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RESUMO

Metarhizium anisopliae é utilizado no controle biol6gico de véarios insetos-praga na
agropecuaria. Os custos de producao de conidios, em larga escala, no substrato padrao (arroz e
cevada) utilizado atualmente onera o processo de produgdo. Encontrar alternativas como forma
de minimizar os custos do processo, levou a necessidade de averiguar a eficiéncia de substratos
alternativos. Portanto, o nosso objetivo foi analisar o potencial de residuos agroindustriais para
producdo de M. anisopliae e avaliar a viabilidade dos conidios produzidos em formigas
cortadeiras do género Atta. O experimento para producdo de conidios foi realizado em
erlernmeyer contendo 30 g dos substratos e 0,3 pL da suspensdo de conidios (1 x 108
conidios/mL™). Apds 10 dias de incubacéo, foi coletada uma aliquota de conidios de 1 x 10°
conidios/mL™ e colocada em placa de Petri contendo papel filtro umedecido e as formigas. Foi
feito um experimento com trés repeti¢bes, mais o grupo controle. A viabilidade dos conidios de
M. anisopliae produzidos nos diferentes substratos foi garantida pela mortalidade das formigas
infectadas. A taxa média de mortalidade a partir dos conidios produzidos nos trés substratos foi
de 99,9 % (arroz), 96,4 % (malte) e de 77, 9 % (bagaco da cana-de-acucar). Diante dos
resultados obtidos, os substratos alternativos utilizados (residuos de malte e bagaco-de-cana),
para crescimento de M. anisopliae possuem potencial para conidiogénese e consequentemente,
pode fornecer uma reducdo nos custos de producdo de M. anisopliae.
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INTRODUCAO

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin é um agente
microbiano utilizado no controle biol6gico de insetos-praga. Este fungo naturalmente parasita
mais de 300 espécies de insetos de diversas ordens, incluindo pragas da agricultura e da
pecuaria, sendo os principais: cupins, gafanhotos, cigarrinhas e besouros (LEAL et al., 2003).
Nos estados do Nordeste, M. anisopliae vem sendo utilizado com sucesso no controle biolégico
da cigarrinha da cana-de-acUcar, Mahanarva posticata (Hemiptera: Cercopidae) (MACEDO;
MACEDO, 2004)

Entre os organismos utilizados como agentes no controle bioldgico de pragas, os fungos
entomopatogénicos se destacam por ndo necessitarem ser ingeridos para que possam efetivar o
controle do organismo alvo. Eles desenvolvem-se de forma ativa sobre o tegumento de seu
hospedeiro (ALVES, 1998b).

O processo de infeccdo de M. anisopliae em seus hospedeiros ocorre em fases
sucessivas de germinacdo, diferenciacdo, penetracdo, colonizacédo, reproducdo e disseminacao.
A infeccdo inicia-se pela adesdo e germinagdo de conidios do fungo sobre a superficie do
artrépode, seguida de penetracdo da hifa através da cuticula. Na penetracdo estdo envolvidos o0s
fatores fisicos (pressdo da hifa que rompe areas membranosas ou esclerosadas) e quimicos,
resultante da acdo de enzimas (esterases, proteases, lipases, e quitinases) que facilitam a
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penetracdo mecanica. Na germinacdo, o conidio diferencia-se em um tubo germinativo com uma
dilatacdo na extremidade das hifas para a formagdo do apressorio, uma estrutura especializada
de penetragdo, estimulada pelo contato fisico. Ap6s a formagdo do apressorio, ocorre 0
desenvolvimento de estruturas denominadas grampos de penetra¢do, que mantém o contato com
a cuticula. Apoés atravessar a cuticula, M. anisopliae encontra um ambiente rico em nutrientes,
disseminando-se rapidamente através da hemolinfa por todos os tecidos, produzindo toxinas
como as dextruxinas e citocalasinas, que ocasionam paralisia e consequentemente, a morte do
hospedeiro (KERSHAW et al., 1999).

