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EFEITO DAS RADIACOES GAMA E ULTRAVIOLETA EM ISOLADOS DE
Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN, 1883 E SUA UTILIZACAO

VISANDO O CONTROLE DA Diatraea Aacchq&aﬁié (FABRICIUS, 1794)

Luiz Carnlos de Almedlda

Dn. Ricarndo Bohrern Sgrnillo

Orientador

1. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito
dés radiacoes gama e ultravioleta em isolados do fungo Metar
hizium .anisepliae (Metsch.) Sorokin, e a utilizagao deste pa
togeno-visando-o controle-da:- broca-da canay--Diatraea sacchara =
.£is (Fabr.).

Foram conduzidos diversos experimentos nos labo
ratdrios de: Controle Bioldgico do IAA/PLANALSUCAR - Araras-
SP, Entomologia da ESALQ/USP e Radioentomologia do CENA-
ESALO/USP - Piracicaba-SP.

| Através dos padroes eletroforéticos, os isolados
foram reunidos em 2 grupos com zimogramas semelhantes: grupol
(SPL-3F, PL-2; PL-5 e PL-17) e grupo 2 (PL-7 e PL-28).

Com estes isolados, estudou-se o efeito da ra



2.

diagad gémé; utilizando-se uma fonte de Co-60, empregando-ée
doses de 25 a 800 krad. Através dos valores da DE-50 de cada
"isolado, determinou-se que a ordem crescente de resisténcia a
radiagéd gama foi: PL-17, PL-5, SPL-3F, PL-2, PL-7 e PL-28.

Da mesma forma, foi avaliado o efeito da radia
cao ultravioleta (2.537 X) na viabilidade dos. conidios, empre
gando-se tempos'de 20 a 90 segundosAde exposigéo. Calculando-
se as DE-50 dos isolados determinou-se que a ordem créscente
de resisténcia a radiagao ultravioleta foi: PL-17, PL-28,
PL-7, SPL-3F, PL-5 e PL-2.

Com os dados da DE—éO dos diversos isolados, pa
ra os dois tipos de radiagao, determinou-se que o efeito de
1 segundo da radiagéo ultravioleta equivale ao efeito de 2,41
krad da radiagao gama.

| Para determinar o efeito de doses de conidios
viaveis de M. dniéop@iae para o controle de ovos da broca da
cana, em condigGes de laboratorio, foram utilizadas quatro do
sagens, aplicadas nas posturas por imersao e por gota. Anali
sando a viabilidade dos ovos, sete dias apds a inoculagéo, de
terminou-se que as doses da ordem de lO6 conidios por postura
apresentaram aproximadamente 100% de eficiéncia no controle.

A patogenicidade do M. anisopliae foi estabele
- cida para ovos de D. saccharalis, de diferentes idades quando
inoculados uma Gnica vez, com concen'ragoes semelhantes do in

grediente ativo para dois produtos: técnico e formulado.

Através dos resultados obtidos, concluiu-se que



50% dos ovos podem ser colonizados pelo fungo com 3,72 dias de
idade para o produto técnico e 3,48 dias para o produto formu
lado, e que .os ovos com idade de i a 3 dias- apresentaram taxa -
de mortalidade superior a 79% para os dois produtos.

" Estudou-se também o efeito de diferentes dosa
gens de M. anisopfiae sobre larvas da broca da cana, em condi-
¢oes de laboratdrio. A mortalidade das larvas e pupas de D.
saccharalis apresentaram nos diversos trataﬁentos uma correla
cao positiva com o tempo, apds a inoculagao do fungo.

Através das equagoOes lineares obtidas, estimou-
se.a LT-50 para cada dose do fungo. Analisando a mortalidade
em fun956 das dosagens, determinou-se que a LD-50.para larvas
e pupaé de D. saccharalis foi de i,l X lO5 conidios/larva no
69 dia e de 5,5 X 104 conidios/larva no 99 dia apds a inocula
¢ao do fungo.

Para avaliar a aplicagao do M. anisopliae emcon
digoes de campo, foram realizados 2 ensaios, no primeiro efe
tuou-se -uma aplicagdo direcionada da suspensao de conidios so
bre posturas d; bfoca da cana e no segundo, a pulverizagao foi
realizadalsobre posturas previaménte colocadas nas folhas da
cana. As dQsagens utilizadas fqram de 100, 200 e 300 g de co
nidios/ha. Pelos resultados obtidds nestes ensaios, verifi
cou-se que a maséa foliar da cana-de-agiicar dificultou a depo.

sicao dos conidios sobre as posturas de D. saccharaldis.



2. INTRODUGAO

A cana—de-agﬁcar ocupa atualmente uma posigao de
destaque entre todas as culturas existentes no Brasil, princi
’palmente apds o incentivo de desenvolvimento que tem ocorrido
no principal programa para obtengao de combustivel, a partir
da bioconversao de energia, como alternativa para vencer acri
se energética. C

Para vencer este desafio & preciso transpor uma
série de barreiras, e entre estas, destacam-se os problemas
fitossanitérios que se constituém em fatores limitantes - da
produgao agricola e rendimento indusdfial. |

Na Regiao Centro-Sul do Brasil, a Diatraea sac

_charalis (Fabr., 1794) constitue-se na praga que ocasiona oOs

maiores danos econdmicos na cana-de-agicar. O método de con



trole mais utilizado e recomendado para a principal praga
da cana-de-aglicar no Brasil atualmeﬁte €& o Controle Integrado,
porém o programa baseia-se principalmente, no Controle Biold. -
gico, com a utilizagao dos seus.inimigos naturais, através da
criacao massal dos parasitos Apantelfes {fLavipes (Cam., 1891),
Metagoniétyﬂum minense Towns., 1926 e Paratheresia claripal
pLA .Wulp:, 1896, uma vez que ja foi comprovado que o contro
le quimico & invidvel, face aos baixos Indices de eficiéncia
obtidos, além de que a utilizacao de inseticidas pode compro
meter a populagao de predadores e parasitos, que exercem um
controle  natural eficiente nas diversas fases do inseto, po
dendo provocar um desequilibrio bioldgico e consequentemente,
um aumento na incidéncia da broca.

Na busca de novos agentes bioldogicos controlado
res da broca.aa cana, ALMEIDA e ALVES (1982) efetuaram bioen
saios visando provar a patogenicidade do Metarhdizium aniso-
pLiae (Metsch.) Sorokin e obtiveram 100% de controle para
larvas de D. saccharalis, possibilitando a utilizacgao deste
patdogeno para incrementar o controie bioldogico desta importan
te praga,

No Nordeste do Brasil, o fungo M. anZAopEiae é
largamente utilizado no controle da cigarrinha da folha, Ma-
hanarva posticata (Stal, 1855). | |

Este fungo & também utilizado no controle das
cigarrinhas das pastagens, principalmente para as espécies

Deois flavopicta (Stal, 1854), Zulia entrerniana (Berg.,1879)



e Aeneolamia selecta (Wlk., 1868), visando avpreservagao do
ambiente e inimigos naturais. |

Apesar da larga utilizagao«dowM. andisopliae nos
'programas de controle biolégico,de diversas pragas, existe'
também a neceSsidade debavaliar a eficidncia destes isolados,
estabelecer parémetros de comparag§o eﬁtre eles, caracterizan -
do-os e selecionando-os com vista a sua utilizagﬁo.

As radiagGes gama e-ultravioléta podem ser uti
lizadas ém estudos de melhoramento de patdgenos. Com relagao
~ao M,_aniéopﬁiae, diversos autores como TINLINE e NOVIELLO
(1971) . SANTOS (1978) e OKINO et alii (1978), determinaram do
ses destés radiagOes visando a produgao de mutantés.

| Existe um grande‘inferesse em se estabelecer 6
efeito da radiagao ultravioleta sobre patdgenos e a equivalén
cia com outras radiagoes, uma vez que esta rédiagao_ segundo
' ROBERTS e CAMPBELL (1977) e ALVES (l980) € o principal compo
nente atuante. da luz solar, responsivel pela instabilidade dos
fungos em condigdes de campo.

A pfesente peéquisa teve por objetivo determi
vnar o efeito das radiagoes gama é ultravioleta sobre isolados
de M. anisopliae, caracterizar os isolados, determinar a pato
genicidéde do fungo sobre ovos e larvas de D. saccharalis e
desenvolver uma metodologia para avaliar a aplicagao." deste,

-fungo em condig¢des de campo.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. ﬁtilizagéo do Meta&hizium anisopliae no controle de

insetos

_ Osrproblemas fitossanitarios cohsfituem fatores
limitantes & produgao e a qualidade dos produtos agricolas em
todas as culturas. Para vencer esté barreira, diversas méd;
das tem sido pesquisadas e emprégadas. Dentre estas,ﬁ)contrg
le biolégiéé de insetos por fungosjpntomopatogénicos vemk ten
do grande importancia.

ROBERTS e YENDOL (1971, afirmam que existem mais
de 36 diferentes géneros de fungos que possuem espécies que
causam doengas a insetos.

Segundo BALFOUR-BROWNE (1960), entre os microor
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- ganismos enfomopatogénicos, o mais estudado e utilizado ~em
prbgramas de controle & o M. aniéopliae. A primeira experién
cia significativa com este fungo foi realiéada no ano de 1880,
quando Metséhnikoff constatou e isolou M. anibopkiae.de besou
" ros barasitados dé espécie Aniébbﬂiae austrhiaca (Hbst.) e pas
sou a produzir'e utilizar este fungo no combate a outros'insg
tos quo CZeonuA punctiventni£ Germ., praga da'beterraba.
| DE BACH (1968) citou em seu trabalho, que no ano
de 1897 Koebele fez os prlmelros trabalhos praticos com o.
fungd Metarhizium sp. nos Estados Unldos. |

. O fungo M, énibopziae, segundo FARGUES et alii.
(1975) pdde atécar'cerca de 204 espééies de insetos. No Byé'
sil, este’patégeno vem sendo ﬁtilizado, cém ,bons'fesultadps,
para o confrolé’de cigarriphaé da cana—de-agﬁéar7h6 ]Nordesté
e cigarrihhas'das pastagensvna regiao Centro-Sul. |

| Segundo MARQUES (1981) a area total de- cana tra
' fada por este fungo em 1980, pelo IAA/PLANALSUCAR, , abrangen
:dd'stEstados‘dé Alagoas, Pernambuco, Péraiba é ﬁio Grande do
~.Norte, foi.de 101.105 hectares, consegulndo 'mortalldade ~de
'23° de ninfas e 40% de adultos na populagao de M, poAthaIa,n 
constituindo-se no_pr1nc1pal metodO-de controle desta‘praga,

o M. anisopliae & também utilizado péra'or’ con

trble das cigarrinhas das pastagens dos géneros Deois e Zulia,
‘ apresentando resultados bastante controvertidos,. proVavélmeg*
te 'por nao ;e considerar detalhes como utilizacgao de ‘1801§

- dos a partlr de material provenlente da regiao, assim como,



formulagoes e dosagené adequadas.

