g de arroz pré-cozido em sacos de polipropileno medindo 35 cm de
comprimento e 22 cm de largura, os quais foram imediatamente autoclavados a 120 °C,
por 25 min. Apds o resfriamento do arroz, inoculou-se 1 mL de uma suspensao
contendo 1,0 x 10° conidios/mL, sendo acondicionados em camara climatizada a
temperatura de 251 °C, 70+10% de UR e fotofase de 12h. Os sacos plasticos contendo
arroz + fungo foram incubados por 10 dias. Decorrido esse periodo, o arroz+fungo foi
acondicionado em bandejas plasticas para promover a conidiogénese do fungo, dentro
da camara climatica a 251 °C, 70+10% de UR e fotofase de 12h. As bandejas ficaram
empilhadas por 4 dias, cruzando-as por mais 4 dias. O isolado IBCB 425 foi 0 que mais
produziu conidios em arroz com 1,82 x 10° conidios/g de arroz pré-cozido pelo método
de bandeja. Com relacdo & viabilidade dos isolados, o IBCB 425 também apresentou

maior capacidade de germinagéo dos conidios, com 94,84%.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, Controle microbiano, Fungos entomopatogénicos.
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INTRODUCAO

A colheita de cana-de-aclcar sem queima previa favoreceu a incidéncia da
cigarrinha da raiz Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Hemiptera: Cercopidae). N&o
havendo queima da palhada, ocorre um acumulo desse material no solo e um aumento
da umidade facilitando assim o crescimento e a disseminacdo dessa praga (Batista Filho
et al. 2003) que atualmente se tornou uma das mais importantes, economicamente, para
a cana-de-acucar, sendo encontrada em altas populacdes em praticamente todas as
regides de Sdo Paulo especialmente nas regifes mais quentes e itmidas causando danos
significativos a cultura, por reduzir a produtividade agricola e a qualidade tecnoldgica
da cana-de-acucar, utilizada como matéria prima na industria (Dinardo-Miranda et al.
1999, 2000, 2002).

Situacdo semelhante encontra-se nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Goiés, onde é comum a ocorréncia de altas infestacGes da cigarrinha da raiz em
cana planta e soqueiras de cana queimada, devido a vizinhanga da cultura com vastas
areas de pastagens, cujos capins também sdo hospedeiros de M. fimbriolata (Dinardo-
Miranda 2003).

Os danos provocados por M. fimbriolata ocorrem tanto na fase de ninfa como
de adulto. As ninfas, através de picadas nas raizes, provocam danos aos Vvasos
condutores impedindo o fluxo de agua e de nutrientes. Os adultos provocam danos nas
folhas injetando toxinas que prejudicam sensivelmente a capacidade de fotossintese das
plantas (Garcia et al. 2007). O que caracteriza a presenca do inseto no canavial é a
grande quantidade de espuma branca na base da touceira envolvendo ninfas (Azzi;
Dodson 1971).

O controle microbiano com a aplicagio do fungo entomopatogénico

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Deuteromycotina: Hyphomycetes) tem tido
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sucesso com as cigarrinhas das raizes, uma vez que a espuma produzida pelas ninfas
proporciona uma condicdo favoravel ao crescimento do fungo. Além disso, outras
caracteristicas desejaveis para esse patdgeno ser efetivo como produto comercial devem
ser consideradas. Entre as caracteristicas pode-se destacar a facilidade de producéo e
aplicacdo, especificidade e a auséncia de toxicidade, além de permitir a associacdo
destes organismos com outras taticas de controle, viabilizando sua utilizagdo em
grandes areas (Alves 1998).

A produgdo, em larga escala no Brasil do fungo M. anisopliae teve inicio na
regido dos canaviais nordestinos, objetivando o controle biolégico da cigarrinha da
folha da cana-de-agUcar, Mahanarva posticata Stal, 1855 (Hemiptera: Cercopidae)
(Pereira; Eira 1999) e vem sendo produzido e comercializado com grande sucesso
correspondendo a um dos mais bem sucedidos programas de controle biolégico na
América Latina (Alves et al. 1998; Alves et al. 2008).

