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INFLUENCIA DA RADIACAO ULTRAVIOLETA E SOLAR NA VIABILIDADE DE
CONIDIOS DE Metarhizium anisopliae (Metsch.) SOROKIN

GENTIL SANCHES CORREA

Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo
ORIENTADOR

RESUMO

0 presente trabalho teve por objetivo verificar a influ
encia de alguns fatores ambientais, como radiagao solar
e radiagao ultravioleta, sobre a viabilidade e germina

cao de conidios do fungo entomopatogenico Metanhizium

anisopliae. Foram ensaiados dois tipos de solo, um are

noso da Serie Ibitiruna e um argiloso da Serie Pau D'

Alho, e cinco linhagens do fungo designadas por A K,

19°
M, E6 e E9 todas elas coletadas de insetos parasitados.
A radiagao ultravioleta foi obtida de uma fonte que emi
te ondas curtas equivalente-a 2.537 2. Para o isolamen
to do fungo no solo foi utilizado o metodo da diluigao
em placas contendo meio de cultura de Martin. Verificou-

se que o solo arenoso apresentou-se mais eficazes

em manter a viabilidade dos conidios do que o solo ar



«X.
giloso; verificou-se tambem que os conidios, sob radia
cao direta do sol na superficie do solo apresentaram mai
or porcentagem de'&ortalidadei Observou-se ainda que,
alem da influencia da luz ultravioleta na germinacao dos
conidios, o proprio solo tambem afetou a germinagao e de
senvolvimento do fungo, independentemente da luz; os so
los esterilizados propiciaram uma maior sobrevivencia
dos conidios que os solos nao esterilizados; verificou-
se, tambem que os solos apresentaram textura arenosa, ma
ior quantidade de macroporos e superficie rugosa, eram
mais eficazes em manter a viabilidade dos éonIdios em re

lagao aos de textura argilosa, com maior porcentagem de

microporos e superficie mais lisa.



INFLUENCE OF ULTRAVIOLET AND SOLAR RADIATION ON THE
VIABILITY OF CONIDIA OF Metarhdizium
anisopliae (METSCH.) SOROKIN

GENTIL SANCHES CORREA

Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo
ADVISER

SUMMARY

The present work was carried out aiming to study the
influence of some environmental factors as such as
Solar radiation and Ultraviolet radiatio, on conidia
viability and germination of the entomopathogenic
fungus Metfarhizium andisopliae. Two types of soil were
used: a sandy soil from Ibitiruna Serie and a clay one
from Pau D'Alho Serie. Were used also five strains

of the fungus called Al9’ K M, E6 and E all of them
?

9>
collected from infected insects. The ultraviolet
radiation was obtained from a source that sends ou
short wave equivalent to 2,537 . For the isolation of

the fungus from the soil was used the plating dilution

method on Martin's culture media. It was verified that



sandy soils were more effective in keeping the
viability of conidia than clay soils; it was also
observed that the conidia under the direct solar
radiation on soil surface showed a higher mortality.
It was still observed that along the influence of
ultraviole radiation on the germination of conidia,
also the soil affected the fungus germination and their
development, independent of light. The sterilized
soils offered a higher conidia survival than no
sterilized soils; it was also verified that soils
showing sandy texture, large amount of macroscopore
and a hard surface, were more effective in keeping
the viability of conidia if compared to toils with

a great percentage of microscopore and softer surface.



1. INTRODUGAO

0 uso indiscriminado de defensivos quimicos,
como agentes controladores das cigarrinhas, pode proporcionar ©
aparecimento de formas resistentes, principalmente ao BHC, in
tensivamente 'utilizado para o controle da cigarrinha Mahanaxr
va posticata; por ourto lado, ja se tem constatado a agao to
xica dos inseticidas sobre animais e o proprio homem. Alem
disso, sabe-se que a utilizacao desses defensivos quimicos
provocam desequilibrio ecologico por proporcionar a mortalida

de de outros insetos considerados inimigos naturais, alem de,

ocasionalmente, mostrar~se medida anti-economica.

. . o o4 . - o
Por isso visando evitar o desequilibrio ecologi
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co, o perigo dos inseticidas e, principalmente, diminuir os
custos do controle quimico, atualmente, esta ocorrendo uma
tendencia para o controle bioldgico, utilizando-se do proprio
inimigo natural como controlador do inseto-praga, como por
exemplo, o controle microbiano, onde sao utilizados fungos,

bacterias, virus e protozoarios.

Um dos elementos utilizados para o controle
das cigarrinhas da cana-de~agicar e o fungo entomopatogenico
Metanhizium anisopliae, que vem sendo utilizado eficientemen
te em grande escala, principalmente nos estados de Alagoas e

Pernambuco, para controlar insetos da Ordem Homoptera, fami

lia Cetcophidae, entre os quais Mahanarva positicata.

Atualmente, ja existem laboratorios denomina
dos setoriais que produzem grande quantidade de conidio do
fungo para utilizagao dos agricultores, bem como alguns labo

- . . * - ~ » . - 3
ratorios privados que ja estao comercializando os conidios na

forma de inseticida biologico.

Visando verificar a agao de ‘alguns fatores am
bientais no desenvolvimento deste fungo entomopatogenico, es
tudou-se, neste trabalho, o efeito da radiagao ultravioleta
na germinagao dos conidios de M. andsopliae em meio de cultu
ra; a viabilidade dos conidios expostos a radiagao ultraviole

ta e a radiagao solar, quando colocados na superficie de solo
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arenoso e argiloso alem do efeito da esterilizacao desses so

los na germinagao do fungo.



‘2. REVISAO DE LITERATURA
. 2.1, Controle Biologico

2.1.1. Fungos e fatores abioticos que afetam o con
trole microbiologico

Os fungos foram os primeiros microrganismos

estudados éamo capazes de infectar insetos. No entanto, a
pesar de grande variedade de fungos, nem sempre as gque sao
patogenicas em laboratorio o sao em condigoes de campo. Alem
destes, varios outros problemas éurgem em relagao ao patoge
no, como por exemplo a grande maiori# dos fungos entomopatp

genicos tem sido produzidos sob certas condigoes ideais em

grande quantidade e, em certos casos, tem sua virulencia di

minuida.
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Na utilizacao de fungos para controle micro

biologico e importante conhecer a influeéncia 'das condigoes
ambientais sbbre o fungo, devido ao fato de os mesmos nao se
reproduzirem a contento no campo, tornando seu uso, as ve
zes, impraticavel, Por outro lado, outros fenomenos -podem
levar ao insucesso qualquer projefo para controle microbiold
gico de insetos por microrganismos tais com a germinacgao,
perda de esporulagao, falta de resisténcia a temperaturas
elevadas, efeito fungistatico do solo, tipo de solo <; falta de resis

tencia a luz ultra violeta.

CAMERON (1963) citou que os fungos entomopatd
‘genos pertencem a varios gE;eros em muitos dos quais as espe
cies saprofitas. Varios sao, indubitavelmente, patogenicos
e alguns tem caracteristicas que os fazem valiosos como agen
tes controladores quando sao bem conhecidos bion@icmmnme e fi
siologicamente. Entretanto se faz neceséér?o'verificar se o fun
go destinado a controlar populagoes de determinada praga
nao se constitua em perigo para animais superiores ou plan

tas, pois ja foi verificado que certos produtos a base de mi

crorganismos tem causado doengas em vertebrados.

‘ Com relagao aos fatores que podem afetar o
controle microbiologico, MAC LEOD e col. (1966) verificaram

que o potencial de controle pode ser limitado pela umidade
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por dois motivos: primeiro, altas umidades sao necessarias
para mﬁitos fungos para que germinem e causem doengas; segun
do, a umidade & necessaria para a distribuigao do patogeno
que & usualmente prodﬁzido sobre cadaveres de insetos somen
te em altas umidades. Além disso, a umidade afeta a longevi
dade dos esporos assim como a germinagao, uma vez que muitos
fungos so germinam com umidade em torno de 907 ou mais. En
tretanto, o requisité para umidade alta nao e restrito no
primeiro estagio de desenvolvimento, uma vez que esta so se faz

necessaria apos 48 horas da infeccao.

A virulencia e muito discutida nos diferentes
Risolados de fungos entomopatogenicos ocorrendo variagao den
tro de uma mesma especie ou linhagem, que tem sido interpre
tada de varias formas pelos pesquisadores como observou FER

RON (1975). Este autor diz que os fatores que geralmente

) - .

tem sido rééponzabilizados sao: heterocariose e/ou recombina
¢ao somatica pela anastomose de hifas. No integior dessas
hifas que contem varios niucleos e diferentes genotipos pode
haver fusao destes nucleos dando'diplaides e posterior permu
ta mitotica ou haploidizagao. Em recombinagoes de cultivo,
estocagem ou repicagens sucessivas, podem alterar a virul@g
cia constituindo, portanto, entraves no controle microbiolé

gico aplicado.

A temperatura afeta tanto a germinagao como o
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desenvolvimento, a reprodugao e, na verdade, todas as ativi

dades dos fungos. .