Assim, PACHECO e BERNARDES (1976) testando 3 do
sagens de M. andisopfiae contra Z. entrerdiana no Espirito Sagﬂ
to nao obtiveram resultados positivos, pela falta de umidade
na época de aplicagcao do fungo. SILVA e MAGALHAES (1980) tra
balhando com 2 isolados de M. anisopliae nas:quantidades de
1.000, 500 e 250 g de massa fingica/ha, na formulagao pd seco,
para o controle de Deois incompleta (Walk.) nao obtiveram re
sultados satisfatorios, porém nao informaram no trabalho a
guantidade de conidios existentes nas diversas doses emprega-
" das. |

. ' Por outro lado, VEIGA (1979) obteve excelentes
resultados no controle de A. sefecta em Pernambuco, atingindo
niveis de 65 a 96% de eficiéncia.

i.VENTURA e MATIOLI (1980) relataram uma epizoo
tia de M. aniéopﬂiae em condigoes naturais, sobre os generos
lulia e Deois no Estado de Espirito Santo.

Sobre a patogenicidade do M. anidopliae em ou
tros grupos de insetos no Brasil, VENTURA et alii (1980) fa
zem referéncia ao controle de Metamasius hemiptenus (Linn.)
em condigoes de laboratdrio, obtendo uma mortalidade de 97,7%.
PEREIRA et alii (1981) referiram—-se ao controle de larvas de
Musca domesiica Linn. com uma mortalidade de 56%, causada pe. -
lo M, andisop’iae.

NAVES (1981 b) testando a patogenicidade do M. an{

sopliae sobre percevejos da’soja obteve mortalidade de 70 a
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100% para adultos e ninfas de 29 e 49 Instares.de Nezara vird
dufa (Linn.). Para PLlezodorus guildind (West.) a mortalidade
foi de 80% pafa adultos, 40% para ninfas de 19 eétédio e 100%
para ninfas de 39 estédio.‘
| Em S3ao Paulo, MACEDO et alii (1977) em trabalho
de campo,:comprovaram a eficiéncia doer anisopliae no contro
le da cigérrinha da réiz, Mahdna&uq fimbriolata (Stal) praga
da déna—de—agﬁcar. o
ALVES (i982) apliéou 100 g de conidios de M.
anisopliae, isolado SPL-3F, por hectare, apresentandé 6 X 109-
conidibs/grama e obteve um controle de 60% de adﬁltos de .
5£avdpicta. |
A primeira referéncia.sobre o M, dn{AopZiae co
lonizando Diatraea SpPP., foi feita por GUAGLIUMI et alii (1974)
em areas de céna—de—agﬁcar submetidas ao tratamento com o fun
go para o controle de cigérrinhas. Posteriormente, ALMEIDA
e ALVES (1982) efetuaram biotestes, visando determinar a pato
genicidade do M. andisopliae para D. saccharalis. Os autores
obtiveram uma mOrtalidade da ordem de 100% para larvas dé
broca da cana, quando inoculadas por "rolamento", em uma quan
| tidade de 106 conidios por larva, caracterizando o M. andiso
pﬂiae'éomo um possivel agente contfoladér e sugerindo o seu

uso em programas de controle bioldgico.
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3.2._”Fatores que interferem na produgcao do fungo Metarhi

zium andsopliae

Durante a fase ae'produgao de fungos entomopato
génicos, inGmeros fatores podem interferir na qualidadé e
quantidade dos conidios, prihcipalmenté quando o patdégeno & .
produzidb.massalmente.

Muitos trabalhos foram desenvolvidos nestes al
timos anbs, com o objetivo de esclarecer a atuagao dos parame
tros bésicos necessarios para a producao destes fungos.

Assim, GUAGLIUMI et alii (1974) produziram em
média 15 a 20 g de conidios de. M. anisopliae utilizando 100g
de arroz como substrato e obtiveram um miximo de atd 25 g de
conidios.

VILLACORTA (1975) recomendou a técnica para pro
"dugcao massal do fungo M. andisopliae em graos de arroz, por
outro lado, BARNES et alii (1975) estﬁdaram o crescimento e
esporulagao do M. andisopliae em meio»liquido com varias fon
tes de peptona; visando facilitar é aumentar a producgao de
conidios.

VILLACORTA (1978) determinou o efeifo da témpg
ratura e nutricao sobre o desenvolvimento de varios isolados
de M. anisopliae, utilizando-se da tZcnica do "crescimento ra.
dial", observando que a temperatura Ctima de desenvolvimento -
do fungo foi de 289C, sendo que temperaturas acima de 30@cC

prejudicaram o desenvolvimento, e abaixo de 79C inibiram o
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crescimento.

MATTA e OLIVEIRA (1978 a) realizaram estudos para
determinar o efeito da luz na esporulagao do M. anisopliae, e
demonstraram que existe uma correlagao positiva entre estes
parametros e que & necessario um fotoperiodo minimo de 144
horas apds a inoculagao.

ALVES (1980) avaliou em seu trabalho, o contro
le microbiano de insetos e afirmou que os fatores fisicos co
mo temperatura, luz e umidade podem afetar sensivelmente a
produgéé e também a qualidade dos fungos.

ALVES et alii (1980 a) estudaram o efeito de luz.
de diferentes cores sobre o desenvolvimento de M. anisopliae e
determinaram que os conidios produzidos sob efeito da 1luz azul
apresentarémjse mais patogénicos quéndo testados em larvaé de
Galleria melfonella (Linn.). |

MARQUES et alii (1981) elaboraram um manual com
orientagoes técnicas para produgao do fungo entomdgeno M, ani
so0pliae, apresentando a metodologia de produgao, custo das
instalagoes, equipamentos e pessoal necessarios para inocula
cao média de 500 unidades/dia, utilizando o arroz como subs
trato.

TAVEIRA NEVES e VIEGAS (1981) estudaram a in
fluéncia da temperatura na patogenicidade de M. andisopliae
utilizando 5 isolados diferentes, concluindo que o fungo re
siste perfeitamente a -109C por longo periodo,_entretanto,peg

de sua patogenicidade quando submetido a bruscas mudancas de
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temperatura évmorre quando conéervado por alguns dias a tempe -
ratura de 409C.

Por outro lado, VIEGAS e TAVEIRA NEVES (1981)
estudaram também a influéncia da luminosidade e da temperatu
ra ﬁo desenvolvimento de M. anisopliae em condigdes de  labo
ratério, e concluiram que existem cepas com-esporulagdo  nor.
mal na auséncia‘de luz e com a mesma patogenicidade, e também
que a températura pouco influenciou no crescimento micelial e
na esporulacao, variandd entre 15 a 30<C.

' ALVES et alii (1983) determinaram os>efeitos da

luz-e temperatura no desenvolvimento ‘e esporulagao do isolado

SPL-3F de M. .anisopfiae e concluiram que a temperatura de
289C e fotoperiodo de 16 horas de luz foram as mais favoré
veis.

Segundo ALVES 119805, o efeito das radiagSes so
bre os patdgenos pode ser estimulante, nao afetar oﬁ ser pre
judicial, dependendo do tipo de.microorganismo, da fase de de
senvolvimehto e da quantidade de radiagao empregada.

TINLINE e NOVIELLO (1971) realizaram a rirradi_a_
cao do fungo M. anisopliae com luz ultravioieta, visando a
produgao de mutantes.

Posteriormente, SANTOS (1978) estudou a influén
cia de diversos fatores no crescimento, germinagao e produgao
de conidios de M. andisopliae e observou que as radiagoes ga
ma e ultravioleta podem ser utiiizadas como agéntes mutagéni

cos, empregando—se'32 krad de radiagao gama e um tempo " de
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exposigéo igual a 2 ‘minutos e 40'segundos de radiagao ~ultra
violeta, sendo que a sobrevivéncia dos conidios para as doses
empregadas yariou de 1 a 5%.

OKINO et alii (1978) estudaram a sobrevivéncia
de M. anisopliae e duas‘espéciés de Aspengillus & radiacgao ga
ma e ultrévioléta e determinaram que os raios gama sao mais
efetivos em causar letalidade no fungo M. anisopliae, pois do
ses maiores que 20 krad causaram mortalidade de conidios su
perior a 90%. Com relacdo a luz ultravioleta esta mostrou-se
apropriada para estudos genéticos e de melhoramento, utilizan
do—se.de'O,S a 8 minutos dekexposigao a esta radiagao.

| ZIMMERMANN (1982 a) estudou em condi¢Bes de la
boratorio, o efeito da luz solaf na viabiiidade de conidios de
M. anisopliae, expondo o»fungo a uma luz solar artificial.

| Através dos resultados, determinou-se que foram’

- necessarios 1 hora e 40 minutos de irradiagao para inviabili
zar 50% dos conidios, incubando-os apds a irradiagao a 25°C
e no  escuro, por um periodo de 24 horas. Quando se utilizou
um periodo de 48 horas, nas mesmaé condigGes anteriores, o
tempo de irradia@éo para inviabilizar 50% dos conidios foi de
2 horas e'45 minutos.

Com respeito a oufros fatores, ALVES (1978) es
tudou o efeito tdxico de defensivos "in vitro" sobre - patdge
nos de insetos e observou gue Os mic:roorganismos se comporte
ram diferentemente em relagao aos inseticidas. Para o fungo -

M. anisopliae, com excessao do Parathion ethyl a 10.000 ppm,
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todos os demais defensivos apresentaram acao fungistatica so
bre os conidios.

MATTA e OLIVEIRA (1978 b) verificaram a compati
bilidade do fungo M. anisopliae com o inseticida Malatol 50E,
visando diminuir o custo operacional e também'utiliZaf esta
associagao dos produtos principalménte'nas areas de focos de
cigarrinhas daslpastagens, evitando a disseminagso da praga
e‘estabelécendo a dispersao dp fungo. Os autores conclﬁiram
gue nao houve perda de viabilidgde e patogenicidade dos coni
dios, ufilizando—ée baixas éohcentragaes dos produtos.

HADDAD e MESSIAS (1579) determinaram a Linfluég
cia de espalhantes adesivos e inseticidas nabgerminagao e de
senvolvimento de M. anisopliae, e entre os produtos testados
o Novapal e Sandovit foram os que apresentaram melhores resul -
tados, sendé'os mais compativeis'cém o fungo.