As técnicas de producdo de fungos para controle de pragas devem ter baixo
custo e permitir a obtencdo de alta concentracdo de formas viaveis e virulentas do
patdgeno, que possam ser formuladas e utilizadas (Loureiro et al. 2005). A facilidade de
producdo em larga escala viabiliza a utilizacdo destes agentes de maneira inundativa
(Alves & Pereira 1998). O sistema para a producdo de M. anisopliae que algumas
biofabricas e usinas de agucar e alcool no Brasil utilizam é o desenvolvido por Alves &
Pereira (1989) conhecido pelo método de bandeja.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a producéo e a viabilidade
dos isolados do fungo entomopatogénico M. anisopliae, selecionados em laboratorio,
para o controle de ninfas da cigarrinha da raiz da cana-de-aclcar no Estado de Mato

Grosso do Sul.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da

Grande Dourados (UFGD).

Producao de isolados em arroz

Foram utilizados os isolados de M. anisopliae IBCB 348 (isolado de M.
fimbriolata), IBCB 425 (isolado de lagarta), PL 43 (isolado de M. posticata), UFGD 03
(isolado de M. fimbriolata), UFGD 05 (isolado de Zulia entreriana), UFGD 22 (isolado
de M. fimbriolata) e UFGD 28 (isolados de Deois flavopicta), os quais foram mais
virulentos as ninfas de M. fimbriolata, apresentando mortalidade confirmada acima de
70,0%, determinada em ensaio anterior.

Esses isolados foram multiplicados em placas de Petri contendo meio BDA
(batata-dextrose-agar) as quais foram incubadas durante dez dias em camara climatizada
BOD a temperatura de 25+1 °C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas,
para promover o crescimento e esporulacdo do fungo. Apos 10 dias, os conidios foram
retirados por meio de raspagem com alca metélica e entdo preparada uma suspensao
contendo 1,0 x 10° conidios/mL com &gua estéril mais espalhante adesivo (Tween 80®)
a0,1%.

Inicialmente, foi realizado o cozimento do arroz por cerca de 15 minutos, até
que este apresentasse a textura “emborrachada”, sendo em seguida colocado em
bandejas. Apos o resfriamento foram colocadas 100g de arroz em sacos de plastico de
polipropileno (35cm de comprimento x 22 cm de largura), os quais foram fechados
com grampos de metal, autoclavados por 25 minutos a 120 °C, e resfriados em condigéo

ambiente.
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Foi utilizado uma seringa descartavel para perfurar o saco plastico e inocular
1mL da suspensdo de conidios com 1,0 x 10° conidios/mL de cada isolado de M.
anisopliae. O orificio foi fechado com uma etiqueta adesiva e agitando-se 0 saco
plastico para uma distribuicdo uniforme dos conidios nos grdos de arroz. Apos a
inoculagdo, os sacos foram acondicionados, por 10 dias, em camara climatizada a
temperatura de 25+1 °C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas, para a
germinacdo dos conidios e crescimento do fungo sobre o arroz. Foram realizadas
observacOes didrias avaliando-se, visualmente, a presenca ou auséncia de eventuais
contaminantes. Para cada isolado foram utilizados 12 sacos plasticos contendo arroz
inoculado.

Decorrido este periodo, foram selecionados, para cada isolado, seis sacos nao
contaminados com crescimento uniforme de micélio e os seus contetidos transferidos,
cada um, para uma bandeja plastica de 46 cm de comprimento, 30 cm de largura e 11cm
de altura. As bandejas foram mantidas empilhadas dentro da cadmara climatizada nas
mesmas condi¢Ges ambientais descritas anteriormente por 8 dias. No quarto dia foram
cruzadas as bandejas empilhando-as, permitindo assim uma circulacéo de ar entre elas,
conseqlientemente uma secagem mais rapida do arroz com fungo. Decorridos os 8 dias,
o material contido na bandeja foi colocado em sacos plasticos, totalizando 6 sacos
plasticos para cada isolado, que serviram como repeticdo e foram armazenados em
geladeira (4 °C) (Alves & Pereira 1989).