No geral, o limite para o desenvolvimento es
ta entre 5°C e 30°C. (COCHRANE, 1958). Desta forma, a tempe
ratura e um importante fator.limitante no crescimento dos
fungos. Alguns fungos termofilos multiplicam-se bem a 50°C,
porem, 350, a 65°cC. Na camada superficial do solo, a tempe
ratura atinge niveis apreciaveis e a incubagzo de placas a
37°C mostra a adaptagao de fungos como Aspergillus e Trnicho
deama. Por outro lado, a incubagao a 60°C mostra principal
mente Mucox, Peniciﬂkum e CLadosporium, cuja abundancia = aumen
“ta com a profundidade. Essas observagoes econgicas sugerem
uma selegao dentro do perfil de acordo com o otimo de tempe

ratura (MAZERA, 1957).

Segundo LATCH (1965), o mecanismo de patogeni
cidade e muito influenciado pela temperatura, verificando
que a temperatura otima para os fungos entomopatogenicos na -qual
eles atingem o maximo de patogenicidade, e ao. redor de 25~
30°C. Em condigSes de laboratdrios como em campo, BALFOUR
(1960) verificou que a morte de Pyrausia nubilfalis por fun
gos entomOpatogEnicos acontecia em apenaSAantro'. dias a uma tempe
~ratura ao redor de 28°C. No caso de M, anisopliae, esse au

. . o - .
tor determinou a temperatura minima como sendo 10 C, a otima
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em torno de 25°C e a maxima entre 32°C e 34°C.

Quando os conidios dos fungos entomopatogenicos sao
aplicados diretamente no solo, ocorre maior infectibilidade
de insetos que estao em contato com o solo, principalmente
as larvas e as pupas, porem, quando a temperatura estiver entre

(ZACHARUK, 1968).

SANTOS (1978) verificou que a temperatura de
37°C, por 96 horas ou mais, ja & suficiente para causar a
morte dos conidios de M. andisopliae. A autora cita ainda que

o conhecimento desse dado e muito importante para o fungo

.entomopatogenico M. andsopliae, por ser este género de fungo

muito aplicado em experimentos de controle microbiologico,
em regioes do Brasil, cuja media anual de temperatura e alta
e para um controle mais efetivo, poder-se-ia pensar no isola
mento de linhagens ja resistentes a temperatura existente na
natureza ou mutagenicas de mutantes com maior resistencia a
temperaturas elevadas. Conclui ainda qué deve-se objetivar
as diferentes regioes do Brasil onde se devera aplicar o fun

go, a fim de aplicar nos mesmos, linhagens de M. andisopliae

adaptadas a temperaturé de cada uma delas.,

O pH e outro fator de importancia ecologica.
Muitos fungos desenvolvem-se mesmo em extremos de acidez.

Em cultura, e demonstravel a pronta capacidade de crescer de

4



pH 2,0 ate 9,0 ou acima. Assim cs fungos dominam solos de
pH baixo onde a populagao de bacterias e actinomicetos sao

praticamente inexistentes o que evita a concorrencia (FREIRE,

1975). -

Pela mesma razao, a calagem reduz e os fer-
tilizantes acidos ou formadores de acidos aumentam a popula-
cao fungica, porem, a reagao e frequentemente resultado. da
acidificagao e nao de nutrientes, como & o exemplo da aplica

cao de sulfato de amonio.

SANTOS (1978) observou que sob luz continua
.ha pouco desenvolvimento micelial enquanto hs grande produ
¢ao de conidios ja desde o 39 dia apos a inoculagao. Sob luz
alternada ha um desenvolvimento micelial um pouco maior, com
produgao de conidios um pouco menor. Sob escuro total ha
um grande‘{esenvolvimento micelial com muito pouca —produgao
de conidios e somente a partir do 59 dia. Observou tambem
que a luz ultravioleta e bastante efetiva em causar mortali-

dade em conidios do fungo citando também que a luz ultravio-

leta provoca mutagao.

Em solos arenosos como argilosos existem ini-
bidores volateis que podem impedir a germinagao de esporos.
A viabilidade de germinagao de conidios decresce vagarosamen

te em solos irradiados, no entanto, aumenta quando se intrpo
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duz no‘solo outros organismos e aumenta ainda mais quando se
acrescénta nitrogenio no solo. CHAMBERS (1969) concluiu que
a sobrevivencia dos conidios depende do nitrogenio disponi-
vel do que da competigdo e antagonismo de outros microrga-

nismos.

Por outro lado, (ENGLANDER e col., 1979) veri
ficaram que o uso de luz ultravioleta 3 temperatura de 28°C
no solo suplementado com o B-sitosterol resultou em alta pro
ducgao de clamidosporos do fungo Phytophthora cinnamomi ocor-
rendo maior produgao ainda quando a incubagao ocorreu no dia
claro. No-entanto,duando se observou,em condigoes naturais
"de campo, apos a aplicacao do fungicida Benomyl, nao houve
nenhuma alteragao na microflora do solo. Contudo, o fungici
da Thiram reduziu a populagcao de fungo para 1/6 no dia se-
guinte ao tratamento, mas a taxa normal foi restabelecida
apos 6 dias da ablicaggo. Segundo OKU e.col. (1979),em con-
dicoes de laboratorio nenhum fungicida afeta a microflora do
solo. Quanto 2a radiagao ultravioleta sobre o solo, o autor
cita que. a uﬁa temperatura de’10°C houve maior sobrevivencia

de conidios sob radiagido continua de 2750 R.

Trabalhando com Fusardium monififorme, BOLKAN
(1979) observou que os conidios tiveram baixa sobrevivencia

no solo que apresentava ausencia de hospedeiros numa tempera
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tura inferior a 18°b e uma umidade de 57. Por outro lado,
os conidios livres geralmente sobrevivem melhor em solos con
tendo umidade por volta de 10%Z chegando a ser viaveis por 12
meses quando a temperétura variava de 18°C a 22°C. No senti
do de ensaiar a viabilidade de germinagao no solo, o ‘autor
correlacionou a mesma com a germinagao na ausencia de nutrien-
tes exogenos. Verificou que num total de 18 fungos diferen-
tes,quatro foram nutricionalmente independentes, porem, nao
germinaram no solo, devido a fungistase deste e, principal-
mente, devido a existencia de éubgtincias inibitorias vola-
teis no solo. Isto levou o autor a concluir que a fungista-
se do solo e uma Eonsequéncia da nao disponibilidade de nu-
trientes requeridos para a germinacao de esporos e que esta
condigao e mantida pela continua competigao dos nutrientes
que devem estar a disposigdao e que sao necessérios para a

germinacao de muitos esporos.

LOOCKOOD (1974) ensaiou a viabilidade de ger--
minagao de 19 fungos em relagao a fungistase do solo, compa-
rando a germinagao em solos esterilizados em autoclave e so-
los em condigoes naturais. Verificou que a germinagao foi
muito maior em solos esterilizados do que em conaigges natu-
rais. Quanto a perda de glicose, o autor observou que ocor-

reu muito mais rapidamente em solos naturais e que foli muito

vagarosamente em solos esterilizados em autoclave. Por ou-
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tro lado,os conidiés individuais,quando langados ao solo, po
dem servir como nutrientes de microsubstrato e estimulam o
rapido crescimento de bacterias e outros microrganismos do
solo, resultando na produgao de suficientes substancias toxi

cas impedindo a germinagao de outros fungos.

YODER (1973) observou que a germinagao de mu1i
tos fungos no solo esta restrita a qualidade dos nutrientes
existentes e que a fungistase, da maioria dos solos,pode ser
atribuidos a falta de nutrientes ‘essenciais em tais solos ou
a rapida perda de nutrientes essenciais endogenos pela compe
ticao dos organismos do so%o, ainda que alguns acreditem que
substancias inibitorias sao as responsaveis. Quando os so-
los foram esterilizados, observou o autor que a germinagao
dos conidios era muito eficiente e constante. 'Contudo,em so
los nao esterilizados, o crescimento do micelio iniciava-se
apos alguﬁas horés e, posteriormente, era destruido. Obser

vou tambem, que a germinagao dos conidios era muito superior

em solos esterilizados que em solos nao esterilizados.

CHAVES e col. (1981) observaram que o fungo
entomopatogénico M. anisopliae tem seu potencial de sobrevi
vencia no solo, na forma de conidios, por um periodo de 90
dias e que 1,46 x 10% confdios viaveis por grama de solo & su
ficiente para manter este microrganismo de uma maneira sapro

fitica,pelo mesmo, periodo. Cita ainda, o autor que o efei-
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to adverso de bactéerias contidas nos solos resulta numa pos
sivel agao fungistatica destas sobre o fungo. Por outro la-
do, observaram que e necessario desenvolver um meio de cultu
ra seletivo para estudar a biologia desse fungo para estimar
a populagao no solo sem a interferéncia de outros fungos com

petitivos.

2.2. Alguns aspectos do fungo entomopatogenico M. aniso
pliae

2.2.1., Caracteres gerais

Segundo GUAGLIUMI e Col. (1974), o "fungo muscardi-
no verde" foi descoberto por METSCHNIKOF, em 1879, infectan-
do larvas do besouro do trigo Anisopliae austriaca Hbst. Es-
tudando a doenga, o autor achou viavel a ‘utilizagao de fun-
gos no controle artificial de insetos. Inicialmente, METS-
CHNIKOF propos o nome Entomophtora andisopliae; posteriormen-
te,por sugestao do botanico CIENKOWSKY, o fungo foi chamado
Isania destructor; depois de uma serie de controversias, com
a proposicao de diversos sinonimos,prevaleceu o nome inicial,
por se tratar de um fungo imperfeito, sendo atualmente conhe

cido por M. anisopliae (Metsh) SOROKIN, 1883.