Os sintomas observados apés a infecgdo do hospedeiro incluem inquietacdo, perda da
sensibilidade, perda de coordenacdo dos movimentos e paralisia, ocasionando a morte. O ciclo
total da doenca é de 8 a 10 dias. Os insetos infectados tornam-se duros e recobertos por uma
camada pulverulenta de conidios. Ao final da conidiogénese, a coldnia possui uma coloracao
que pode variar de verde claro a escuro, acinzentada ou esbranqui¢cada com uma massa de
conidios verdes. Essa patologia é conhecida como muscardine verde (ALVES, 1998b).

As estruturas mais produzidas e comercializadas de M. anisopliae sdo o0s conidios
produzidos na superficie de meio de cultura solido, dentro de diferentes recipientes conforme o
objetivo e escala de producdo (ALMEIDA; BATISTA-FILHO, 2006).

As crescentes despesas com o custo do meio para o cultivo e producdo em grande escala
de conidios de M. anisopliae levantam a necessidade de analisar a eficiéncia de alguns residuos
industriais que, além de propriedades nutricionais importantes, possuem grande disponibilidade
e baixo custo. A pesquisa de novas metodologias de sistemas de producéo de conidios é muito
importante para tornar o controle bioldgico de pragas economicamente vidvel para ser aplicado
em grande escala (TANZINI, 2002).

O arroz e a cevada sdo os substratos mais utilizados para a producédo de conidios. Isto se
deve, provavelmente, a combinacdo de fatores como balanco nutricional, custo, ampla
disponibilidade mundial, caracteristicas fisicas, propriedades de hidratacdo e integridade
estrutural mesmo apo6s a colonizagdo pelo fungo (DALLA SANTA et al., 2005).

Devido o elevado preco do arroz e da cevada, o custeio do substrato para o crescimento
e esporulagdo do fungo tem acarretado despesas crescentes. Estudos tém sido realizados desde a
década de 80 com o objetivo de avaliar substratos alternativos e mais baratos, incluindo
substratos agroindustriais (ALVES et al., 1997a), promovendo uma tendéncia para a
regionalizacdo da producdo (ALVES et al., 1997h).

O residuo Umido da producdo de cerveja, também chamado de farelo ou bagago de
cevada, pode ser descrito como uma massa resultante da aglutinagéo da casca com residuos do
processo de mosturacdo. Os altos indices de proteinas e acglcares resultantes das reacdes de
hidrolise do contetdo amilaceo do cereal sdo os maiores atrativos neste residuo, embora ocorra
variagdo na sua composicao bromatolégica em funcéo do processo industrial no qual foi gerado
(CABRAL FILHO, 1999).

Outros residuos agroindustriais tém sido utilizados como meio de cultura alternativo
para producdo de conidios em meios solidos, tais como: arroz vermelho (AGOSTINETTO et
al., 2001); residuos de mandioca e fécula (CEREDA, 1996) e melaco (DALLA SANTA et al.,
2005), dentre outros. Esses residuos tém representado uma alternativa viavel e mais barata para
a producdo de fungos entomopatogénicos, porém esses substratos recebem algum tipo de
suplemento para garantir o crescimento do fungo. Diante dessas informagdes, 0 objetivo deste
trabalho foi analisar o potencial de dois residuos agroindustriais (residuos de malte e bagaco de
cana-de-acgUcar) sem suplemento nutricional para produgdo de M. anisopliae e avaliar a
viabilidade dos conidios produzidos em formigas cortadeiras, visando a selecdo para uso no
controle bioldgico de insetos-praga na regido Nordeste.

MATERIAL E METODO

Foi utilizado um isolado do fungo M. anisopliae, coletado de solo de um sistema
agroflorestal (zona da mata de Pernambuco), no ano de 2016.
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As formigas soldados de Atta sexdens foram coletadas de sauveiro isento da aplicacéo
de produtos fitossanitarios, em &rea de reserva de mata atlantica pertencente a Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, 2017. Esse inseto foi usado para o teste de viabilidade dos
conidios produzidos nos dois residuos agroindustriais, devido ao impacto que essa praga pode
causar a diversas culturas agricolas e espécies vegetais.