) CORREIA et alii (1979) estudaram os efeitos de
M. anisopliae associado ao Maléthion para o Cbntrole das ci
garrinhas das pastagens e concluiram que a interagao torna-se
benéfica e eficiente quando,se utiliza o inseticida em subdo
sagens.

Com relagao a.compatibilidade do fungo a herbi
cidas, ALVES et alii (1980 b) avaliaram o efeito de divérsos
produtos utilizados em cana-de-aglcar e pastagéns sobre o fun
go M. anisopliae e concluirara que ap«nas o herbicida Picloram
+ 2,4 D permitiu o desenvolvimento do fungo, porém reduziu a

sua esporulagao.
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CARNEIRO et alii (i980) também avaliaram o efei
to de herbicidas e inséticidas,sobre M, anisopliae, e determi
naram que o crescimento do fungo foi menos afetado por Ambush, -

Furadan e Gesatop, enquanto que Ronstar e Carbaril inibiram a

esporulagdao e o DMA-6 ndo permitiu o crescimento das coldnias.
3.3.  Caracterizacgao de isolados de Metarhizium anisopliae

Na maioria dos casos a‘classificagao de fungos
entomopatogéﬁicol €& baseada em critérios morfoldgicos.

FERRON (1978) salientou em seu trabalho a‘ne¢e§
sidade de estabelecer novas técnicas para a caracﬁerizagéo e
selegab de "strains" de fungosApafogénicos a insetos;

MESSIAS et alii (1978) estudaram também alguns
aspectos bioiégicos de 11 isolados de M. andisopliae visando o
controle bioldgico das cigarrinhas das pastagens, agrupando-
os em 5 padroes eletroforéticos e através da radiagao ultra
violeté,como agente mutagénico, obtiveram mutantes para produ
cdo de vitaminas e aminodcidos. :

Posteriormente, MESSIAS e AZEVEDO (l98l) reali
zaram a céracterizagao e separagao de linhagens hépléides e
,dipléides de M. andisopliae, citando éste tipo de infbrmagéo
de extrema importdncia para estudos e biologia, genética e
utilizagéordo mesmo no controle biolégico de insetos. Estes
_autoreslestudaram 20 isolados, sendo 17 haploides e 3 diploi

des, provenientes de reprodugao parasexual. A caracterizagao
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foi avaliada’pelo tamanho dos conidios, produgao de amilases,
sistema de eletroforese, produgao de quitinase, lipases, -prg
teases, produééo de conidios, reéisténcia a uitravioleta e ou .
tros inibidores de crescimento em diferentes maios de cultg
ra. Esta caracterizagao permitiu comprovar a alta variabili
dade que ocorre dentro da espécie e consequentemente a grande
potenciaiidade existente para“o melhoramento genético de M.
anigopﬂiae;

ALVES (1982) realizou a caracterizagéoi padroni
zagéo e produgao de 9 isolados de M. anisopliae vprovenientés
de diferentes regiodes do Brasil, através das caracteristicas
morfoldogicas das éolénias, produgao, viabilidade etamanhodoé
conidios e bioensaios com G. meflonella e D. saccharalis, ela
borandd um perfii para cadé isolado, baseando-se no padeo
eletroforétiéo'é nas caracteristicas.‘biolégicas - estudadas.
Q isolado SPL-3F foi adotado como padrao para os Atestés de
patogenicidade e agressividade, correspondendo a 1.000 wunida .
des pad;éo de poténcia (UP) em G. mellonella, equivaléntes a
54% de‘moytalidade em cigarrinha D. 5£abopicta.

SOZA GOMEZ (1983) também realizou estudos de ca
racterizagao e padronizagao de 11 isolados de M. anisopliae,
procufando sélecionar.os mais produtivos e patogénicos, visan
~do é sua utilizagao no controle microbiano de insetos. A «ca.
racterizagac fundamentou-se em produgdo, tamanho dos conidios,
aspectos morfoldgicos, crescimento das coldnias, produgao em

. v o
meio de arroz e resisténcia a luz ultravioleta (2.537 A). Os
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insetos utilizados nos bioensaios foram D. Aaccharalis, G.
mellonella e Tenmebrio moliton Linn., concluindo ' que a linha
gem SPL-52T apresentou menor suscetibilidade & radiacao ultra
violeta, maior produgao de conidios em BDA e arroz e alta Vi

ruléncia para os 3 insetos testados.

3.4. Aplicagao do Metarhizium anisopliae em condigOes de

campo

De uma maneifé geral, tem—ée dado énfase aos es
tudos de dosagens, determinagao de racas e épocas -de  aplica
¢cao,” porém pouco tem sido realizadé sobre métodos para ava
liar a aplicagao de fungos.

" Assim, SMITH e BOUSE1(1981) apresentaram em seu
trabalho, muitas consideragoes szre a aplicacao de patdgenos,
especificamente para bactérias e virus e salientaram que, ape
sarydos programas de controle microbiano de insetos terem apre
sentado um'avango nos ultimos anos, provavelmente menos que
1% das pesquisas sao relacionadas com avtecnologia de aplica
cao.

Entretanto, este aspecto deve ser abordado com
maior importancia, uma vez que, tratando-se de um controlador
bioldgico, o conhecimento de sua disitribuicdo e deposigio sdo
Aparémetros importantes para aprimora: sua eficiéncia.

Quanto a aplicagéo'em campo, WALSTAD et alii

(1970) pesquisaram a persisténcia do fungo M. anisopliae - so.
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bre varios substratosrhaturais e concluiram que os conidioé
n3o germinaram em solo natural e humus, embora permaneceésem
vidveis por uma semana. Apesar dbs conidios perderem sua via
bilidade em éondigGes de campo, no laboratdrio permaneceram
viaveis por um periodo de quatro meses. Porém, segundo FER
RON (1976) os conidios de M. anisepliae expostos em solos nao
estéril, pelo periodo de 7 a 40 dias, germinaram quando trans
feridos para um meio estéril em condigbes de laboratdrio.
. ' OLIVEIRA (1979) estudou a sobrevivéncii de M.
anisepliae em 5 amostras de solo, utilizando-se 3 diferentes
forrageiras e deterﬁinou que os efeitos da rizosfera sobre a
populagao de Mg anisepliae e buﬁros microbrganismos foram
mais negativos em solos cujas plantas apresentaram-se em pe
riodo de floragao. | |
| Posteriormente, CORREA (1982) estudou o efeito
da luz ultravioleta na germinagab de conidios de M.anisepliae
em dois tipos de solcsbdiferentes, e conciuiu que en soios
arenosos a sobrevivéncia dos conidios do fungQ € maior dé que
em solos argilosos. | V _
| Segundo ROBERTS e CAMPBELL (1977) em condigdes
de ambiente apropriado tais como: alta umidade (90 a 1008),
temperatura moderada (2475 309C), auséncia de luz ultraviol§4
ta, o solo rode ser um excelente habitat para o M.anisepliae.
Neste meémo +rabalho, os autores trabalharam com conidios do
fungo em suspensoes, expostos sqb lﬁz solar direta e luz ng

lar filtrada através de vidro, e indicaram que o elemento
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responsavel pela mortaiidade dos conidios foi absorvido pelo
vidro, sendo provavelmente a luz ultravioleta.

| ALVES (1980) cita em seu trabalho a luz solar
~como a responsavel pela instabilidade dos fungos em condigoes
de‘campo,‘sendo a luz ultravioleta o prindipal componente
atuante.

VILLACORTA e PIZZAMIGLIO (1981) trabalharam com
o isolado CM-14 para D. {Lavopicta, sob diférentes concentra
¢oes de conidios e uma viabilidade média de 85%, e concluiram
que a DL-50 éstimada foi de lO7 conidios/ml. Com estes dados
foi possivel estimar que para aplicagoes a alto volume, sao
necessarios aproximadamente 4 .a 5 kg de conidios ?or hectare.

NAVES (1981 a) trabalhando com o isolado E-9 de
M. anibapﬂiag sobre cigarrinhas das espécies D. {Lavipicta e
l. entherdiana verificou uma alta mortalidade destes insetos
nas areas tratadas com o fungo.

BARBOSA et alii (1977) estudaram a flutuacgao
popuiacional da cigarrinha da cana, M, posticata, e determina
ram que o contéolé médio anual por M. anisopliae foi cerca de
31,30% em-adultos e 7,70% em ninfas.

ALVES et aiii (1982) avaliaram a capacidade de
disperséb do M. anisopliae durante a fase de epizobtia do fun
go em cigarrinhas da folha da cana-de-aglcar, Mahanarva POSTL,
cata, no estado de Alagoas, e concluiram que durante esta fa
_se foram produzidos 4,9 kg de massa de conidios por hectare

em funcao das formas biolbgicas coletadas.
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4. "METODOLOGIA
4.1. Material
4.1.1. Isolados do fungo Metarnizium anisopliae

Os isolados do fungo foram obtidos no laboraté
rio de Patologia de Insetos do Departamento de Entomologia da
ESALQ/USP, Piracicaba-SP. |

A denominagao dos isolados de M. anisopliae foi
proposta por ALVES (1982), e suas procedéencias, hospedeiros e.
datas de coleta sao apresentadas na TABELA 1.

Os isolados foram purificados em 3 repicagens
sucessivas e produzidos sobre meio de cultura a 269C e foto

periodo de 16 horas, cuja descrigcdo das coldnias encon -
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Tabela 1: Denominacao dos isolados de Metarhizium andisopliae,

procedéncias, hospedeiro original e datas de cole
ta.
‘Hospedeiro Data de
Denominagao Procedéncia
: * original coleta
SPL-3F " Estancia Umbu Deois {Lavopicta
Indaiatuba-SP (Stal!} 15.03.81
PL-2 Sumauma Mahanarva gimbriolata*
- Maceid-AL (stal) -« - 20.05.80
PL-5 Santa Tereza Mahanarva {§imbriolata*
Goij.ania-PE (stal) 16.04.81
PL-7 Usina Pumati Mahananva posticata
Joaquim Nabuco-PE (Stal) 07.05.81
PL-17 Fazenda Santa Cruz  Mahanarva posticata
Campos-RJ (Stal) 22.05.81
PL-28 Fazenda Santa Cruz Mahanarva posticata
Campos-RJ (Stal)

25.06.81 .

(*) Fungo obtido em tubos de cultura.
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tra-se na Tabela 2.
4.1.2. Meio de cultura

O meio de cultura empregado foi o BDA mais anti
bidtico, utilizando-se 200 g de batata,'lS g de dextrose e

0,5 g de Acromicina por 1litro.
4.1.3. Inseto utilizado \

Utilizaram-se ovos e larvas‘de D. Aaécha@akié,
- obtidas no laboratdrio de Controle Bioldgico do IAA/PLANALSU
CAR,lAraras-SP.

| .As larvas utilizadas foram sempre de ultimo ins

tar ou também chamadas de pré-pupas.