0 fungo M. anisopliae (Metsh) SOROKIN, apre-
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senta uma formagao semelhante a um esporodoquio agregado a
hifas intimamente entrelagadas, contendo uma massa compacta
de conidioforos num "estroma" plano ou em forma de disco;
os conidioforos simples ou, mais frequentemente, ramificados
e parecidos com o modelo de penicilia,resultam em celulas co
nidiogénicas chamadas filiades; as filiades cilindricas e
hialinas afilam-se para um apice estreito (BARON,1968). Por
outro lado, HAMMIL (1972) fez um estudo sobre as filiades de
M. ani{sopliae definindo-as como celulas conidiogenicas que
produzem pelo menos o seu primeiro conidic entre a extensao
apical da celula, o.qual @ liberado pela ruptura da ©parede
celular. Observou que as filiades deste fungo sao geralmen
te cilindricas e levemente entumescidas antes de afilarem ra
pidamente para um estreito apice conidiogenico de no maximo
1 pym. Apds um conidio previo ter sido delimitado por um sep
to, ele move-se para fora do colo da filiade e o proximo co-
nidio comeéa a formar-se. As organelas penetram nos coni-
dios e os mesmos sao delimitados por septos, continuando o

processo.

AZEVEDO e MESSIAS (1981) analisaram oito diferen
tes isolados de M. anisopliae,sendo sete deles da variedade
minon lanisopliae), e o outro da variedade major e verifica-
ram as diferengas existentes entre os tamanhos e volumes en-

tre uma e outra variedade. Os autores verificaram que a va-
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riedade major apresentou conidios cujas medidas e respectivo
volume sao bem maiores que o dos isolados das outras varieda
des de M. andisopfiae. Observaram tambem que existe diversi-
dade no volume e medidas dos conidios de diferentes isolados
selvagens,sendo que E9 e M apresentam os mesmos volumes  de
conidios,enquanto que A4 e A1 apresehtam em media, conidios
maiores. Quanto a sobrevivencia dos conidios, SANTOS (1978)
verificou que a temperatura de iZOC inibe a germinagao, tor-
nando-os inviaveis se os mesmos foram expostos por mais de
96 horas a esta temperatura; que a luz cqntinua tem influen-
cia sobre a produgao de conidios, aumentando-se bastante em
relagao 3 luz alternada e ao escuro total, sendo que este ul
timo favoreceu o desenvolvimento micelial. Observou-se, ain-
da,que as radiagoes gama e ultraﬁioletakpodem ser utiliza-

das como mutagenicos.

- ' éAMARGO (1981) observou a patogenicidade do
M. anisopliae no controle da largarta do girassol,Chlosyne
Lacindia saundersii,verificando que este fungo entomopatogeni
co tem tambem agao sobre outros insetos, alem da cigarrinha
da cana-de-agucar e cigarrinha das pastagens. O autor veri
ficou que houve morte em 1007 de lagartas testadas, num pra-

zo de 48 horas.

Para uma melhor seguranga na utilizagao do M.
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anisopliae , em larga escala, objetivando principalmente o
controle microbiologico das ‘cigarrinhas das pastaéens,o qual
implica o contato direto deste fungo com homens e animais do
mésticos, bem como outros artropodes de importancia na agri-
cultura, VENTURA (1981) usou camundongos inoculados com M.
andisopliae, por via intraperitdnial, intravenosa, subcuta-
nea, intra muscular, ingestdo e inalagao. O autor cita que
nao houve evidencias clinicas nos animais testados e que as
analises histopatologicas dos tecidos 1inoculados mostraram
reagao inflamatoria inespecifica, com exudatos de macrofa-
gos e neutrofilos, nao se tendo observado a germinagao dos

conidios, nem o desenvolvimento do fungo.

Por outro lado, AZEVEDO e col. (1982) analisa
ram a ultra estrutura de protoplastos de M. andisopliae veri-
ficando que a analise das micrografias eletronicas revelou
que existeﬁ\semeihangas morfologicas entre protoplastos obti
dos em M. andisopliae e aqueles obtidos em Aspengillus nidu-
Lans por GIBSON (1972). Citam tambem que os protoplastos,
liberados apos 1 hora de tratamento com mistura litica, mos-
traram alta densidade ribossomica e apresentaram alguns pro-

toplastos que, algumas vezes, apresentavam-se rugosos.

1

MESSIAS e col. (1982) wverificaram o tamanho
de conidios e a produgao de enzimas amilase, lipase e protea

ses da linhagem Eg de M. anidopliae originaria de cigarrinha
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de pastagens 0eoié‘bp e de meio de cultura sﬁlido. Observa-
ram que os Indices Enzimaticos de amilase, lipase e protease
sao diferentes e que, conforme a fonte de origem de 1linha
gem, ha variagao de fndice Enzimatico com aumento significa-
tivo para amilase, lipase do isolgdo proveniente de 1inseto.
Em relagao ao tamanho de conidios, o valor permitiu concluir
que a linhagem,quando isolada diretamente do inseto, mostra
conidios com menor comprimento do que quando provenientes de
subculturas. Esses dados, concluem os autores, sugerem que
a produgao de enzimas extraceiuléres diminui quando o fun-
go e passado em subcultura, e isso poderia ter implicacoes

~na diminuicao da patogenicidade do fungo.

ROSATO e col. (1981) verificaram a produgao
de enzimas extracelulares em isolados de M. andisopliae proce
dentes de diferentes regioes geograficas do Brasil. Usando-
se substr;tos esfecificos foram ensaiadas as produgoes de

amilase, lipase, quitinase e protease nos dez isolados, pro-

A

venientes de Pernambuco (C), Bahia (A4; A6; A A

8’ “19° 20°
A21), Espirito Santo (E6 e Eg) e Sao Paulo (K). Verificaram
que no geral os isolados de uma mesma regiao apresentam Indi

ces Enzimaticos similares, embora indices similares tambem

tenham ocorrido em isolados geograficamente distintos.

SILVA e col. (1982) verificaram que a ativida
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de enzimatica da amilase, lipase, protease eiﬁﬁit;gg§§§prod2
zida por M andisopliae pode estar relacionada com a virulen
9> que

nao produziam amilase e lipase, apresentaram virulencia infe

cia das linhagens, visto que mutantes da linhagem E

rior que a selvagem para Rhodnius prolixus. 1Isto sugere que
a alteragao na produgﬁo‘dessas enzimas extracelulares pare-
ce estar relacionada com a virulencia das linhagens. Por ou-
tro lado, MESSIAS e col. (1982) observaram que a produgao
das enzimas amilase, lfpase e protease da linhagem E9 de M.
anisopliae, originaria da cigérrinha de pastagem Deodis 4p,
apresentou Indice Enzimatico para amilase, lipase e protease
diferentes e conforme a fonte de origem da linhagem (meio de
cultura ou inseto) havia variagao do Indice Enzimatico, com
aumento significativo para amilase e lipase do isolado prove
niente do inseto. Esses autores verificaram ainda que a pro
dugEo de enzimaskextracelulares diminui quando o fungo e

passado em subcultura e isso poderia tér implicagao na dimi-

nuigao da patogenicidade.

CONTI e col. (1980) observaram que onze li-

nhagens selvagens de M. aniso0fiae sendo A4’ A6’ AS’ A19

A20 originadas do Estado da Bahia, K originada do Estado de

e

Sao Paulo, C originada do Estado de Pernambuco e E, e E do

6 9

Estado de Espirito Santo, apresentaram-se homogeneas quando

testadas eletroforeticamente para a fosfatase e heterogeneas

3
Y
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quando testadas em relagao a esterase,podendo-se dintinguir

5 tipos diferentes. -

Quanto a patogenicidade, DAOUST e col. (1982)
verificaram o comportamento quanto ao potencial de virulen-
cia de 52 linhagens de M. anisopfiae originadas de nove pai-
ses diferentes e isoladas de insetos pertencentes a 4 géne-
ros diferentes, incluindo Lepidoptera, Orthoptera, Homoptera
e Coleoptera, Observaram que as linhagens do fungo entomopa
togenico de M. andidopfiae, quando utilizadas contra o Cufex
pipiens apresentaram uma variabilidade de virulencia que va-
riou de 0 a IOOZ,seﬁdo que as mais virulentas pertenciam a
“linhagem M. andisopliae, variedade andsopliae, originadas da
Austria, Australia e Brasil enquanto que as linhagens M. an<
Aopliae variedade mafjor foram quase qué avirulentas. Por ou-
tro lado, SILVEIRA e col. (1982) observaram o mecanismo de
infecgao produzido pelo fungo M. anidopfiae no hospedeiro De
044 &p onde, apos 120 horas da inoculagao, o desenvolvimento
se da inicialmente na hemolinfa, tomando em seguida glandu-
las salivares, musculatura e tubo digestivo e com a evolugao
da infecgao verificou-se a desagregagao muscular, Notaram
também que a colonizagdo ocorre na parte anterior do hospe-
deiro e onde o progresso evolui observaram a presenga de hi-
fas emergentes a superficie com a formagao de conidioforos e

que 0s insetos hospedeiros morreram apos 144 horas.
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ROBERTS e col. (1982) analisaram o efeito de
varias formulagoes sobre a virulencia de conidios de M. and
4opliae no controle de larvas de
Esses autores verificaram que os
componentes da formulagdo mais prejudiciais para a viruléen
cia foram farelo de trigo, torta de diatomaceas e dois dilu-
entes de Caolinita onde houve uma queda de virulencia em tor
no de 1007 em relagéo aos conidios nao formulados. Por ou-
tro 1ado,observaram que um diluente derivado de oleo de rici
no aumentou significativamente a viruléncia dos conidios
com relagao ao controle de larvas Cufex pipiens. Observaram
ainda que a viruléncia era maior quando se misturava o di
Huente pouco antes da aplicagao em relagao a formulagoes pre

viamente preparadas.