Origens dos substratos: arroz polido (meio padrdo) — arroz comercializado; residuo de
malte (cervejaria artesanal — Jodo Pessoa/PB); bagaco de cana-de-agucar (barraca de caldo-de-
cana, localizada da regido metropolitana de Jodo Pessoa/PB).

Producédo de conidios: o fungo foi inoculado em meio de cultura para conidiogénese
(Meio Completo - MC) (ALVES, 1998b). Em seguida, as placas foram incubadas a 25° C e
fotofase de 12 horas, por um periodo de 7 a 10 dias para crescimento e conidiogénese do fungo.
Apos esse periodo, os conidios foram coletados, raspando-se a superficie do meio de cultura e
transferidos para tubos de ensaio fechados com filme PVC e armazenados sob refrigeracéo a 4°
C por um periodo ndo superior a 10 dias. Para o preparo da suspensdo, foram adicionadas aos
conidios agua destilada autoclavada mais Tween 80 a 0,01 %. Em seguida, foi estimada a
concentragdo dos conidios em camaras de Neubauer e as suspensdes foram padronizadas em 1 x
10® conidios/mL™.

Avaliacdo do crescimento de Metarhizium anisopliae em meio sélido a base de
residuos agroindustriais: foram utilizados substratos ricos em carboidratos como arroz polido
(meio padrdo), residuo de malte e bagaco de cana-de-acuUcar. O experimento foi realizado em
erlernmeyer de 250 mL, contendo 30 g do substrato arroz, 30 g do substrato residuo de malte e
15 g do substrato bagaco de cana-de-agticar com umidade em torno de 70 %. Foram preparados
trés frascos para cada meio de cultura. Foram inoculados 1x10° conidios/mL™ e em seguida os
frascos serdo incubados a 25° C e fotofase de 12 horas durante 7 dias. Ap6s esse periodo, foi
coletado uma aliquota de 0,1 mL e adicionado 0,9 de agua + Tween 80 a 0,01 % para se obter
uma diluicdo final de 1:10 para realizagdo da contagem dos conidios em camara de Neubauer ao
microscépio.

Avaliacéo da atividade bioinseticida — bioensaio: os exemplares das formigas foram
coletados com o auxilio de pinga entomoldgica, em dias de intensa atividade no sauveiro,
colocados em tubo cdnico tipo falcon — 50 mL e levados para o laboratério. Foram utilizadas 30
formigas. Foi realizado um experimento com trés repeti¢cbes. Em cada repeticao foram utilizadas
10 formigas. As formigas foram mergulhadas subsequentemente em solucéo de hipoclorito de
sodio e agua destilada esterilizada. Em seguida, foram colocadas em placa de Petri contendo
papel filtro umedecido com uma suspenséo de conidios (1x10° conidios mL™). Apds 24 horas,
as formigas foram transferidas para placa de Petri contendo papel filtro umedecidos com agua
destilada autoclavada. As placas foram deixadas em temperatura ambiente e avaliadas durante
10 dias. A cada 24 horas era adicionado 1 mL de agua destilada e a cada 48 horas era
adicionado a dieta das formigas (mel a 10 %). O controle negativo foi realizado imergindo as
formigas em 4&gua destilada autoclavada e mantendo-as nas mesmas condi¢Bes citadas
anteriormente. Ap6s a morte, as formigas (exceto grupo controle) foram esterilizadas com
alcool 70 % superficialmente e mantidas em recipientes estéreis individuais, com papel filtro
Umido para confirmag&do da morte pelo fungo.

Andlise estatistica: os experimentos foram realizados segundo o delineamento
experimental inteiramente casualizado, sendo 0s dados obtidos analisados estatisticamente
guanto a variancia (teste F) e as médias comparadas entre si (Teste de Tukey), ambos ao nivel
de 5,0 % de probabilidade, utilizando-se o programa computacional Sisvar Star (FERREIRA,
2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéo do crescimento de Metarhizium anisopliae

O crescimento micelial de M. anisopliae foi avaliado durante 10 dias no arroz polido
(substrato padrdo), residuos de malte e bagaco de cana-de-agucar. Os resultados estdo descritos
na Tabela 1.