4.1.4. Equipamentos

-'Irradiador Gama (fonte ae Cobalto}— 60), mode
lo GAMMABEAM-GSO, com atividade de 10.149 Ci em abril de 1982.
~ = Estufa incubadora para BOD modelo 095E, marca

FANEM, com regulagem de temperatura e fotoperibdo.
- Camara asséptica de fluxo vertical, marca VE
CO, modelo VLFS-09, qué proporciona. condigoes de asstsia na
transferéncia dos meios de cultura, isolamentos e inoculagdo

dos conidios.
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Tabela 2: Descricdo das coldnias dos diferentes isolados de
Metarhizium anisepliae utilizados, que se desenvol

veram a 269C e fotoperiodo de 16 horas.

Isolados Caracteristicas morfoldgicas das colodnias
SPL-3F rasa com esporulagao normal
PIL-2 "~ rasa com centro pouco elevado,.esporulacao normal
PL-5 rasa com centro pouco elevado, esporulagao normal
PL-7 pulvinada, com esporulacao regular

S :
PL-17 ' rasa com centro pouco elevado, esporulagao normal

PL-28 pulvinada, com esporulagao normal




- Camara de Neubauer e microscopio utilizados
na contagem do hﬁmero de conidios nas suspensoes de agua com
espalhante adesivo.

- Microscopio estereoscopico, marca WILD, para
céntagem dos ovos de D. saccharalis. -

- Balangca METTLER, modelo H-10, utilizada na pe
sagem de conidios do fungo.

- Camara dg Irradiagao ultravioleta que, consis
te de uma caixa de papelao com as dimensoes de 37 cm de largu
~ra, 45 cm de comprimento e 35 cm de altura, equipada com 1lam

o
pada germicida G15-T8, com emissdao de radiacao de 2.537 A de

comp;imento de onda. A distincia do bulbo da lampada as pla
cas irradiadas & de 30 cm, conforme Figura 1.

..’- Outros materiais: peneiras Tyler USS com .mg
lhas de 0,210 mm e 0,297 mm,'placas de Petri, alcga de platina,
alca de Drigallsky, baloes volumétricos, pipetas, erlenmeyer,
pingas, becker, pipeta automitica de duplo est@gio modelo Pi
pemat de 10 microlitros, papel sulfite, algodao, alcool, agua
destilada, Agral, tubos de cultura, instrumental para eletro

forese a-esterase, papel filtro e pulverizador costal JACTO,

bico D2.
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30 cm

Figura 1: Camara de irradiacdo, equibada com lampada ultrgl'
violeta (2.537 A). a) placas de Petri com meio
BDA, onde foram inoculados conidios de Metarlhdézium

. - anisopliae. - b) bulbo da lampada.
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4,2, Metodos

4.2.1. Zimogramas para a-esterase dos isolados de

Metarhizium anisopliae

Os zimogramas foram obtidos com a dolaboragéock:
Dr. Raul Machadd Neto, do Departamento de Zoologia da ESALQ/
USP, Piracicaba-SP.

Foram utilizados 80 mg de conidios, provenientes
de culturas puras, maceraddé em 2 ml de dgua deionizada, man
tendo-os a uma temperatura proxima de 09C. A amostra foi cen
trifugada a %.000 rpm, durante 3 minutos. Com o sobrenadante
foi preparada uma solugéo de sacérose a 10% e 100 microlitros
desta solucao foram transferidos para o tubo contendo gel de
poliacrilamidé (7,5%), sob uma voitagem de l,5me/tubo.

A A revelagao de iso-enzimas de o-esterase foi rea
lizada em solugao de o-naftil acetato e "fast blue", em tam
pao . fosfato ph 6,0 e lavadas posteriormente com solugao de
etanol, acido acético glacial e agua, na proporgcao de 5:1:5,
respectivamente, sendo entao, esquematizadas as bandas eletrg

foréticas. - -

4.2.2. Determinacao do efeito da radiagao gama so
bre os diferentes isolados de Metarhizium

anisopliae
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Os isolados de M. anisopfiae utilizados no ég
saio para determinar'a.atuagéo da radiacdo gama (emissor Co-
60) na viabilidade dos conidios foram: SPL;3F, PL-2, | PL-5,
PL-7, PL-17 e PL-28.

ApOs a purificacgao dos diferentes isolados, os
conidios foram transferidos para placas com BDA, em uma dquan
tidade eqﬁivalente a 2 alcgas de platina/placa, acrescentando
10 microlitros de uma solucao de agua esterilizada e Agral
a ls. |

v

O fungo foi dlstrlbUldO na placa através de uma
algacﬂaDrlgallskl, sendo preparadas 2 placas para cada isola-
do e para cada dose de radlagao.

A irradiagao foi realizada no Setor de Radioen
tomologia do Céntfo de Energia Nuclear na Agricultura, Piraci
caba-SP.

Os.tratamentos equivalentes as doses de '"radig
cao gama testadas foram: 25 krad, 50 krad, 100 krad, 200 krad,
400 krad e 800 krad, colocando-se as placas a uma distancia de
24 cm daé fontes no eixo central a uma téxa de doée de‘ 310,5
krad/horavé testemunha.

| Apds a irradiacao, as placas foram colocadas em
uma sala com temperatura de 289C e fdtoperiddo de 12 horas.

Cada placa foi dividida em 3 setores péra conta
gem dos conidios germinados e nao germinados, constituindo as
sim, 6 repet1§oes (6 setores) para cacda dose tratada.

A contagem dos conldlos foi reallzada 24 horas
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apds a irradiagao_com auxilio de um microscépio, contando-se
separadamente os conidios germinados e nao germinados, ate
que o numero de um deles atingissé 200, encerrando-se assim,
a contagem da repetigao.

Poéteriormente, foi calculada a porcentagem de
viabilidade dos conidios para andlise de variancia e confron
to das médias pélo teste Tukey;

Os dados de.porcentagem de viabilidade dos cOni
dios foram correlacionados. com as respectivas doses de radia -
cao gama}-para determinar é‘dose equivalente que causou morta
lidade em 50% dos conidios dos isolados de M. andisopliae
(DE-50) .

Atrayés dos valores médios de porcentagem de
viabilidade, transformados em Arc Sen v %/100, dos isolados
e utilizando-ée como padrao ® isolado SPL-3F, determinou-se a

razao de viabilidade dos isolados, empregando-se a formula:

Razao de viabilidade do isolado em teste % 1.000

- viabilidade viabilidade do isolado padrao SPL-3F
4.2.3. Determinacao do efeito da radiagao ultravio
leta sobre os diferentes isolados de Metax

hizium andisopliae

Os isolados de M. anisopliae utilizados no en
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saio para determinar a atuacao da radiacao ultraviolefa na
viabilidade dos conidios foram: SPL-3F, PL-2, PL-5,  PL-7,
PL-17 e PL-28. o
A metodologia de inoculagao dos conidios dos iso
lados foi idéntica ao ensaio anterior, com 5 ﬁlacds ou repeti
¢Oes para cada tratamento. |

A irradiacao foi realizada no Departamento de
Entomologia da ESALQ/USP, Piracicaba-SP.

Os tempos de exposigao dos conidios a radiagao
'foram de: 0, 20, 30, 35, 40; 45, 50, 55, 60, 65, 75 e 90 se -
gundos, utilizando—se uma camara de irradiagao conforme a Fi
gurahl. Apds a irradiacao, as placas foram mantidas a uma
temperatura de 289C e fotoperiodo de 12 horas.

GA,A contagem'dos conidioélfoi,realizada utiliéag
do-se a mesma metodologia embregada para a radiagéo’gama.

Calculou-se a posteriormente, a porcentagem de
viabilidade dos conidios para analise de variancia e confron
to das médias pelo teste Tukey.

Os dados de porcentagem de viabilidéde'dos coni
dios foram correlacionados com Os respectivos tempos de irra
diagao ultravioleta, para determinar a DE-50 dos isolados.-

A razao de viabilidade dos isolados para a fg
diagao ultravioleta foi determinada wutilizando-se a mesma me

ma metodologia empregada para a radiagao gama.
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4.2.4. Efeito "in vitro" do Metarhizium anisopliae
' sobre ovos da broca da cana-de-aglicar, Dia

trhaea saccharalis

0] bioensaio desenvolveu-se no laborétério . de -
Controle Eiolégico do IAA/PLANALSUCAR, Araras-SP.

‘As posturas de D. §acchana£i4 com um dia de ida
dé, obtidas em papel sulfite,.foram recortadas individualmen
te com 1 cm® de &rea e ap6§~a contagem dos ovos, foram acondi
cionadas ém caixas plasticas férradas com papel filtro e algo
daovemedecidos com agua destilada. |
| " Para separacao dos conidios do isolado SPL-3F,
foi utilizaﬁa uma peneira Tyler-USS com - malha de 0,210 mm;v
Poéteriormente, para o preparo da suspensao, colocou-se um. .
peso conhecido de conidious em um balao volumdtrico de 50 ml,
completando-se o volume com égua destilada e espalhante‘Agral
na proporcao de 2 gotas por litro. |

| Neste bioensaio foram desenvolvidos 3 experimeg
tos. No experimento 1, a inoculagao foi feita por imersao e
nos experimentos 2 e 3 por éota, colocadas sobre a postura.

As festemunhas foram tratadas com agua desti
lada, mais espalhante Agral, na mesma proporgéo indicada no
preparo das suspensoes.

| Nos experimentos 1 e 2 partiu-se de duas suspen

5 i ' ~ , 7
soes de conidios, de concentragdes aproximadas de 6 x 10° coni
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dios/ml e 2 x lO6 conidios/ml. A primeira dosagem foi empre
gada nos tratameﬁtos T-1 (imersao) e T-3 (gota) e a segunda,
nos trétamentos T-2 (imersao) e T;4 (gota) s

No experimento 3‘empregou-sé a dosagém 5,2x106
conidios/ml no tratamento T-5 e a dosagem-2,5 X 105 conidios/
ml no tratamento T-6. Objetivando o emprego de uma medida
mais pratica, estas dosagens foram tfansformadas em numero de
conidios por postura e os respectivbs tratamentos, com sﬁas
éoncentragaes correspondentes acham-se na Tabela 3. \

_ Foram utilizados dois tipos de posturas: trata
das segundo'metodologia utilizada pelo IAA/PLANALSUCAR (con
forme DEGASPARI et alii, 198l1) e nao tratadas, para Verificar
a agdo dos anticontaminantes na germinagado dos conidios de
M. anisopliae.