2.2.2. Biblogia

Atualmente sao conhecidas mais de 200 espe-
cies de insetos muitos dos quais sao habitantes do solo, que
sao hospedeiros do fungo entomopatogenico M. ani4opliae. Em
ensaios de laboratorio, utilizando esse fungo, ZACHARUK (1968)
verificou que houve maior infecgao em ovos e larvas de Efate
ndidae do que em pupas e adultos. Observou o autor que a in-

fecgdao seguiu-se a aplicagao direta dos conidios na cuticula,
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ao contato com o solo infestados com esporos e a alimentagao
das 1a¥vas com sementes de trigo infectada, sendo verifica-
do o seu aumento em temperaturas entre 16°C e 28°C. 0 autor
cita ainda que a morte dos insetos, evidenciada pelo cresci-
mento tipico do fungo do lado externo do corpo do hospedei-

ro, foi maior nas femeas do que nos machos.

Por outro lado, verificaram que a aplicacgao
no campo de M. andisopfiae nas quantidades de 35, 43 e 80 1b/
acre resultou em 60, 77 e 100% de mortalidade para H. pales,
enquanto que nenhum inseto controle morreu. Quanto a Maha
narva posticata, Mahanarva {imbriolate, Aeneolomia selecta

GUAGLIUMI (1971) consta-
tou controle satisfatorio, e mesmo acontecendo com a cigarri

nha-das-pastagens.

~

Na verdade conhece-se muitas especies de inse

tos que sao hospedeiros do M. andsopliae e ja fotam régistrgl
dos insetos da ordem Homoptera que atacam raizes de certas
especies de plantas na Inglaterra. HANEL (1981) desenvolveu
uma tecnica para medir a virulencia do fungo patongico M.
andidopliae (Metsh) SOROKIN, contra formigas da eSpEcie Nasu-

5

titenmes exitiosus, verificando que a LD foi de 0,67 x 10

50

conidios/mZ.

Outros insetos nocivos a cigarrinha foram tes
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tados com relagao a patogenicidade do M. andisopliae, como
por exemplo HopLocampa testudinia, praga da macieira,Otienhyn
chus menidionalis, importante praga dos moranguinhos, o gri-
lo Teleogryllus commodus que ataca terrivelmente as pasta-
gens da Australia, onde foi observada uma mortalidade.em tor

no de 817 (AUDEMARD e col., 1981).

MULLER-KOGLER (1967) levantou a literatura
ate 1963 e verificou a potencialidade de fungos no controle
microbiologico de insetos. Infelizmente, apesar da grande
variedade de fungos, nem sempre o que sao patogenicos em la-
boratorio o sao em condigoes de campo. Além destes, varios
outros problemas surgem em relagao ao patogeno; a maioria
dos fungos entomopatogenicos tem sido produzida sob certas
condigoes ideais em grande quantidade, porém, em certos ca-

sos, perdem a sua patogenicidade.

Por outro lado, as condigoes ambientais, como
ja foi citado, tem influencia sobre o fungo e, podem 1ln
fluenciar na germinagao do mesmo no campo, ficando o uso do

fungo as vezes prejudicado.

A hifa do fungo entomopatogenico pode desen-

volver-se na superficie do inseto e penetrar na cuticula ime
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diatamente, envolvendo enzimas neste processo. Algumas des-
tas enzimas tem sido estudadas "in vitro'" como: quitinases,
proteases e lipases. A grande diferenga entre fungos capa
zes de parasitar insetos parece residir no fato de estes ul-
timos nao poderem penetrar no exoesqueleto do hospedeiro que

lhe serve de defesa, ROBINSON (1966).

Como se sabe, os conidios de fungos apresen
tam um metabolismo bastante ativo durante a germinacao e a
produgao de enzimas e bastante importante na indugao de
doengas em insetos. Entre as toxinas isoladas destacam-se
a aflatoxina produzida pelo Aspergillus f§Lavus, toxica nao
sO para os. insetos mas tambem para mamiferos, passaros, mi

crorganismos e plantas.

Segundo DE BACH (1968), a maioria dos fungos
que infecta insetos nao o faz por ingestao, mas por penetra
¢ao na cavidade do corpo atraves do integumento. Isto re-
quer condigoes de temperatura e umidade adequadas. Uma vez
no interior do inseto, o fungo prolifera, invade os tecidos
e produz uma grande quantidade de hifas. Na maioria dos ca-
sos, o fungo emite seus conidioforos para o exterior de onde
se desenvolvem os corpos frutiferos, capacitando sua dissemi
nagao para outros hospedeiros. O inseto infectado geralmen-
te seca,adquirindo um aspecto mumificado, chegando frequen-

temente a cubrir-se de conidios que capacitam o fungo a so-
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breviver em periodos de condicoes adversas do meio ambiente
ou na ausencia de hospedeiros. Pode-se dizer tambem que a
contaminagao de insetos ocorre atraves do integumento, quan-
do os ‘insetos se deslocam de um lugar para outro,no meio am-

biente em que vivem.

GUAGLIUMI (1974) afirmou que o processo in-
fectivo que leva o inseto a morrer desenvolve-se atraves de
uma primeira fase de germinacao de esporos e da penetracgao
das hifas no corpo do hospedeiro; de uma segunda fase, com a
invasao dos tecidos, por parte do micelio do fungo ate cau-
sar a morte do inseto; finalmente, a terceira fase se ca-
racteriza pela esporulagao e o inicio de um novo ciclo in-
feccioso. Desta maneira, o processo evolutivo da micose @&
bastante visivel nos insetos adultos, menos, porem tambem vi
sivel, nas ninfas; a sintomatologia e parecida a que foi
observada‘por vakios autores.em diferentes insetos. Por exem
plo,quando o fungo comega a penetrar nos tecidos do 1inseto,
este perde o apetite, diminui sua irritabilidade e reduz pou
co a pouco seus movimentos inclusive deixando de se alimen-
tar. Seus ultimos estagios larvais podem ficar alguns dias

inertes antes de morrer.

Considerando o fungo Paecilomyces {farinosus,

HUSSEY (1971) mostrou que exXiste uma estrutura envolvida a

4
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partir das hifas denominadas de apressorio,o qual seria res-
ponsévél pela fixagao do fungo sobre o inseto e posterior pe
netragao da cuticula por mecanismos fisicos e enzimaticos.
No entanto, e importante lembrar que, alem desse fator, ou-
tros como: dispersao, viabilidade potencial de inoculo e vi
rulencia,devem ser exigidos do patogeno. No caso,por exemplo,
dos conidios serem facilmente disseminados pelo vento, caracte
ristica esta considerada otima, e importante lembrar que a
luz solar bem como condigoes de umidade e temperatura podem
matar o conidio durante o transporte. No zaso da temperatu-
ra, a germinagao e afetada, como ja foi citado, sendo que o
fungo entomopatogenico M, ani{sopfiae apresenta a temperatu-

ra otima para o desenvolvimento entre 25°c e 30°c.

2.2.3. Fungistase do solo

Varios metodos existem para a avaliagao da
flora fungica do solo, cada um com vantagens e desvantagens.
0 mais usado, inclusive feito neste trabalho, @ o da conta-

gem por diluigao e semeadura com meios de cultura em placas.

A fungistase do solo e uma consequencia da
nao disponibilidade de nutrientes que a germinagao de espo
ros requer e este estado e mantido pela continua competigao

por minuto dos nutrientes que devem estar a disposigao e se-
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rem requeridos paré a germinagao de muitos esporos. Por ou-
tro lado, LOOCKOOD (1961) observou que os esporos individuais
de fungo no‘solo servem como nutrientes de microsubstrato e
estimulam o rapido cfescimento de outros microrganismos do
solo sobre a sua superficie ou suas adjascencias; e, que is-
to resulta na produgao de suficieﬁtes substancias fungista
ticas para impedir a germinacao do fungo. O mesmo autor ve-
rificou que conidios de 17 fungos de germinagao sem nutrien-
tes exogenos foram incubados sobre solos esterilizados. Ci-
ta o autor, que & germinagao ocorreu em todos os fungos en-
saiados enquanto que nos solos mnao esterilizados germinaram

apenas 2 de todos os fungos ensaiados.

KO e col, (1978) ensaiaram 18 fungos para ve-
rificar a viabilidade de germinacao no solo correlacionando
com a germinagao na ausencia de nutrientes exogenos. Apenas
quatro fuﬂgos nao germinaram no solo devido a fungistase que
foi considerada devido a forte difusao imposta pela atividade

microbiologica do solo e pela existencia de substancias vola

teis oriundas de metabolismo microbiologico. Desta forma,
em qualquer trabalho visando a utilizagao de solo deve-~se
considerar a presenga de fungitoxina e bacterotoxinas no

4

mesmo. Ja foram isoladas de muitos solos pequenas quantida-
des de tricotecim que tinham efeito estimulador sobre o cres

cimento micelial do Fusarium oxysdporum var. cubense, porem

§
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em altas concentragoes tinham um efeito inibidor do cresci-

mento micelial do mesmo fungo.