O arroz e 0 malte apresentaram uma maior producdo de conidios e foram os substratos
que ao decorrer dos 10 dias tiveram as menores perdas de umidade, apresentando umidade final
de 67,56 % e 68.99 %, respectivamente. J& 0 bagaco da cana-de-aglcar teve uma perda de
umidade considerada, apresentando umidade final de 55,98 %.

Apbs 10 dias de incubacdo, pode-se se observar que os substratos arroz e malte
apresentaram maior crescimento visual de M. anisopliae e proporcionaram maior producdo de
conidios. O substrato bagaco de cana-de-agUcar apresentou baixo crescimento de M. anisopliae
e proporcionou uma conidiogénese menor. Esses diferentes resultados podem ser justificados
pela textura e suporte nutricional de cada substrato. Observou-se um grande crescimento no
malte devido a alta presenga de teor de aglcares fermentesciveis. O bagaco de cana-de-aglcar
apesar de ser um substrato rico em polissacarideos e apresentar caracteristica fibrosa que
favorece a aeracdo e crescimento durante o cultivo teve uma perda de umidade. A perda de
umidade levou a baixa disponibilidade de nutrientes, afetando o crescimento do fungo e
producdo de conidios. Além disso, 0 baixo crescimento de M. anisopliae pode ser justificado
pela camada espessa de lignina da cana-de-acucar. O bagago de cana-de-agUcar originado apds a
extracdo do caldo rico em sacarose é um material com abundancia em lignocelulose (RABELO
et al., 2011). A lignina é o componente estrutural mais importante da parede celular de plantas
superiores, apresentando fungfes vitais como, por exemplo, promover rigidez ao sistema
vascular, permitindo que as plantas tenham crescimento vertical; conferir hidrofobicidade ao
xilema, o que auxilia o transporte de agua, e conferi defesa estrutural contra micro-organismos
(HERRMANN, 1995; MARTONE et al., 2009).

Tabela 1. Variacdo da umidade nos diferentes substratos utilizados para o cultivo de
Metarhizium anisopliae ap6s 10 dias de incubacédo (T =29 + 1° C).

Umidade (Volume | Umidade inicial | Umidade final

Substratos de 4gua destilada)’ (%) (%)
Arroz polido (meio
padrao) 30 mL 71,50 67,56
Malte 30 mL 76,67 68,99
Baga(;o da cana-de- 66.87 55.08
acucar 60 mL
CV%* 5,56 4,78

%olume de agua destilada necessaria para se obter 70 + 10 % de umidade em 30 g de substrato
bruto.

Avaliagdo da patogenicidade de Metarhizium anisopliae sobre a formiga

Os conidios de M. anisopliae produzidos no arroz polido, malte e bagaco da cana-de-
aclicar mostrou efeito letal na concentracdo testada (1x10° conidios/mL™) (Figura 1). Os
resultados obtidos com os conidios produzidos no arroz evidenciaram mortalidade de todas as
formigas as 96 h apos a infec¢do e 100 % das formigas mortas pelo fungo foi confirmado as 216
h. Os resultados obtidos com os conidios produzidos no malte evidenciaram mortalidade de
todas as formigas as 129 h apds a infeccdo e 97 % das formigas mortas pelo fungo foi
confirmado as 240 h. Os resultados obtidos com os conidios produzidos no bagago de cana-de-
acucar evidenciaram mortalidade de todas as formigas as 192 h apéds a infeccdo e 50 % das
formigas mortas pelo fungo foi confirmado as 240 h.
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Os primeiros indicios da invasdo da superficie cuticular caracterizaram-se pelo
surgimento de pontuagOes esbranquigadas, evidenciando a exteriorizagdo das hifas. Este
processo marca o comego da mumificagdo do inseto. Alguns autores sugerem que a quantidade
de conidios aplicada nos hospedeiros reflete na precocidade da mortalidade e da colonizagéo.
Segundo Fernandes e Alves (1992), quanto mais conidios penetram, mais toxinas ou enzimas
sdo liberadas, aumentando a mortalidade do inseto. Todavia, a velocidade de agdo do fungo
depende, além da dosagem, das espécies hospedeiras envolvidas (SOSA-GOMEZ;
MOSCARDI, 1992).