O numero de posturas variou para cada experimen
to, seﬁdo 15 (vma por caixa) pafa oiexperimento 1; 20 (quatro
por caixa) para o experimento 2 e 25 (uma por caixa) para o
experimento 3. |

No terceiro experimento, apds a determinagao de
ovos viaveis, 97 larvas vivas foram coletadas e colocadas em
tubos com dieta de HENSLEY e HAMMOND (1968), modificada pelo
IAA/PLANALSUCAR, confo?me bEGASPARI et alii~(l981),paré vacom
' panhamento du desenvolvimento larval. O mesmo procediméntOg
se teve com & testemunha. |

A quantidade média.de.conidios para cada trata

mento foi determinada pela contagem de 10 campos, com 3 repe
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tigOes, em lamina de ﬁepbauer.

Apés d inoculag§o, as posturas foram mantidas
em camara FANEM, modelo 095E, com temperatura média de 279C e
fotoperiodo'de 12 horas.

Sete dias apos, foi feita a contagem dos ovos
viaveis, atraveés das lagartas presentes na caixa.

‘ A porcentagem de‘viabilidade de ovos foi corri

gidg peia'férmula de Schneider e Orelli, citada em NAKANO et
alii (1981), modificada onde:

3

% Viabilidade' 3 viabilidade
- de ovos da- - de ovos do

% Viabilidade testemunha - tfatamento
= 100 -

x 100"
de ovos % viabilidade de ovos

da testemunha

"4.2.5. Determinacao da patogénicidade ‘do Metadh£
_zium‘aniéopﬂiae sobre ovos de Diatraea sac

Achdndﬂiélde diferentes idades-

.0 bioensaio desenvolveu-se no laboratéfid kde
Controle Biolégico do IAA/PLANALSUCAR, Araras-SP. N V

O fungo entomopatégeno, isolado SPL—3F, utiliza
"do foi obtidc emdois labqratéribs. ‘0 primeiro, identificado

no experimento como produto t&cnico, proveio da Secao de Patolo
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gia de Insetqs da ESALQ/USP e o segundo, identificado como
produto formulado cujo nome comercial & Biomax 20%, originou-
'se do laboratdorio LABORMAX.

Foram recortados papéis contendo 30 posturas da
" broca da cana, nao tratadas, Dcom 1 cm2 de area, e apos a
contagem dos ovos, osrpapéis,foram colocados individualmente
em caixas '‘plasticas forradas com papel filtro e algodao umedé
cidos com igua destilada. . -

Esta atividade foi repetida durante 4 diasl con
secutivos, totalizando 120 posturas, com idade variando de 1
a 4 dias (4 lotes de 30 poéturas). Ovos de cada idade foram
subdivididos em 3 lotes com 10 posturas cada e catalogadas co
mo: 'Testemunha, T-1 (produto £§cnico) e T—Z (produto formula
do). |

" Os ovos foram mantidos em camara cliﬁatizada FA
'NEM, modelo 095E, com temperatura de 279C e fotoperiodo de 12
horas. . |

.O produto técnico foi uniformizado. em 'peneifa
Tyler USS, com mélha de 0,210 mm, sendo posteriormente pesa
dos 10 mg de conidios para o tratamento T-1. Para o tratamen
to T-2 (produto formulado) foram pesados 50 mg de produto co
mercial, sendo transferiaos para um baldo volumétrico e o vo
lume de 50 ml cdmpletado com agua destilada, mais espalhanfe
Agral, na prcporgao de 2 gotas/litrd.

As suspensoes foram agitadas por 15 minutos, com

‘a finalidade de individualizar os conidios de M. anisopliae e
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promover umé_melhdr_homogeneizégao do.meio.

| Em segﬁida, procedeu-se a inocﬁlagao de todas
as posturas, colocando-ée uma gota de aproximadamente 50 mi
crolitros dé suspensao para oOs respectiVOS'tratamentos. A -
testemunha foi tratadé . com a‘;olugao de agua destilada mais
espalhanté Agral, utilizada no pﬁeparo'das suspensoes dos tra
tamentos T-1 e T-2..

| A quantidade mé&dia de conidios-para cada trata

mento foi determinada através da contagem de 10 campos cdm 3
repeticoes em lamina de Neubauer, sendo de 1,25 x lO7 e
1,08 x 107conidios/mlpara‘T—l e T-2, respectivamente.

As observagGes das larvas eclodidas -para deter
minagéo da porcentagem de Viagiiidade‘dos-ovoé foram feitas
8 dias apds a obtencao das posturas. |

' Os resultados de viabilidade doé ovoé para cada
~tratamento e para as posturas dos diversos dias foraﬁ corrigi
dos pela forrmula de Schneider e Orelli modificada, wutilizada
no bioensaio énterior. | ‘

4,2.6., Efeito "in vitro" de diferentes dQsagens deo
Metarhizium anisopliae sobre larvas de Dia

thaea saccharalis

O bioensaio desenvolveu-se no laboratério ' de
Controle Bioldgico do IAA/PLANALSUCAR, Araras-SP.

As larvas da broca da cana, D. saccharatlis, fo
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ram retiradas da dieta e selecionadas pela cor {(branco leito
sa) e pouca mobilidade, para se ter uma populacao mais homdgé
nea possivel de larvas de Gltimo Instar ou pré-pupas.

Em seguida, foram colocadas individualmente ' em
caixas plésticas e encaminhadas para inoculagao.

Os conidios do isolado SPL-3F foram separados em
peneira Tyler-USS, com malha dé 0,297 mm, sendo entao pesados
e transferidos para um balao volumétrico, cujo volume de 25ml
fbi completado com uma solugao de agua destilada mais espalhan
te Agral. Através desta suspensao padronizada de conidios,
foram feitas 4 diluicgoes sucessivas, reduzindo de 10 vezes a
quantidade de conidios éor diluigéo.»

O experimento constou de 6 tratamentos, sendo
que em 5 deles»forém "inoculadas" 100 iarvas; através de uma

gota da suspeﬁséo, proporcionando o rolamento e contato des
tas com os conidios do fungo. Na testemunha, aé larvas }recg
beram uma gota de solucao de agua destilada mais espalhante.

A quantidade média de conidios, determinadapela
contagem de 4 campos, com 3 repetigoes em lamina de Neubauer

6, 0,86 x 10° e 1,12 x 102 conidios/gota pa

fqi de: 0,87 x 10
ra os tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente. ‘Para os trata
mentos é_e 5,'a quantidade-de conidios foi superior a espera
da, talvez pcr falhas na diluicgao.

As brocas~pérmaneceram isoladas em caixas ’plég

ticas, onde se colocou apenas algoddo umedecido em agua desti

lada para favorecer o desenvolvimento .do M. andsopliac.
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Em seguida,-foram-transferidas para uma bcémara
‘climatizada FANEM, modelo 095E; com temperatura controlada de
27ecC e'fotopefiodo de 12 horas.

’VObservou-se diariamente, o'desenvolvihehto‘ das
larvas e pupas; acompanhando suas mortalidades e presenga do
fungo ou a emergéncia dos adultos. |

- Através destas observagSes, foram determinadas
as mértalidades acumuladas, sendo posteriormente, corfigidas
pela formula de Schneiaer e Oreili modificada, utilizada no
bioensaio anterior. Com os valores obtidos, foi feit; a re
gressab linear da hortalidade acumulada corrigida em fungao
dos dias subsequentes é'inocu1agﬁo do fungq._ Forém também de

terminadas as equagSes de retas pelo método de BLISS (1935) e

com estas,. a LD-50 para os 62 e 99 dias' apds a inoculagao.

4.2.7. Método para avaliar a aplicagao de Metarhi

zium andisopliae

| Os.éxperimentos desenvolveram-se na Estagao Ex
périmental Central-Sul do IAA/PLANALSUCAR, Ararés*SP.
O fungo utilizado foi o M. aniéopﬁiée, isolado
SPL-3F, a 20% (formulacdo comercial). 7
O trabalho constou de 2 ensaios, no primeirf)efq
tuou-se uma aplicagao direcionada da suspensao de conidios so
bre posturas da broca da cana eInOISegundo,na aplicagéo » da

suspensao, procurou-se retratar a situagao de campo..
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No primeiro expefimento, utilizaram-se tiras de
papel sulfite (11 x 4 cm) com uma das extremidades colédas so
bre caixas plasticas cbm 5 cm de diametro (suporte) e dobradas
na parte superior livre, onde foram fixadas as posturas de 0.
saccharalis, com-um dia de idade e numero conhecido de ovos,
ao que convencionou-se chamar de unidade.

Aésim, simulou-se as possiveis posigdes das pos
turas que ocorrem no campo sobre as folhas de cana, com asvsg
guintes localizaQGes: horizontal superior (S) e inferior (I)
e verticél lateral (L). |

| Cada unidade foi disposta em 4 situagles. dife

rent€s, guardando um espago de 0,50 m entre si, formando um
conjunto. As posicgOes das unidades no conjunto em fungdao do
sentido da éplicagao foram as seguinfés: lateral-a favor (1),
lateral a diréita (2), lateral a’esquerda~(3) e lateral con
tra (4).

Este conjunto foi repetido por 5 vezes, totaii
zando 20 uﬁidades para Cada dosagem utilizada.

A aplicacgao foi realizada com um pulverizador

- costal JACTO, com bico D2 coOnico.
| As dosagens aplicadasforam:lOO«gde‘conidios/ha
(T-1), 200 g de conidios/ha (T-2), 300 g de conidios/ha (T-3)
e Testemunha, utilizando-se 90 litros de agua por hectare.
Apds a aplicagao do funuo, as posturas foram in
dividualizadas em caixas plasticas, forradas com papel filtro,

umedecidas e mantidas em camara climatizada a temperatura de



279C e fotopériodo de 14 horas,
| Sete dias apls, foi observada a viabilidade dos
ovos para as diversas posicOes das posturas nos respectins
tratamentos. |

O segundo experimento foi realigédo em cana so
ca da variedade NA56-79; com 5 meses de idade. O‘ delineamen
to experiméntal.foi em blocos com.4v£epet196es, sendQ' os se’
guintes tratamentos por bloco: 100 g de conidios/ha (T-4),
200 g de conidios/ha (T-5), 300 g de conidios./ha (T-6) e Teste
munha. 'Cada parcela conétituiu4se-numa faixa composta de 2
linhas de‘cana cdm 10 metros, éspaéadas de 1,40 m entre si,
com 4 m de bordadura no sentido da linha.