Uma técnica para estudo ecologico da fungis
tase do solo foi elaborada por CHINN (1953) que consistia na
tecnica da lamina para estudar ecblogicamente o comportamen
to dos fungos, tanto qualitativa como quantitativamente,
em solos esterilizados e nao esterilizados. Observou o au-
tor que, em solos esterilizados, a germinacao dos conidios
era muito eficiente e constante enquanto, em solos nao este-
rilizados, o crescimento do micelio iniciava-se apos algumas
horas e logo em seguida era destruido, assim como a germina
Eggo dos conidios era muito superior em solos esterilizados

que em solos nao esterilizados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

As linhagens de M. anisopliae utilizadas nes
te trabalho foram obtidas no Setor de Genetica de microrga
nismos da Escola Superior de Agricultura ﬁLuiz de Queiroz"
da Universidade de Sao Paulo, Piracicaba e laboratorio de
Genetica de Microrganismos da Universidade de Cémpinas, gen
tilmente cedidas pelo Dr. Claudio Luiz Messias. Estas linha
gens tem sido empregadas nos ensaios de controle biologico,
no campo, contra as cigarrinhas das pastagens e da cana-de-
agﬁcaf. Sao elas: Alg> isolada parasitando o hospedeiro Ma
hanarva posticata em Salvador, Bahia, E6 e Eg, isoladas do

hospedeiro Deoid gfLavopicta em Vitoria, Espirito Santos, K,
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em Jau, Sac Paulo pelo Dr. K. E1-Kadi e M isolada do hospe

deiro Deeis 4p em Manaus, Amazonas.

As amostras de solo utilizadas para ensaiar
as diversas linhagens foram obtidas no campo onde se cultiva
va cana-de-acucar e em campo onde se encontravam gramineas
principalmente da especie Brachiaria decumbens. Estes solos
foram cedidos pelo Departamento de Solos, Geologia e Fertili
zantes da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz",

Piracicaba.

3.2. Mejos de cultura e solugoes usadas

3.2.1. Meio completo (PONTECORVO e col., 1953, modi
ficado por AZEVEDO e COSTA, 1973).

NaN03. Ve e e s e e s e e e e s e e
KHZ?Q4 S RN T -4
KCL v v & v v ¢ v « ¢« o s+ o 4 « « « 4« « +0,5¢g
MgSO4.7H20 T O ¢ A -4
FeSO4. v s s 4 4 4 e 4 e s e s & e e« s s+ 0,01 g
ZnSO4. . .‘. 0,01 g
GlicoSes « + o + + « o & v 4 o v 4« + . . .10,0 g
Peptona. « « « & ¢ o & & « o & ; e e « s+ 2,0 g

Caseina hidrolizada. . + + + « &« o .

Extrato de leveduras . .+ « .o « « s o« « o » 0,5 8



Solugao de vitaminas. . . .

Kcido nucléico de leveduras hidrolizada

Kgar. « « . « v « < « . .

Rgua destilada. , . . . . .

pH ajustado para 6,8 com NaOH 47

.

3.2.2. Meio de MARTIN

KH2P04‘ s e e e e e e e

MgSO, .7H,0. . . « « . . . .

4" 2
Glicose. v v « & + . o« . .
Peptona. . . . .+ . + « . .

Solugao aquosa de rosa bengal

Solugao de oligoelementos.
Agua destilada. . . . .

Estreptomicina. . . . . . .

3.2.3. Solucao de vitaminas

Acido nicotinico. . . . . .
Kcido p-aminobenzdoico . . .
Biotina. « + « ¢ 4 « o« o+

Piridoxina. . . .+« « + +« + &

Riboflavina . . . .+« « + « .

.

1,0 8
2,5 md
15 g

1000 m#&

5 8

100 mf
1 mf

1000 mt

1:10000

100,0 mg

10,0 mg

50,0 mg

100,0 mg
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Tiaminal - . . . . - - - - L4 - - - - ... . 50’0 mg

Agua destilada esterilizada. . . . . ... 100,0 m&

A solugao foi guardada em frasco escuro no
refrigerador a 4°c depois de ter sido aquecida em bahho-mg

.

ria por 15 minutos, sob cloroformio.

3.2.4. BEcido nucleico de levedura hidrolizado

Foram hidrolizados 2 g de acido nucleico de
leveduras em 15 m& de HCZ 1IN por 20 minutos a 100°C. O pro-
“cesso foi repetido com a mesma quantidade de acido nucléico
de levedura em NaOH 1IN. Os dois hidrolizados foram mistura-
dos, o pH ajustado para 6,0 com NaOH 4% e entao filtrados.
0 volume foi ajustado para 40 m€ e 3 solugao foi guardada em

‘ - - . )
frasco escuro com cloroformio a 4 C.

3.2.5. Solugao de oligoelementos

Molibdato de potassio. « +« +« « « + . ... 0,05¢g
Borato de sodio. « +« . ¢« +« ¢« ¢« « « « ... 0,05 g
Perclorato de ferro . . . « + « « « « « « 1 gota (1%)

Nitrato de cobalto. « &+ « « « « « « « +» « 0,05 ¢g

Sulfato de calcioe « « « « « & o« « » « 4. 0,058

3
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Sulfato de cobre. . . , + . . ¢« ¢« . . . . 0,05 ¢g

Sulfato de zinco. . . .+ + « ¢« « & « + + . 0,05 g
Sulfato de manganeés . . . « « . « . . . . 0,05 g
Agua destilada. . . . + + +« +« « « « + . . 1000 mt

A solugao foi guardada em frasco escuro e

colocada no refrigerador a 4°c.

3.2.6. Solugao salina

Solugao de cloreto de sodio 0,89% em agua des

tilada sendo a seguir distribuida em frascos (9 mf).

Os frascos desta solugao foram esterilizados

em autoclave por 15 minutos, a pressao de uma atmosfe-

A

~

ra.

3.2.7. Solugao de tween

Foi adicionado tween 80 em agua destilada, nu
ma concentragao de 0,17 (v/v). Foram colocados 2,5 mf em tu

bos de ensaio, autoclavados e conservados em refrigerador.
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3.3. Esterilizacao e incubacgao

Os meios de cultura, as solugoes e os solos
foram sempre esterilizados em autoclave por 15 minutos a uma
atmosfera de pressao. Os meios e as solugoes foram estoca-
dos em temperatura ambiente com excecao daqueles que estao

. . o
assinalados e que foram estocados no refrigerador a 4 C.

. ~ . o
A temperatura de incubagao foi de 28 °C, exce-
to nos experimentos onde se fez necessaria a temperatura am-

biente. A estufa incubadora foi uma B.0.D. {(Fanen).

3.4. Curvas de sobrevivencia

3.4.1. Luz ultravioleta

N -

Suspensao de conidios, obtidos de coldonias 1n
cubadas oito dias em placa de Petri contendo me10 completo,
foi preparada em solugao de Tween, estimado seu numerc na

~ - 6 .y
suspensao, em hematimetro para dar cerca de 10 conidios/mf.

A suspensao diluida na concentragao de 1:10
foi colocada em placa de Petri esterilizada e irradiada com

luz ultravioleta (2.537 &) em tempos crescentes de exposicao
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(1, 2, 4 e 8 minutos). A fonte de radiacao ficou a uma dis-
tancia de 14 cm do material a ser irradiado. Apos a
radiagao de cada tempo, a suspensao sofreu diluigoes adequa
das em solucao salina, e 0,1 mf€ foi semeado em placas de Pe-
tri com meio completo. Paralelamente repetiu-se o précesso

- . ~ . . . - .
com os conidios nao irradiados. Foram semeados no minimo

tres placas por tratamento.

- . . . ~ o

Apos oito dias de incubagao a 28°C, fez-se a
contagem das colorias desenvolvidas e estimou-se o numero de
conidios sobreviventes por mf para cada tempo de trata-

mento. A determinagcao da .porcentagem de sobrevivencia nos

o -

-tempos de radiacgao. Foi feita tomando como 100% o nimero
de conidios viaveis estimados na amostra sem radiagao.
0 processo acima foi repetido duas vezes paré cada linha
gem, sendo que a curva de sobrevivencia obtida foi feita

N -

com a porcentagem de sobrevivencia media dos dois ensaios.

Para uniformizagao dos resultados, os coni-
dios de todas as linhagens foram coletados de <colonias com
12 dias de incubagao. As radiagoes foram feitas em camaras
escuras, e a semeadura se dava imediatamente apaé o tratamen

to. Esta tecnica foi utilizada para cinco linhagens de M.

andisopliae.
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3.5. Caracterizacao dos solos

3.5.1. Solos da Serie Ibitiruna

0 solo‘ensaiado neste trabalho foi retirado
de uma profundidade (0-30 cm), horizonte Al' Esses solos da
Serie Ibitiruna exibem relevo normal, alto, suavemente ondu
lado, muito longo e uniforme. Estao muito sujeitos a erosao
cuja agao frequentemente se traduz por perdas que atingem in
clusive o horizonte A2. Uma amostra deste solo foi levada
ao Departamento de Solos, Geologia e Fertilizantes para con

veniente caracterizagao como mostra abaixo. A composigao de

vegetacao neste solo era gramineas do genero Brachiardia.