Para exame da concentracdo dos conidios foram retirados, ao acaso, 6 amostras
de 1 grama de arroz com fungo a uma profundidade de 1,5 cm de cada bandeja,
adicionando-se a mesma 10 mL de agua estéril mais espalhante adesivo (Tween 80%) a
0,1%, para a preparacdo de uma suspensao de conidios. A suspensdo foi agitada por um

minuto em agitador tipo vortex para promover a desagregacdo e homogeinizacdo dos
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conidios. Em seguida, as amostras foram diluidas em série e quantificada em camara de
Neubauer, com auxilio do microscopio éptico com aumento de 400x. Dessa forma, foi
possivel determinar o nimero de conidios produzidos por grama para cada isolado
(Alves & Pereira 1998).

Para avaliagdo da viabilidade, foram retirados, ao acaso, duas amostras de 1
grama de arroz com fungo de cada bandeja e, para cada amostra, foram preparadas 4
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) inoculado com os
deferentes isolados do fungo, totalizando 8 placas por isolado. As placas foram
incubadas por 20 horas a 26+1°C, umidade relativa de 70+10% e 12 horas de fotofase.
Em seguida cada placa foi dividida em 4 quadrantes. Foi quantificado o nimero de
conidios germinados e ndo germinados, dos quadrantes, em microscopio Optico com
objetiva de 400x (Alves et al. 1998).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 7 tratamentos e 6
repeticdes. Os valores de producdo e da viabilidade dos conidios foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Os dados dos valores de produgdo foram transformados em (x+0,5)Y2 e

os de viabilidade para arsen (x/100)"2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producé@o em meio de arroz pré-cozido
Os isolados IBCB 425 e IBCB 348 foram os mais produtivos, ndo diferindo
estatisticamente entre si, com rendimentos de 1,82 x 10° e 1,75 x 10° conidios/grama de

arroz, respectivamente (Tabela 1). Esses dados sdo superiores aos encontrados por
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Loureiro et al. (2005) que obtiveram rendimento de 2,30 x 10° e 2,08 x 10°
conidios/grama de arroz, para os isolados IBCB 425 e IBCB 348, respectivamente.

Os isolados UFGD 28 e UFGD 22 diferiram estatisticamente dos isolados
UFGD 03, UFGD 05 e PL 43, obtendo rendimento de 1,58 x 10° e 1,56 x 10°
conidios/grama de arroz, respectivamente (Tabela I). Alves & Pereira (1989) utilizando
0 mesmo processo, obtiveram um rendimento em conidios menor, com producéo de até
8,8 x 10° conidios/g.

Segundo Alves & Pereira (1998), para M. anisopliae, o rendimento pode
chegar até 11% de conidios em relacdo ao peso de arroz utilizado na producdo. Em
escala industrial, médias de rendimento em torno de 9% s&o mais provaveis.

Embora o isolado do fungo IBCB 348 seja 0 ingrediente ativo de algumas
biofabricas de fungos entomopatogénicos do Pais, Macedo (2005) demonstrou que a
producdo de conidios do isolado ESALQ 1037, pelo método de bandeja, diferiu
estatisticamente da producgdo de conidios do isolado IBCB 348 nas mesmas condices.
O isolado ESALQ 1037 apresentou maior producdo, 3,49 x 10° conidios/grama de
arroz, enquanto que o IBCB 348 apresentou 2,29 x 10° conidios/grama de arroz. Neves
(1998) selecionando isolados para o controle de Cornitermes cumulans (Kollar, 1832)
(Isoptera: Termitidae) ndo obteve diferenga significativa entre o isolado E 9 com
rendimento de 1,54 x 10° conidios/g de arroz + fungo e os isolados ESALQ 1037,
ESALQ 1097 com rendimento de 3,37 x 10° e 1,04 x 10° conidios/g, respectivamente.