" A aplicacdo foi realizada sobre as folhas na
linha de cana com um pulverizador cbstdl a pressao ,Constante~
(45 libras/polegadaz), com dgis bicos D2 c6nicos, espacados
de 0,50 m entre si, utilizando-se uma vazao média dé 135 1i

tros/ha.
t Neste experimento, fbram féitas obéervagGes de
quaﬁtidadeckaconidios do fungo, nas seguintes condigBes:‘ na
suspensao empregada, na deposicao por drea e por face da fo
lha (ventral e dorsal).

- A qﬁantidade(kaconidios na suspensao para cada
tratamento foi estimada coletando-se amostras nos bicos do
pulverizador, antes e apds a aplicagho para cada parcela. Com

as amostras homogeneizadas foram feitas contagens do nimero -

de conidios em lamina de Neubauer.
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Para a determinagso da deposigab por area, fo
ram distribuidas nas linhas de cada parcela, a cada 2 metros
de distancia, na altura do palmito. da cana, caixas plasticas
de 5 cm de diémetro (aproximadamente 20 cmz) contendo BDA.

_Forém anotadas as-seguintes posigoes para a su
perficie de BDA exposta a aplicagdo, considerando a linha de
cana e o sentido do.caminhamento como pontos de referéncia (1
é 10): para cima (C), para baixo (B), para a esquerda (E) e

para a direita (D), conforme a Figura 2. .
| .A quantidade de conidios depositada nas faces do
'limbo foliar foi determinaaa;'fixando—se ao acaso, papéis sul
fite‘retangulares de 5 cm x 2 cm, nas posigaes ventral e dor
sal da ﬁolha conjuntamente;iém'nﬁmero dé S‘repe£195es por
parcela. B

| ' Imediatamente apas a aplicagEo;;esteé papéis fg 
1ram retiradoé e recortados faproximadaménte 1 cmz) é,depositg‘
~dos em frascas cqﬁfehdo 50-ml de agua destilada ﬁais espalhan
rte:Agral, visando a retirada dos conidios depositédos sobre o
papel suifite. - Apds a homogeneizagdo da suspénséo, foram fei
‘tas contagens do niimero de conidios em lamina de Neubauer;lr
‘. | ’Para_observaf a agao do fungo sobre ovos de 0.
éacchanaﬁié; pdsturas da broca da cana com 3 diaé'de | idade,
previamente contadas, foram célocadas emvpapel sulfiﬁé 4‘ -de
5 cm x 2 cm e distribuidas nas folhas de cana em niimero de 1u
posturas por parcela, adotando-se a mesma metodologia descri

fta_paré a determinagao da deposigao de esporos no papel sulfi
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sentido-da
aplicacao

Y

@ B-10 . c-1

—_— )

1,40 m

sentido da
: aplicacao
PLACAS COM BDA:
Para Cima (C)
Para Direita (D)

Para Baixo (B)

ueno

Para Esquerda (E)

Figura 2: Esquema da disposicao das 10 placas com BDA, nas li
nhas de cana-de-acticar, para avaliar a deposigao

de conidios de Metarhizium anisopliac.



43.

te.

Apds a aplicacao do fungo, as caixas plasticas
com BDA foram retiradas, tampadas e mantidas em camara clima
tizada a 279C por 20 horas, sendo posteriormente, conservadas
em geladeira (i 59C) até a contagem de conidios, qﬁe foi feita
em 5 campbs de 0,25 cm2 por caixa, utilizando-se um microscdo
pio.. |

Ap6é a aplicacao, as bosturas foram'retiradas e
individualizadas em caixas plasticas, umedecidas e mantidas em

1

camara climatizada a 279C e posteriormente, verificou-se avia

bilidade dos ovos 7 dias apos.



44,

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Zimogramas para a-esterase dos isolados de Metanh£

zium andsopliae

'Os-zimogramas para a-esterase dos 5 isolados
sao épreSentadog na Figura 3. |

Através dos padroes eletroforeticos, os isolados
foram reunidos em 2 grupos com zimogramas semelhantes: o pri
meiro grupo constituido pelos'isblados SPL-3F, PL-2, PL-5 &
PL-17 e o segundo grupo representado pelos isolados PL-7 e

PL_280
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5.2. Determinacao do efeito da radiagcdo gama sobre dife

rentes isolados de Metarhizium anisopliae

Os dados de porcentagem de viabilidade\de coni
dios de M. anibopkéae dos isolados testados, nas diversas do
ses de radiagcdo gama e os resultados da anilise estatistica
e confronto das médias sao apresentados nas Tabelas 4, 5, 6,
7, 8 e 9, pelas quais, pode-se obserﬁar que ocorreu uma dimi»
nuicao da viabilidade dos cqnidios a medida que se.aumentou a

dose de ?adiagéo gama. | |

| | Os dadoé de porcentagem de viabiiidade dbs 5 iso
lados foram agrupados para cada dose e com os dados transfor
mados foram feitas as andlises dé variancia e confronto das
médias, cujésiresultados encontram—sé na Tabela 10, peios
quais, obserya—se uma‘difereﬁga significativa na germinagéo
dos conidios para as doses utilizadas nos diveréos isolados
testados;

Os resultados da analise de regressao‘ linear
entre a porcentagem de viabilidade e a dose de radiagcao gama
"utilizada, assim como os Valores da DE-50 de cada isolado sao
apresentados na Tabela‘ll, através dos quais, determinou—ée
que a ordem crescente de resisténcia a fadiagéo gama foi:
pPL-17, PL-5, SPL-3F, PL—2, PL-7 e PL-28. Estes dados de so
brevivéncia de conidios sao diferentes dos apresentados  por
SANTOS (1978) e OKINO et alii (1978), devido talvez, a metodo

logia de-irradiagéo.empregadé,»pois neste 4ltimo trabalho os
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autores determinaram que a irradiagéo em meio liquido foimais
eficiente em.causarﬁé 1etabiliéade em linhagens hapldides de
Asperngillus niduﬂané,‘quando comparada a meio sélido, o que .
também deve.ser valido paré a espécie M. andisopliae.

Com os dados da Tabela 10, calculou-se a razao
de viabilidade dbs isolados para cada‘dosé de radiagdo utili
zada, cujos resultados encontram-se na Tabela 12. Estes  da
dos foram plotados em grafico, conforme a Figura 4, pela qual
observa-se que ocdrreram semelhancas nas respostas dos isblg
dos com zimogramas afins, e que.a sensibilidade doé conidios

a radiaggo gama esta diretamente ésSociada ao padrao eletrofo

.rético do isolado. |
5.3. Determinacao do efeito da radiagao ultravioleta  so
'bie os diferentes isolados de Metarhizium anisopliae

Os dados de porcentaéem de viabilidade de coni
dios de M. anisopliae dos diferentes isolados utilizados. para
diversos témpos de exposicdo & radiacdo ultravioleta sao apfg
sentados nas Tabelas 13, 14, 15, 16, 17 e 18.

Analocamente aos resultados obtidos no experi
mento com radiacao gama, também ocorreu uma diminuicao grg
dual da viabilidade dos conidios 3 medida que se aumentou o
tempo de exposicao i radiacdo ultravioleta.

Com os dados transformaios da porcentagem de

viabilidade dos isolados para cada tempo de exposi¢ao foram



8T9°T . " 658°T . 0ST'T 62T°1T o .mm,-qm
€59 o 128 6L8 SE0°T LT -1d
Tzt ©088°T - go0'T o't L -1d
1929 " €v6 o€ gzt . s -1d
pEL .. 096 © 00T 990°T z -1d
000°T 000°T - 000°T 000°T |  dg-1ds

0o0¢ 00T . 0S S¢

*J€-TdS OpPRTOST O omuvmm_oEoo.wmlov:MNﬂHHvs ‘ewrep oederpex sp ses

Op SesISATP seu avrydoyyup sswuwxecwws 9p SOpERTOST SOp 9pepITTUeTA 9p oezey :gT eToqes



o€

UN1OD A-DES

VIABILICASE

2000 9

1000

57.

PL-7— —.=

SPL - 3F =——

[ ]

Figura 4:

. v N | Bl
25 50 . : 75 100 ISOLADO Zimograma OK-esterase

Krad

Perfil das razoes de viabilidade e zimogramas dos§

diversos isolados de Metarhizium anisopliae, submg:

‘tidos a radiacao gama, tomendo-se como padrao o

isolado SPL-3F.
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feitas as andlises de varidncia e confronto das medias, cujos
resultados sao apresentados na Tabela 19, pelos quais, obser
va-se uma diferenca significativa na germinagao dos conidios
para os tempos de radiagao utilizados.

Os resultados da analise de regressdo linear en
tre a porcentagem de viabilidade dos conidios com os reépecti
vos tempos de exposicao & radiacgao ultravioleta e os valores
da DE-50 dos isolados s3o apresentados na Tabela 30. Pelos
valores da DE-50 verificou-se que a ordem crescente de resis-
téncia foi: PL-17, PL-28, PL-7, SPL-3F, PL-5 e PL-2.

Os resultados da DE-50 s3ao proximos aos obtidos
por SOZA GOMEZ (1983) utilizando outros isolados, porém sao
diferentes dos resultados de OKINO et alii (1978) guando irra
diaram os conidios em uma solugao fisiolbdgica, mascarando des
ta forma, a interacao da radiagaq‘sobfe os conidios.

Com os dados da Tabela 19 calculou-se a razao
de viabilidade para a radiagao ultravioleta, cujos resultados
sao apresentados na Tabela 21. Os dados foram plotados em
. grafico, cohforme a Figura 5, onde observa-se que ocorreu uma
semelhanca no perfil da rézéo de viabilidade dos isolados que
apresentaram pad:Seé eletroforeticos afins, ou seja: PL-2
com PL-5 e PL-17 com PL-28.

Com os dados da DE-50 para radiagéo gama e ul
travioleta dos diferentes isolados, foi determinada a relagao
entre estes dois tipos de radiagao, conforme a Tabela 22, en

contrando-se em média que o efeito de um segundo de radiagao
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Figura 5: Perfil das razbes de viabilidade e zimogramas dos

diversos isolados de Metarhizium anisopfiae, subme

tidos a radiagdo ultravioleta, tomando-se como pa

~

drao o isolado SPL-3F.
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ultravioleta equivale ao efeito de 2,41 krad de radiagao ga

ma.
5.4. Efeito "in vitro" do Metarhizium andisopliae sobre

ovos da broca da cana, Diatrnaea saccharalis

Os dados de viabilidade corrigida dos ovos de
D. saccharalis quando inoculados com M. anisopliae sdao apre
sentados nas Tabelas 23, 24 e 25.7

Na Tabela 23 (experimento 1), pdde-se observar
que o fungo M. anisopliae inoculado por imersao apresentou um
controle eficiente para as posturas nao tratadas, enquanto
que para as posturas tratadas houve uma certa protegao con
tra a germinagao dos conidios, o que interferiu na  coloniza
950 do fungo. Este fato observa@o, ja era esperado pela efi
ciéncia do tratamento quimico para éssepsia dos ovos, utili
zado pelo IAA/PLANALSUCAR. Para posturas nao tratadas, a
viabilidade corrigida de ovos dos tratamentos 1 e 2 foram de
7,09% e 8,00%, respectivamente, ocorrendo inclusive, a coloni
zagao do fungo em larvas que eclodiram, provocando -coOmo con
sequencia, sua morte.