Esse solo pertence a Serie Ibitiruna areia fi
na, expondo as caracteristicas morfologicas seguintes: cinza
escuro; areia fina; macigo; friavel; nao plastico; nao pega
joso; macrésPoroé raros; raizes finas e aﬁundantés; pH 5,2.
Apos analise verificou-se que este solo apresentava 7 limo -

4,7%,argila - 5,5%,C organico - 0,87%,C/N - 117. A tensao

de umidade foi 6,67 a 1/2 atm e 4,77 a 15 atm.

3.5.2. Solos da Serie Pau D'Alho

Este solo foi retirado de uma profundidade de

0-15 cm, 0 relevo & excessivamente forte ondulado. Sao so

[
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los geralmente rasos, com profundidade muito variavel, Os
derrames de eruptivas basicas constituem o material de ori
gem destes solos. A decomposigcao de vegetagao deste solo
- - . -~ - 3 - .
era de cana-de-agucar. Apos caracterizagao fisica e qulimica
verificou-se que o mesmo e: pardo avermelhado escuro; argi

la; blocos sub-angulares pequeno a medio; ligeiramente duro;
friavel; plastico, pegajoso, raizes finas, abundantes; pH -
5,6. As analises quimicas revelaram: 7 Limo - 45,0; %7 C or

ganico - 1,67 Z;C/N - 9; A tensao de umidade foi de 18,4 7

1/2 atm. e 14,1 Z a 15 atm.

3.6. Isolamento dos fungos existentes no solo

Foi utilizado o metodo de diluigao e semeadu
ra emplacas contendo meio de Martin. Diluicoes do solo(1:10)
foram preparad;s, pesando 10 gramas do solo e colocados em
90 mf de agua. Apos 20 minutos no agitador a solugao foi
diluida convenientemente de 1:100 atée 1:100.000, transferin
do-se 1 mf da suspensao para tubos com 9 m€ de solugao sa
lina. Foi semeado 0,1 mf de cada diluigao ém placas de Pe
tri contando meio de Martin e distribuidos uniformemente com
algca de Drigalsky. As placas foram mantidas em femperatura
ambienfe por 10 dias. Esse processo foli repetido para ambos

os solos duas vezes. A classificagao dos fungos foi feita

no Departamento de Fitopatologia da Escola Superior
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de Agricultura "Luiz de Queiroz"-USP.

3.7. Fonte de luz ultravioleta

A luz ultravioleté foi obtida de uma fonte
que emite radiagoes de luz de ondas curtas equivalentes a
2.537 8. Esta lampada foi cuidadosamente estudada para se
calcular a energia emitida pela mesma em energia por area e
por tempo de exposicao no Departamento de Fisica e Meteorolo
gia da ESALQ/USP. Assim observou-se que esta fonte, emitin-
.do radiagoes numa superficie de 1 em? durante o tempo de 1

, .= -~ . -2 . -1
minuto, produzira uma transferencia de 104,5 cal.cm “.min. ~.

A incidencia meédia da luz na superficie do so

-

lo para um comprimento de onda equivalente & 2.537 & e

0,0021 cal;émhz.min.-l.

3.8. Determinagao da viabilidade de germinacao de coni-
dios na superficie do solo apos radiacao com luz
ultravioleta

De suspensao de conidios preparada como des-—
crito no item 3,4.1., 1 mf da solucao de "tween" contendo os

conidios ja devidamente contados,foram diluidos 7 mf de solu
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¢ao de salina, volume este necessario para deixar a quantida
de de solo ensaiada adequadamente umedecida. A quantidade
de solo ensaiada foi de 20 gramas que foi colocada em placas
de Petri e esterilizad;s por 20 minutos a pressao de 1 atmos
fera. Com uma pipeta de 10 m{ foi devidamente distribuida a
suspensao de conidios por toda a.superficie do solo na pla-
ca de Petri. Apdos a distribuigcao dos conidios, a placa foi
irradiada a uma distancia de 14 cm da fonte de luz ultravio-
leta de ondas curtas (2.537 R) por um tempo de 2,40"(dois mi
nutos e quarenta segundos). Apos 8 dias de incubagao a tempe
ratura ambiente foi preparada diluigao do solo 1:10,pesando-
se 10 g de solo e colocando em 90 mf de agua destilada num

erlenmeyer de 250 mf. Apos 20 minutos no agitador repetiu-

se o mesmo metodo descrito no item 3.5. As linhagens ensaia
das neste metodo foram A19’ E6’ E9, K e M e os solos foram
os dois ja mencionados. Repetiu-se duas vezes o ensaio para

N -

cada linhaéém.

3.9. Efeito da luz ultravioleta na germinacao de conidios
em tempos acumulados na superficie do solo

De suspensao de conidios preparados como des-
crito no item 3.8., foram preparadas 9 placas de Petri con-

tendo 20 gramas de solo esterilizado cada uma, Uma das pla-
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cas nao foi irradiada sendo portanto considerada como tempo
zero. As demais placas foram irradiadas nos tempos de 2!
40"; 5'20"; 8'; 10'40"; 13'20"; 16'; 18'40" com luz ultravio
leta. de ondas curtas (2.537 X),é uma distancia de 14 cm das
placas. Para cada tempo foi isolado o fungo atraves do meto
do de diluigao e semeadura em placas de Petri contendo meio
de Martin como descrito no Item 3.6. Foram ensaiadas as li-

nhagens E6 e E. em ambos os solos.

9

3.10. Efeito da ultravioleta em condigoes naturais na ger-
minacio de conidios na superficie do solo

Pelo mesmo metodo da diluigao e semeadura em
placas de Petri contendo o meio de Martin foram preparadas’
10 placas cpntendo solo (20 g) devidamente esterjlizado. Uma
das placas ;erviu de testemunha nao sendo irradiada. As de-
mais placas foram colocadas em lugar adequado para que pudes
sem receber a radiagao solar nos intervalos ,de'7 horas da
manha as 17 horas da tarde. As placas ficaram nestas condi-
goes durante 45 dias sendo que o isolamento do fungo-foi rea
lizado apos exposigao do 19, 29, 39, 49, 59, 69, 79, 309 e

459 dias. Os ensaios foram realizados para as linhagens E6

e E9 em ambos os solos com tres repetigoes para cada linha

gem.
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3.11. Efeito do solo na germinagao de conidios de M. ani-
sopliae |

Coletados os conidios, apos 10 dias de incuba
cao,foram colocados em 2,5 mf de solugao "tween", desagrega-
dos, e estimado o numero atraves do hématimetro. fpos a con
tagem, a dispersao foi diluida num frasco de 250 mf contendo
cerca de 200 mf de méio completo previamente fundido e res
friado 3 uma temperatura de 45°C. L3aminas de microscopio
muito limpas e esterilizadas foram mergulhadas com uma pinga
esterilizada na mistqra de conidios com o meio de cultura.
- 0 solo utilizado foi esterilizado em autoclave por 20 minu-
fos a pressao de uma atmosfera. Este : solo foi colocado num
recepiente contendo 14 cm de diametro por 8 cm de altura. A
lamina foi enterrada verticalmente cerca de 0,5 cm apos a so
lidificagao do meio na laming, com uma egpétula adicionou-
se solo ate cobrir por completo a lamina. Foram~ elaboradas
4 laminas e as observagoes foram realizadas a partir de 10,
16, 40 e 48 horas,respectivamente. A contagem f&i realizada
baseando-se em 50 esporos observados aleatoriamente. Com es-

te metodo foram ensaiadas as linhagens E6 e E9 em ambos os

solos esterilizados, e em solos nao esterilizados.
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4. RESULTADOS

4.1: Numeros, porcentagens relativas e curvas de sobrevi-
vencia de conidios de linhagens de M. anisoplfiae apos
tratamento com luz ultravioleta (U.V.)

Os ensaios com luz ultravioleta (U.V.) foram

realizados conforme os procedimentos descritos no item 3.4

1.

Os resultados dos numeros e porcentagens rela
tivas dos conidios sobreviventes estao registrados nas Tabe
las 1, 2, 3 e 4 e 5 respectivamente. As Figuras 1, 2, 3, 4 e

5 mostram, respectivamente, as curvas de sobrevivencia a luz

U.v.
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Tabela 1. Nimero e porcentagem relativa de conidios sobrevi-

ventes da linhagem A g de M. anisopliae ao trata-

mento com luz U.V.

la. Repetigao 2a. Repetigao
Tempo conidios %7 sobrevi conidios % sobrevi  Media
(min) viaveis/ml vencia viaveis/ml vencia
0 22,1}*:].0‘4 - 100,00 27,15X104 100,00 100,00
1 15,15x10" 68,50  15,27x10" 56,26 62,38
) 3,5%10" 16,06 3,9x10% 14,36 15,21
4 1,1x10° 0,45 1,8x10° 0,66 0,53
8 0,28x102 0,012 0,52x10° 0,019 0,015

Tabela 2. Numero e porcentagem relativa de conidios sobrevi

ventes da linhagem E, de M. anisopliae ao tratamen

to com luz U.V.