Essa diferenga no rendimento depende néo so do isolado usado como da sua
adaptacdo ao método de producdo. Também pode estar relacionado com o teor de
umidade, variacdo na temperatura da sala de incubacdo, diferentes condicdes de
armazenamento, niveis de contaminacdo, vigor do isolado, as variedades de arroz e

tempo de cozimento do arroz (Alves 1998). O acumulo de proteina bruta em certas
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variedades de arroz pode ser o fator responsavel pela diferenga no rendimento de
conidios, como observado para os isolados selecionados no presente trabalho quando
comparados em outros experimentos. Segundo Aradujo et al. (2003) esse teor de proteina
bruta ainda pode variar para as mesmas variedades quando submetidas a diferentes
condigdes ambientais.

Assim como em experimentos realizados no Estado de S&o Paulo, os resultados
encontrados no presente trabalho, quanto a avaliacdo da producgdo e viabilidade, o
isolado IBCB 425 de M. anisopliae, em laboratério, foi bastante promissor,
apresentando um bom rendimento de conidios/grama de arroz esporulado. Esse isolado
desde 2004 estd sendo produzido em escala comercial pela maioria das biofébricas e
usinas do Pais (J. M. Almeida, 2009 - dados ndo publicados).

Quanto a viabilidade dos conidios de M. anisopliae, 0 IBCB 425 apresentou
maior porcentagem de germinagdo (94,84%). Os isolados UFGD 22, IBCB 348 e
UFGD 28 apresentaram, respectivamente, 89,18; 89,46; 90,00% de germinacgéo (Tabela
I). Esses valores foram inferiores aos encontrados por Loureiro et al. (2005), sendo
observada a viabilidade dos conidios de M. anisopliae para os isolados IBCB 425 e
IBCB 348 de 99,33 e 99,29%, respectivamente.

O poder germinativo dos esporos é visivelmente influenciado, em caréater
negativo, pelo aumento de manipulagéo, o que implica em que a viabilidade dos esporos
é alterada em funcdo do tipo de preparo do fungo. Os baixos niveis de germinagao em
“arroz + esporos” moido em relacdo ao “arroz + esporos” sdo uma conseqiiéncia da
operacdo de moagem, a excessiva manipulacdo da matéria-prima e o aquecimento do
moinho acarretam prejuizos aos esporos (Cruz et al. 1985).

Batista Filho et al. (2003) observaram que o controle de M. fimbriolata com

M. anisopliae é influenciado pelos isolados utilizados, sendo que em experimento
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realizado, ficou evidente que houve diferengas entre os isolados produzidos, sendo
apenas o IBCB 425 o que mais produziu conidios em arroz pelo método de bandeja e
também o que apresentou maior capacidade de germinacdo em relagdo aos demais

isolados testados.
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Tabela I. Producdo média de conidios/grama de arroz esporulado e viabilidade de

isolados do fungo Metarhizium anisopliae (T=25+1 °C; UR= 70+10%; fotofase de 12

horas).
Tratamentos Producéo de conidios (x 10%) *-? Viabilidade (%) ¢

PL 43 1,11d 85,46 ¢
UFGD 05 1,37¢c 80,87 d
UFGD 03 141c 85,87 ¢
UFGD 22 156 b 89,18 b
UFGD 28 1,58 b 90,00 b
IBCB 348 1,75 a 89,46 b
IBCB 425 1,82 a 94,84 a

CV (%) 23,29 6.48

! Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si ao nivel de 5%

de significancia pelo teste de Scott- Knott.

2 Dados transformados em (x+0,5)"2.

3 Dados transformados em arsen (x/100)2.
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CONCLUSOES

A concentracdo de 1,0 x 10° conidios/mL de M. anisopliae provocou efeito
letal em menor tempo do que as demais concentracdes testadas;
O fungo M. anisopliae é patogénico para ninfas de M. fimbriolata; Os isolados

apresentaram diferentes niveis de patogenicidade para ninfas de M. fimbriolata;

O isolado IBCB 425 foi 0 que mais produziu conidios em arroz pelo método de

bandeja e apresentou maior capacidade de germinacao dos conidios.