Para o experimento 2, representado na Tabela
23, verificou-se que quando a quantidade de conidios inocula .
dos por gota aumentou na ordem de 106, mesmo os ovos tratados
foram colonizados por M. anisopliae, apresentando viabilidade

baixa em todos os tratamentos.
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Tabela 25: Viabilidade de ovos de Diatrhaea sacchanralis, inocu

lados por gota com Metarhizium anisopliae no expe

rimento 3.

Tratamentos Testemunha . T-5 2 T-6
Ovos ‘ Ovos . Ovos
Posturas Total Viaveis Total Viéveis; Total Viéyeis
1 32 .32 27 0 : 21 14 )
2 29 29 27 10 33 11 ‘
3 30 30 31 3 24 6 ‘
4 22 22 26 0 30 0 ;
5 33 32 33 0 22 " o ‘
.6 30 30 . 24 0 22 5 l
7 45 36 36 0 7a 2
8 26 25 24 0o 25 12
9 35 35 21 0 27 0
10 : . 40 39 21 0 . 26 14
11 : 2 2 22 0 2 0
12 - 32 30. T 37 7 22 7
‘ 13 ' - .22 17 23 0 a4 21
14 27 27 - .25 "0 38 21
15 ' - 37 35 1 - o 23 7
16 . - 23 . 23 . 22 0 25 )
17 . 22 22 28 0 w0 2
18 : 35 35 36° 1 21 9
19 . . 23 23 31 (] 27 8
.20 ) 35, -35 35 0 31 2
21 o . T23 .23 . 29 0 28 . 3
22 ‘ ' 29 29 27 0o 21 2
23 . 44 44 - 25 2 34 12
24 - : a4 aa. a0 3 22 .15
25 S 40 40 23 0 23 0
Total 780 759 692 16 : 705 194
Viabilidade . . 97,31 2,31 X 27,52
% Viabilidade
corrigida . \ )
(Schheider e Orelli) 100,00 2,37 - 28,28
(a) ndo tratadas T™-5 = 2,6x% lO5 conidios/postura
T-6 = 5,2x'10° conidios/postura
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No expefimento 3, Tabela 25, pode-se verificar
que 2,6 xlO5 conidios/postura, quando inoculados por gota, apre
sentaram um excelente nivel de controle.. A concentragao de 5,2
}<104conidios/postura mostrou-se menos eficiente no controle.

Os resultados de viabilidade larval de brocas
provenientes de posturas que receberam cerca de 5,2 x 104 co
nidios, estao apresentados na Tabela 26, mostrando que, apenas
20,64% das larvas conseguiram se desenvolver, sen@o as demais
mortas pela fungo. As viabilidades de ovos para os tratamen
tos 1 e 2, inoculados por imerséo»(Tabela 23), embora tenham
sido quantidades de conidios proximas & utilizada no tratamen
to 5 (gota) (Tabela 25), demonstraram uma maior eficiéncia na
inoculagao por gota, quando comparada a por imersao, prova
velmente pela melhor deposigao dos conidios e maior umidade
no segundo meétodo. |

As viabilidades dos ovos corrigidas pela teste
munha em fungcdo da quantidade de conidios por postura, estao
representadas na Figura 6, que mostra uma curva pela qual po
de-se supor que a dosagem da ordem de 106 conidios de M. ani
sopliae por postura € a quantidade maxima para que ainda haja
um incremento no controle de ovos da D. saccharalis.

Estes resultados sao semelhantes aos obtidos por
ZIMMERMANN (1982 b), que utilizou uma concentracgiao de 1,0 x
108 conidios/ml de M. aniéopﬂiaere.obteve para ovos de um dia
de idade 84% de mortalidade para 0tiorhynchus sulcatus Fabr.

(Coleoptera:Curculionidae).
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N

Tabela 26: Desenvolvimento larval de Diatraea sacchanalis,
provenientes de ovos inoculados com Metarhdizium

anisopliae nos respectivos, tratamentos.

Testemunha ’ T-6 .
Posturas 2 N? larvas Larvas que se Posturas a’ N? larvas Larvas que se I
utilizadas desenvolveram - utilizadas desenvolveram
1 10 .10 1 10 0 -
2 10 8 2 8 4 A
3 10 .. 10 3 4 3 {
6 10 10 3 '3 1
8 10 10 8 9 0
- 19 7 5 10 7 2 :
21 10 10 Co12 3 -0
22 - . 10 .10 ' - 13 10 1
23 10 10 15 6 0
25 - 10 9 - mn 8 0 ;
' 18 N 3 0 ’
‘18’ 8 5-
. 21 3 1
23 5 1
24 A : 10 1
Total 97 92 ' 97 19
_ Viabilidade v - 94,84 : - 19,58
¢ Viabilidade . : _ _ - s
Corrigida - . '
(Schneider e Orelli)” 100,00 ' : . B 20,64

a = Os nameros das posturas correspondem aos originais dos res

pectivos tratamentos

T™6 = 5,2 x lO4 conidios/postura
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Figura 6: Porcentagem de viabilidade de ovos de Diatraea sac
chanatis, em funcao do nimero de conidios de Metax

hizium anisopliae inoculados. -
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-

5.5. Determinacao da patogenicidade do Metarhizium andiso
pLiae sobre ovos de Diatraea saccharalis de diferen

tes idades

Os resultados da viabilidade dos ovos para cada
tratamento sao apresentados na Tabela 27, onde observa-se que
os ovos da broca, quando inoculados com 4 dias de idade foram
relativamente menos colonizados pelo M. anibopﬂiag.

Tal fato ocorreu pela eclosao rapida das larvas
da broca nos dias subsequentes & inoculagao, possivelmente
nao havendo tempo hdbil para que o fungo colonizasse as postu
ras. Entretanto, as lagartas provenientes destas posturas fo
ram mortas pelo fungo.

O numero de lagartas eclodidas foi maior no tra
tamento com o produto formulado, demogstrando uma eficiencia
ligeiramente maior do produto técnico.

O fato de alguns ovos escaparem da agao do fun
go pode ser explicado pela possivel variacdo do niimero de cg_
nidios por ovo. Provavelmente, em alguns casos, esse nimero
foi insuficiente para coloniza-lo a tempo de impedir a eclo
s3o da larva. -

Ainda na Tabela 27, verifica—-se uma acentuada
redugao da viabilidade dos ovos inoculados com 3 dias de ida
de, possivelmente pelo aumento no tempo de contato para a co
lonizacao do fungo.

Observou-se também um controle eficiente para os
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dois tratamentos, sendo que para o tratamento 1, a mortalida

de dos ovos inoculados com 1 e 2 dias de .idade foi de 100%.
Para o tratamento 2, a porcentagem de mortalidade dos ovos
foi também bastante elevada. Entretanto, nas 10 repetigoes
ocorreram tanto para ovos com um como para ovos com dois dias
de idade, a eclosao de larvas em apenas uma postura, possi
velmente devido a um menor numero de conidios no momento da
inoculacao dos ovos com o fungo.

Os dados de viabilidade de ovos corrigidos em
relacao a3 testemunha, quando plotados em‘fungéo da idade dos
ovos em dias, para os tratamentos 1 (T-1) e 2 (T-2), sao apre
sentados na Figura 7, onde se observa uma semelhanca na agao
dos produtos técnico e formulado.

Através das curvas obtidas para cada tratamento
foi possivel também estimar a id§dé méxima dos ovos para uma
mortalidade de 50%, sendo ‘de 3,72 dias para o produto. técnico
e de 3,48 dias para o produto formulado.

Ovos com idade de 1 a 3 dias apresentaram taxa
de mortalidade variando de 100 a 79% para os dois produtos.

A eficiencia de controle do M. anisopliae sobre
os ovos de D. saccharalis com diversas idades, mostrou-se ex
celeﬁte, sendo que esta estendeu-se para "as larvas recém
eclodidas, quando aparentemente os ovos haviam escapado da
acao do fungo.

Estes resultados concordam com os obtidos por

ZIMMERMANN (1982 b),queestudando o efeito do M. anisopfiae so
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Figura 7:
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bre ovos de 0. sufcatus de diferentes idades, determinou que
para doses de 1,0 x 108 conidios/ml, ovos com 1, 6 e 8 dias
apresentaram respectivamente, 84%, 12% e 4% de mortalidade.
As larvas de 19 instar eclodidas dos ovos tratados com o fun

go também foram infectadas em cerca de 25%.

5.6. Efeito "in vitro" de diferentes dosagens de Metarhi

zium andisopliae sobre larvas de Diatraea saccharalis

Os dados de mortalidade acumulada das larvas
e pupas da broca da cana pela agao do M. anisopliae, pa
ra os dias subsequentes, sao apresentados na Tabela 28.

Os resultados da analise de regressao linear da
mortalidade acumulada, corrigida em func3o do tempo, s3o apre
sentados na Tabela 29, pelos quais, é; observa uma correlacao
positiva significativa ao ﬁivel ée 1% de probabilidade, entre
as variaveis testadas para os tratamentos 1, 2 e 3. Com a
equacao obtida para cada tfatamento, foram estimadas as LT-70
e LT-50, mostrando que apenas o T-1 apresentou LT-50 dentro
dos limites estabelecidos para as retas.

Pela determinacao da LD-50, na Figura 8 obteve-
se que, ao nivel de 5% de probabilidade, 50% da populagao de
larvas e pupas de. D. saccharalis morreram com dosagens de
1,1 x 105 conidios/gota, variando entre 4,7 x 104 a 2,9 x 105
conidios/gota para o 69 dia. Para o 99 dia, a LD-50 foi de

5,5 x 104 conidios/gota, variando entre 2 x 104 al,6 x 105.

-~
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Apesar das dosagens serem representadas pelo
nimero de conidios esperado para os diversos tratamentos, con
vém mencionar que a quantidade de conidios que atingiu as
larvas na inoculacao deve ter sido menor, devido a perda de

-* .
conidios que escorreram com O assentamento da gota sobre a

larva.

5.7. Método para avaliar a aplicagao de Metarhizium ani

sdopliae

Os resultados referentes ao primeiro experimeg

.

to sao apresentados na Tabela 30. Por estes dados, observa-
se que ocorreu um controle dos ovos, principalmente na posi
' ¢3o superior (S), que recebeu um maior nimero de conidios.