N

la. Repetigao 7 2a. Repetigao
Témpo conidios %Z sobrevi  conidios % sobrevi Média
(min) viaveis/mf vencia viaveis/ml vencia
0 4,45x105 100,00 1,05x105 100,00 100,00
1 2;57x10° 57,80 1,10x10° - 105,00 ~ 81,40
2 14,82X1Q4 33,80 3,5}(104 33,33 33,30
4 '2,25x10° 0,50  1,9x10° 1,80 1,15
8 2 . 2

36,2x10 0,081 2,9x10 0,028 0,054




Tabela 3. Nimero e porcentagem relativa de

conidios

ventes da linhagem Eg de M. anisopliae ao

to com luz U.V.

43,

sobrevi

tratamen

la. Repetigao

‘ -~ 0
conidios

2a, Repetigao

iémpo % sobrevi conidios % sobrevi  Media
(min) viaveis/ml vencia viaveis/ml vencia
0 2,12x105 100;00 0,95X105 100,00 100,00
1 1,32x10° 62,30 0,85x10° 89,50 75,90
,  1,17x10% 5,53 2,77x10% 29,20 17, 30
4 .1,05x103 Q0,49 2,67X103 2,81 1,65
"8  8,07x102 0,0038 3,12x10° 0,033 0,018
"\ .
Tabela 4. NGmero e porcentagem relativa de conidios sobrevi
ventes da linhagem K de M. andsopliae ao tratamen
to com luz U.V.
la. Repetigao 2a., Repetigao
. fémpo conidios %2 sobrevi conidios Z sobrevi  Media
(min) viaveis/m&  vencia viaveis/mf  vencia
. 5 * ‘ 5
0 1,9x10 100,00 1,97x10 100,00 100,00
1 1,06x10° 55,00 2,05x10° 103,00 79,00
2 . 3,05x10" 18,40 8,48x10% 42,90 30,65
4  1,35x10° 0,71 16,2x10° 8,20 4,45
8 0,4X102 0,02 0,42x102 0,021 0,011

\
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Tabela 5. Numero e porcentagem relativa de conidios sobrevi

ventes da linhagem M de M. andsopfiae ao tratamen

to com luz U.V.

la. Repeticgao 2a., Repetigao
Témpo conidios Z sobrevi conidios 7 sobrevi Media
(min) viaveis/mf vencia viaveis/nf vencia
Q 120,7_2}{104 100;00 31,1X104 100,00 100,00
1 22,77x10* 18,86  20,24x10" 65,32 42,09
2 9,47x10% 7,84 18, 42x10% 59,43 33,68
4 9,8x10° 0,81 19,37x10° 6,25 3,53
8 2,0x102 0,016  5,1x10° 0,16 0,088
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4.2. Determinagao da viabilidade de germinacao de coni
dios semeados na superficie do solo anods radiacao
com luz ultravioleta

Conforme procedimento descrito no item 3.8,
foi determinada a viabilidade de germinagao de conidios na
superficie do solo apos 2'40" de raéiaggo com luz ultravio
leta de energia de 104,5 cal cm_z.min—l. 0 ensaio foi reali
zado para as linhagens A19’ E6, E9, K e M para ambos os solos

e os resultados estao sumarizados nas Tabelas 6 e 7, respecti

vamente,

4.3. Efeito da luz ultravioleta na germinacao de coni
dios de M. andsopliae apos diferentes tempos de ra
diacao na superficie do solo

As Tabelas 8, 9, 10 e 11 sumarizam os resulta
dos obtidos apos radiagao com luz ultravioleta em tempos
acumulados de acordo com o procedimento descrito no item 3.9,
para as linhagens E, e E, em ambos os solos.

6 9

4.4, Efeito da radiacao solar na germinacao de conidios
de M. anisopliae na superficie do solo ap0s 45 dias
de exposigao

As Tabelas 12, 13, 14 e 15, sumarizam os resul
tados obtidos segundo procedimento descrito no item 3.10,

apos 45 dias de exposigao a radiagao natural do solo.
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4.5. Efeito do solo na germinacao de conidios de M. ani
sopliae ’

As Tabelas 16, 17, 18 e 19, mostram respectiva
mente, 0s resultados de ensaios com solos Ibitiruma . e Pau

D'Alho, conforme procedimento descrito no item 4.11.

Tabela 16. Efeito do solo Ibitiruna na germinagao

de conidios de M. anisopfiae, 1linhagem

E6.
1a.Répetig§o 2a.Repeticgao
Z Germinagao . .. . % Germinagao
Tempo Solo Solo Solo Solo
Horas Esterilizado Natural  Esterilizado Natural
10 70-73 3 69~-71 -2
16 80-84 2 75-80 3
40 . 85-90 3 8§2-85 0
48 93 5 95 4
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Tabela 17. Efeito do solo Ibitiruna na germinagao

de conidios de M. andisopfdiae, linhagem

Egé
la.Repetigao 2a.Repeticao
% Germinagao . . ... . Z Germinagao
Tempo Solo Solo Solo - Solo
Horas esterilizado Natural &  esterilizado Natural
10 60-65 1 55-60 0
16 70-75 2 70 - 3
40 80 1 80-85 2
48 - 90-95 3 95 0

~Tabela 18. Efeito do solo Pau D'Alho na germina

cao de conidios de M. andisopliac, 1i
nhagem E6°
la,Repetigao 2a.Repetigao
. Z Germinagao .. .... % Germinagao
Tempo “Solo Solo Solo Solo
Horas esterilizado' Natural esteriliz“ado Natural
10 40-45 0 30-35 0
16 45-50 0 40 0
40 55 1 45-50 2
48 " 60-65 2 55 0
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Tabela 19. Efeito do solo Pau D'Alho na germinacgao

de conidios de M. anisopliae, 1linhagem
E

9
la.Repetigao 2a.Repeticao
Z Germinagao Z Germinagao
Tempo Solo Solo Solo Solo
Horas Esterilizado Natural Esterilizado Natural
10 40 1 40-45 0
16 45-50 1 50 2
40 55-60 0 50-55 0
48 65 1 60 1
4.6. Isolamento dos fungos existentes no solo
Os principais generos encontrados nos solos

foram gentilemente isolados pelo Prof. Jose Carlos Matyis do
Departamento de Fito?atologia da ESALQ/USP. Dentre estes,
os generos encontrados no solo arenoso foram: Asperngillus,
Penicillium, Rhizopus, ALternaria e Fusarium. No solo argi
loso foram isolados: Aspergiflus, Peniciflium, Trichoderma,
Venticillium, Rhisopus, Absidia, Phytium, Choetonium, Botry

tis, Fusandium,

Como pode-se verificar, os generos Aspengil
Lus, Peniciflium, Rhizopus e Fusarium foram encontrados em

ambos os solos.
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5. DISCUSSAQ

5.1. Efeito da luz ultravioleta na sobrevivencia de con_T_
dios de linhagens de M. anisopliae

Conforme as Tabelas 1, 2, 3, 4 e.5 e figuras
1, 2, 3, 4 e 5 vgrificou-se que a luz ultravioleta apresenta
pfopriedadég letais aos conidios das linhagens ensaiadas,
pois, em todos os casos, apos 8 minutos de radiagao, a por
centagem bem como o numero de conidios viaveis por mf @& mui
to baixa. Verificou-se tambem qﬁe as curvas de sobreviven
cia das linhagens ensaiadas mostraram haver diferengas das
mesmas quanto a sensibilidade para o comprimento de onda uti

lizado (2.537 X). Do mesmo modo, esta mesma caracteristica

foi observada em outras linhagens (SILVEIRA, 1983). Assim, o

carater resistencia a radiagao solar pode vir a ser melhora

3
i
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do tambem por recombinacao atraves do ciclo parassexual re-
centemente determinado (MESSIAS e AZEVEDO, 1980) ou por fu-
sao de protoplasto (SILVEIRA, 1983). Por outro lado, os re-
sultados apresentados mostraram que a luz ultravioleta pode-
ria ser utilizada como um bom agente mutagenico no sentido
da obtengao de mutantes,como foi verificado por MESSIAS(1979);
MESSIAS e AZEVEDO (1980) e AL-AIDROOS (1980) e vem sendo rea
lizado por MESSIAS e.col. (1982) ,onde foi obtida uma serie
de mutantes morfologicos para a sintese de um aminoacido e
varias vitaminas, com as linhagens Fa, e Vq, de M. anisopliae.
Verificou-se tambem que esses dados sao muito semelhantes aos
‘pbtidos por.SANTOS (1978) o qual observou que a radiagao ul-
;ravioleta foi bastante eficiente em causar mortalidade nos

- .
conidios.

Assim, para um controle mais eficiente, po-
der-se-ia ﬁénsar ho isolamento de linhagens mutantes resis-
tentes a radiagao ultravioleta visto que os trabalhos e expe
rimentos com o fungo M. andisopliae, com o objeti&o de contro
le microbiologico estao sendo incrementados em varias re-

gioes do Brasil, principalmente no Nordeste.
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5.2. Germinagao de conidios semeados na superficie do so-
1o apos radiagao com luz ultravioleta

Verificou-se pelos resultados das Tabelas 6 e
7 que todas ‘as linhagens ensaiadas apresentaram um decresci-
mo quanto a viabilidade de germinagao:, apdos a radiagao. No
solo da Séerie Ibitiruna, a media de sobrevivencia foi em tor
no de 547 enquanto 4ue o solo da Serie Pau D'Alho apresentou

uma porcentagem de sobrevivencia em torno de 37%.