Figura 1. Infeccdo da formiga com Metarhizium anisopliae. Bioensaio realizado em &gua
destilada autoclavada. Conidios produzidos no arroz (A), malte (B) e bagago de cana-de agucar
(C). Controle negativo (D).

A composicgdo da cuticula influencia na viruléncia dos fungos entomopatogénicos (ST
LEGER et al., 1991). O tegumento dos insetos é essencialmente composto por proteinas e
quitina associadas com lipidios e compostos fenélicos (FERRON, 1978), que possuem aldeidos
presentes que podem inibir a germinacdo dos conidios de M. anisopliae e atrasar o
desenvolvimento do tubo germinativo (BORGES et al., 1993; SOSA-GOMEZ et al., 1997). Os
sintomas de infeccdo inicialmente observados nas formigas foram a diminuicdo dos
movimentos, seguidos de paralisia. Esses dados sdo idénticos aos resultados obtidos por Vey et
al. (2002), onde os hospedeiros infectados (carrapato Ixodes ricinus L.) exibiam os primeiros
sinais de colonizacdo: inquietacdo, perda de coordenacdo motora, parada de ingestdo de
alimentos e morte.

Os distarbios fisioldgicos gerados nos hospedeiros, provavelmente foram provocados
pela produgdo de micotoxinas. As dextrinas, metabolitos secundarios produzidos pelos fungos,
sd0 as principais toxinas que afetam os canais de transportes de ions, envolvidos nas respostas
musculares e na integridade das membranas celulares. Portanto, estes fatores apontam que as
micotoxinas estdo envolvidas na sintomatologia exibida nos primeiros estagios de infeccéo
(SHAH; PELL, 2003).

A taxa de mortalidade das formigas ap6s infeccdo com os conidios produzidos nos
substratos arroz e malte ndo diferiram estatisticamente superando 95 % de mortalidade. (Tabela
2). Ja a taxa de mortalidade das formigas apds infeccdo com os conidios produzidos no
substrato bagagco de cana-de-acUcar foi de aproximadamente 78 %. No grupo controle foi
observado uma mortalidade de 1,0 %. Esse resultado era esperado devido ao estresse causado
durante o periodo de avaliacdo, mas ndo foi observado a colonizacdo com o fungo (Tabela 2).
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Tabela 2. Eficiéncia de Metarhizium anisopliae produzido em diferentes substratos sobre a
formiga cortadeira em condicdes de laboratério na concentracdo de 1x10° conidios/mL™.
Periodo de incubacéo - 10 dias.

Substratos Ta>§a de mortalidade ,
confirmada (%) (xEP)
Arroz (substrato padrao) 99,9+ 21,40
Malte 96,4 + 10,02
Bagaco da cana-de-aglcar 77,9+12,10
Controle 1,01+0,11
CV% 10,4

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o isolado utilizado de M. anisoplie foi
considerado patogénico para A. sexdens devido a especificidade ao hospedeiro, sugerindo que
este fungo tem potencial para uso no controle bioldgico para minimizar os danos ecotdxicos na
producdo vegetal; Utilizacdo de residuos de malte e bagaco de cana-de-aglcar na composicao de
meios de cultura sélidos para a produgdo de M. anisopliae foi eficiente; Os conidios produzidos
a partir dos substratos ndo convencionais foram viaveis e apresentaram efeito letal na
concentracdo testada; As taxas de mortalidade das formigas apos infeccdo com os conidios
produzidos nos diferentes substratos superaram 75 % de mortalidade; Os substratos utilizados
pode representar um meio de cultura alternativo para a producdo de M. anisoplie, uma vez que
nestes substratos o fungo manteve alta conidiogénese sem a perda da atividade inseticida. No
entanto, outros estudos com outras linhagens fangicas e bioensaios com outros insetos sao
necessarios.
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