Com o aumento da dosagem nos tratamentos, os re
sultados de viabilidade dos ovos tornaram-se mais distintos,
mostrando inclusive, que para a dosagem de 300 g de conidios/
ha (T—35, as posturas que apresentaram menor porcentagem de
viabilidade foram as que estavam nas posicoes superior (S) e
lateral a favor da aplicacao (1L).

As posturas colocadas na posicao inferior foram
as menos colonizadas pelo fungo, mostrando assim, que estas
foram pouco atingiaas pelos coniddos do fungo, mesmo numa si
tuagao artificial onde nao houve a participagao da massa fo
liar da cana-de-agicar para dificultar a deposicao dos coni

'

dios.
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Tabela 30: Porcentagem média de ovos vidveis de Diatraea sac
charalis, transformada em v x + 0,5, que receberam
a -aplicacao de Metarhizium anisopfiae, nas diferen

tes posicOes nos respectivos tratamentos e resul

tados da analise estatistica.

! ’ SR L ’ ’ TRATAMENTOS

‘Posigio Testemunha ] i .
I , ) , T-1 | T-2 -3
1 (100 g candios/ha) (200 g conidios/ha) (300 g conidios/ha)
:1'1 9,12 o 9,82 ¢ . 9,73 b 8,86 b
'1s 9,79 . 5,32a - C 0 a22a ' 3,66 a
1L 9,88 e < 6,56abc - . 6,8l ab a 4,25 a
21 9,49 ° . 9,3bc ’ 9,12 b _ 9,68 b
2s 9,50 - % 6,17 ab = 5,68 ab . 3,91 a
21 10,020 855a C 9,95b . - 5,26 b
31 9,70 9,09 bc : 9,84 b T 881b
38 9,63 o 6,94 abc 4,98 ab . - . 4,92 a
3 L 9,88 : 7,70 ;bc . : 6,39 ab . .8,76 b
41 9,86 . 9,58 ¢ 8,57 ab - 6,73 ab
48 9,42 6,41 abc o 6,54 ab _ - 4,46 a
4L 9,58 8,47 abc " 8,76 ab 9,16 b
F " ns © o 8,03%* ' L 4,14%* o 10,03%* .
d.m.s.* T - 3,33 . 4,82 3,75
c.v. 5,73 19,55 . 29,38 . 22,28
*

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

OBS: As médias nos tratamentos seguidas da mesma letra nao

diferem estatisticamente entre si

I = Inferior 1 = lateral a favor da aplicagao
= Superior 2 = lateral a direita da aplicagao
L = Lateral 3 = lateral a esquerda da aplicacgao
4 =

lateral contra a aplicagao
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No segundo experimento, os resultados medios da
quantidade de conidios de M. aniéopliae obtidos na suspensao
aplicada e também as quantidades encontradas nas faces ven
tral e dorsal da folha sao apresentados na Tabela 31.

Pelos dados obtidos, observa-se que para a sus
pensao aplicada no campo, houve um aumento do nimero de coni
dios, proporcional as dosagens utilizadas nos tratamentos. Tal
fato porém, n3o se repetiu quando se determinou o niimero. de
conidios nas faces ventral e dorsal da folha, havendo portan
to, fortes indicios da existéncia de problemas neste tipo de
aplicacgao, poié no'gxperimento anterior, posturas nas quais
se simulou a posig&o dorsal na folha da cana, apresenta
ram-se significativamente menos colonizadas pelo: ., M. anibg
pliae, quando comparadas 5'posigéo superior. Como em condi
coes de campo, as posturas encontram-se em meio a uma massa
foliar bastante densa, esta com certeza protegem—nas, consti
tuindo-se numa barreira que dificulta a deposicao dos coni-
dios do.fungo, o que vem confirmar a suposigéo levantada no
experimento anterior.

. Os resultados do numero médio de conidios obti
dos em uma superficie de 0,25 cm2 de BDA nas diversas posi
cOes sao apresentados na Tabela 32. Por estes dados, obser
va-se que a maior éuantidade média de conidios foi obtida pa
ra as caixas plasticas com BDA voltadas para cima. Os resul
tados foram semelhantes para as mesmas posigaes dos tratamen

tos, devido ‘talvez, aos mesmos problemas de aplicagao aborda
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dos anteriormente.

Observando-se ainda na Tabela 32, os resultados
médios de conidios obtidos para as posigoes laterais, pode-se
supor que houve influéncia do vento ou de deriva, uma vez que,
os niimeros de conidios por area foram diferentes nestas condi
coes.

Os resultados de viabilidade dos ovos que rece
beram a aplicacao do M. anisopliae no campo”Sao apresentados
na Tabela 33, onde observa-se que nao ocorreu colonizacgao dos
ovos pelo fungo. .

Este fato deve-se ad baixo nimero de conidios

que atingiram as posturas, aliado a idade dos ovos (3 dias de

idade) no momento da aplicacao do fungo, que tem grande i

B

fluéncia sobre a colonizagao do M. anisopliae, como foi 4

|o

monstrado no experimento anterior, realizado com ovos de di

ferentes idades.
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6. CONCLUSOES

1. Os isolados de M. anisopliae comportaram-se
diferentemente sob a agao de radiagao gama e ultravioleta;

2. Estabeleceu-se a relagao entre radiagao ga
ma e ultravioleta, como sendo o efeito da dose de 2,?1 krad
de radiagao gama Co-60, equivalente a 1 segundo de exposigao
dos conidios de M. anisopfiae 3 radiacao ultravioleta;

3. A ordem crescente de resisténcia dos isola
dos & radiagao gama e: PL-17, PL-5, SPL-3F, PL-2, PL-7 e
PL-28;

4. A ordem crescente de resisténcia dos isola
dos & radiacgao ultravioleta é: PL-17, PL-28, PL-7, SPL-3F,

PL-5 e PL-2;
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5. O fungo entomopatdogeno M. anisopliae apre
senta "in vitro" alta eficiéncia no controle de ovos da broca
daacana—de—agﬁcar, D. sacchanralis; N

6. As lagartas provenientes de ovos inoculados
com M. andisopliae também s3o colonizadas pelo fungo;

7. Ovos de D. saccharalis com 1 a 3 dias ' de
idade, inoculados com uma suspensao de aproximadamente 1,0 x
10’ conidios/ml de M. anisopfiae apresentam taxa de mortali
dade superior a 79%;

8. O M. anisopliae apresenta "in vitro" eleva
da patogenicidade ds larvas da broca da cana, sendo que as
LDs-50 para o 69 e 99 dias foram de 1,1 x 10° e 5,5 x 107 co
nidios/larva, respectivamente;

9. As pupas provenientes de larvas inoculadas
com M. anisopliae também sao colopizaéas pelo fungo;

10. As metodologias propostas sao adequadas pa
ra se avaliar a aplicagao de M. andisopfiae, em condigbes de

campo.
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EFFECT OF GAMMA AND ULTRAVIOLET RADIATIONS IN ISOLATES OF
Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN, 1883 AND ITS

UTILIZATION AIMING Diatrhaea sacchanalis (FABRICIUS, 1794) CONTROL
Luiz Canlos de Almelda

Dn. Ricando Bohnren Sgrnillo

Adviser

7. SUMMARY

The objective of this work was to study the ef
fects of gamma and ultraviolet radiations in isolates of M.
anisopliae and the utilization of this pathogen, aiming the
population control of the sugarcane borer, D. saccharaldis.

Severai*;xperiments were carried out at the fol
lowing laboratories: BiologicalControl IAA/PLANALSUCAR - Ara
ras-SP, Entomology ESALQ/USP and Radioentomology CENA/ESALQ/
USP - Piracicaba-SP.

Based on the eletrophoretic patterns, the iso
lates were separated in 2 groups with similar zimograms: group
1l (spPL-3F, PL-2, PL-5 and PL-17) and group 2 (PL-7 and
PL-28).

The gamma radiation effects were studied in
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these isolates, utilizing a source of Co-60, and doses going
from 25 to 800 krad were applied. Using the DE-50 values for
each isolate, the increasing order of resistance to gamma
radiétion was determined to be: PL-17, PL-5, SPL-3F, PL-2,

PL-7 and PL-28.

In the same way, the ultraviolet radiation
(2,537 X) effect in the viability of spores was evaluated,
using 20 to 90 seconds of exposure time. Using the DE-50 of
the isolates, the increasing order of resistance téllltraviolet
radiation was determined to be: PL-17, PL-28, PL-7, SPL-3F,
PL-5 and PL-2.

The data of DE-50 for the several isolates for
these two types of radiation showed that the effect of one
second of ultraviolet radiation is equivalent to the effect
of 2.41 krad of gamma radiation. )

To determine the doéage effect of viable spores
of M. anisopfliae in the control of sugarcane borer eggs under
laboratory conditions, four different concentrations were
used, applied on egg masses by means of immersion or topic ap
plication.

Analysing the viability of the eggs, seven days
after inoculation, it was determined that a dosage of about
106 spores per egg mass was close to 100% efficient in avoid
ing hatching.

The pathogenicity of M. anisopfiae was establish

ed for differents ages of D. saccharalis eggs inoculated in
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a single application Witﬁ similar concentrations of the active
ingredient, for both technical and formulated products.

The results achieved showed that 50% of the eggs
may be colonized by the fungus at the age of 3.72 days for the
technical product and an age of 3.48 days for the formulated
product. It was also observed fhe eggs with 1 to 3 days,
presented a rate of mortality ﬁigher than 79% for both prod
ucté.

The effect of different dosages of M.anibopkiae
on the larvae of sugarcane borer was also studied under 1labo
ratory conditions.

The mortality of. D, saccharalis larvaé and pupae
in the several treatments presented a positive correlation
with time after inoculation of the fungus.

The LT-50 for each dosetof the fungus was esti
mated through the obtained linearﬁequations.

The LD-50 for 0. saccharafis larvae and pupae
was determined, analysing the mortality—in relation to -the
used dosages. These LD-50 values were of 1.1 x 105 spores/
larvae 6 days after inoculation and 5.5 x 104 spores/larvae 9
days after inoculation.

To evaluate the application of M. anisopliae
under field conditions, two experiments were carried out, the
first consisting of a spore suspension application upon sugar
cane borer egg masses, and‘the second consisting of a pulver

ization of spores upon egg masses previously placed on sugar
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cane leaves. The dosages utilized were of 100, 200 and 300 g
of spores/ha. The results obtained in both trials indicated
that the deposition of spores on D. saccharalis egg masses

Y

was difficulted by the sugarcane foliar mass.
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