Considerando as caracteristicas morfologicas
e quimicas de ambos os solos, pode-se sugerir que no solo da
“Serie Ibitiruna houve maior resistencia para as cinco linha
gens ensaiadas, possivelmente, devido a textura do referido
solo, que & bastante arenoso em relagao ao solo davSérie Pau
D'Alho. AQUINO (1974) obteve resultados semelhantes quando
verificou yue conidios do fungo M. anisopliae,semeados no so
lo e colocados recebendo luz direta do solo,apresentaram ele
vado Iindice de mortalidade em relagao aos conidios que nao

receberam luz direta do sol.

Quanto a materia organica, esta tem influen

. 3 ~ - . . 3
cia na germinagao dos conidios agindo como microsubstrato,
sendo que quanto maior o teor de materia organica do solo,
maior Indice de sobrevivencia ocorrera, como verificou OLI-

VEIRA (1981). Possivelmente, nesse experimento a materia or
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ganica nao teve qualquer efeito, visto que os solos ensaig
dos foram esterilizados. Verificou-se tambem que o pH deve
ter influenciado muito pouco, visto que MASERA (1957) obser-
vou que o fungo M. an{sopliae e capaz de crescer em solos

que tenham pH entre 2,0 e 10.0. .

5.3, Efeitos cumulativos da radiagao ultravioleta na ger
minagao de conidios das linhagens E6 e E9 de M. and
sopliae semeados no solo

Verificou-se, pelos dados das Tabelas 8, 9,
10 e 11, que realmente a radiagao ultravioleta tem efeitos
cumulativos em relagao a sobrevivencia de conidios na super-
ficie do solo. Pode-se verificar que, com 18 minutos e 40
segundos de radiagao continua, a media de sobrevivencia para
as linhagens E, e Ey no solo da Serie Ibitiruna foi de 25,77%
e no solo Serie Pau D'Alho foi de 12,20%Z. Esses dados con-
firmam os resultados anteriores em relagao a natureza de am-
bos os solos, demonstrando que realmente o solo arenoso apre
senta propriedades que oferecem maior protegao aos conidios
semeados. Possivelmente isso possa ser explicad6 consideran
do-se‘as caracteristicas morfologicas de ambos os solos, is-
to €, os solos argilosos apresentam superficie mais lisa que

os arenosos,fazendo com que um maior numero de conidios fi-
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que diretamente exposto a radiagao ultravioleta, ocorrendo
conseq;entemente maior indice de mortalidade. Considerando-se a
propriedade,verifica-se que nos solos arenosos predominam maior
quantidade de macroporos em relacgao aos solos argilosos, pro
porcionando maior protegao, contra a radiagao. FREIRE (1975)
observou que os solos argilosos retem com maior tensao o
mesmo volume de agua que o solo arenoso,diminuindo, portanto,
o teor de oxigenio iivre do solo argiloso, dificultando a ger

minagao do fungo.

5.4. Efeito da radiacao solar direta na germinagao de co
nidios das linhagens Eg e Eg de M. andisopliae semea-
dos no solo

Pelos resultados das Tabelas 12, 13, 14 e 15,
verificou-se tambem que a radiacao solar tem influencia na
viabilidade de germinagao de conidios semeados na superficie
do solo. Isto esta de acordo com os dados de AQUINO (1974),
que obteve resultados semelhantes, observando que os coni
dios do fungo M. aniso0plfiae, semeados no solo, apresentavam
maior indice de mortalidade quando recebiam luz direta do

sol em relagao aos conidios que nao recebiam 1luz dire-

ta.

Observou-se tambem que a mortalidade dos coni

s
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dios que ficaram sém receber radiacao solar foi bem menor em
o~ -~ . . -~ .
relagao aos conidlios que receberam radiagao solar direta.
Isto sugere que a viabilidade de germinacao de conidios,quan
do semeados no solo,tende a diminuir mais rapidamente quando
a luz do sol atinge diretamente o solo e de uma forma mais

suave quando o solo nao ‘recebe luz direta do sol.

MﬁLLER—KﬁGLER (1967) mostrou que a radiacgao
solar, possivelmente o espectro ultravioleta, e letal para
os esporos, podendo ser talvez um. dos fatores responsaveis
pelo fracasso de possiveis tentativas de controle como foi
verificado por AQUINC (197¢4) . Embora pouco se saiba sobre
"o assunto, alguns ensaios jé foram realizados com resultados
negativos talvez devido a propriedade letal do espectro wul-

travioleta da radiagao solar (AZEVEDO, comunicacao pessoal).

. Esses resultados concordam com os de MULLER-
KOGLER (196}), o qual observou que a po;centagem de germina-
cao, nas primeiras 24 horas, foi mais elevada no escuro que
na luz. Por outro lado, SANTOS (1978),verificou que a pro

dugao de conidios de M. andsopliae foi bem maior sob luz con

tinua do que sob luz alternada ou escuro total.

MATTA e OLIVEIRA (1978) estudaram a influég

cia da luz continua e escuro total, verificando que o fator
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luz & fundamental na conidiacao e que, para uma esporulagao
mais abundante, ha necessidade de uma luminosidade minima,

constante, de 144 horas apdos a inoculacgao.

Observou~-se que os dados obtidos em ambos os
solos, com as regpectivas linhagens,  complementam-se. Sob
luz direta d; sol decresceu a viabilidade de germinagao pro-
porcionalmente ao tempo de exposigao. Em condicoes de som-
bra, o decréscimo na porcentagem de germinagao tambem & veri
ficado, porem de uma maneira mais lenta, como pode-se obser
var. Possivelmente, a causa da maior mortalidade dos coni
dios, quando submetidos a exposicao direta da luz solar, a-

“1em dos fatores morfoldgicos do solo e luminosidade,e impor-
tante observar tambem a temperatura. Segundo BALFOUR-BROWNE
(1960), MASERA (1957) e DIOMANDE (1969) a temperatura otima
para o crescimento do fungo de M. anisopfiae esta entre 25°C

e 30°C e a maxima entre 32°C e 34°C.

SANTOS (1978) verificou que a temperatura de
37°C, nas condigcoes de 96 horas ou mais, ja era suficiente
para causar a morte dos conidios. Assim, um trabalho visan-
do a um melhoramento genético de linhagens selvagens de M.
anisopliae atraves do 1isolamento de mutantes mais resisten
tes a temperatura e a acgao letal da luz ultravioleta, pode

ser de elevada importancia para trabalhos de controle biold
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gico utilizando este fungo.

5.5. Efeito do solo na germinacao de conidios das linha-
gens Ec. e Eg de M. anisopliac

Conforme as Tabelas 16 a 19, verificou~se que
as linhagens E, e Eg de M. and{sopliae mostraram o mesmo tipo
de comportamento reagindo diferentemente em relagao aos dois
tipos de solos. Observou-se, comparando-se as Tabelas, que
no solo argiloso ocorreu maior porcentagem de germinagao,sen
do que a quantidade de coniﬁios foi a mesma para ambos os so
Hlos. Nas mesmas Tabelas acima verificou-se que a viabilida-
de de germinagao,quando o ensaio ocorre em solos esteriliza-
dos, porem, a germinacao decresce muito, chegando as vezes
se tornar ausente,quando o experimento e realizado em solos

N -

nao esterilizados. .

CHINN (1965) verificou resultados semelhantes
quando estudou o comportamento dos fungos quantitativa e qua
litativamente, em solos esterilizados e nao esterilizados,
notando que nos solos nao esterilizados os conidios germina-
vam ap5s algumas horas de semeados e posferiormente eram des

-
truidos.

CHAVES e col. (1981) verificaram que M, aniso
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pliae tem seu potencial de sobrevivencia no solo na forma de
conidios, por um periodo minimo de 90 dias. Estabeleceram

- 6 e . . - . ~
tambem que 1,46 x 10 conidios viaveis por grama de solo sao
suficientes para manter estes microrganismos de uma maneira

- - - . -
saprofitica, pelo mesmo periodo. Portanto, verifica-se -que
e muito importante considerarmos esses fatos para qualquer
ensaio de controle biologico visto que existe uma interdepen

dencia entre o microrganismos e o ambiente do solo.

Esses resultados estao de acordo com os de
LOOCKOOD (1969) quando testou a viabilidade da germinacgao de
19 fungos em relaggo'ao solo, comparando a germinacao em so-
“los esterilizados em autoclave e em solos nao esteriliza-
dos, verificando que a germinagao foi muito maior em solos

esterilizados do que em condigcoes naturais.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se

tirar as seguintes conclusoes:

“ a.0s solos argilosos sao menos eficazes em
relagao aos arenosos para manter a viabilidade dos conidios

sob radiagao ultravioleta.

b. O tempo de exposigao dos conidios, na su
perficie do solo, a radiagao ultravioleta e proporcional a

porcentagem de mortalidade em ambos os solos,

c. A viabilidade de germinagao dos conidios

foi afetada tanto em solo esterilizado como em solo natural,
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porem, decresceu mals pronunciadamente no solo natural,

d. A viabilidade de germinagao de conidios se
meados na superficie do solo, em condigoes de campo, tende a
diminuir proporcionalmente ao tempo de exposicao a radiacgao

“

solar.

- (3 . -~
e. Os conidios semeados em condigcoes de campo
recebendo exposicao direta da luz solar apresentam maior ta

xa de mortalidade com relagao aos conidios em condicgoes de

sombra.,
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