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ENSAIOS COM O FUNGO METARHIZIUM ANISOPLIAE EM
CONDICOES DE LABORATORIO OBJETIVANDO O CONTROLE
DE PRAGAS DAS PASTAGENS NO PONTAL DO TRIANGULO
MINEIRO

Tests with Metarhizium Anisopliae under Laboratory Conditions Objectifying
Pest Control of Pasture in the Pontal do Triangulo Mineiro
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RESUMO

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia da Fundagéo Educacional
de Iltuiutaba, unidade associada a Universidade do Estado de Minas Gerais —
FEIT/UEMG. O objetivo do trabalho foi avaliar em laboratorio a reproducdo do fungo
Metarhizum anisopliae através do produto industrial Metarril® diluido (2g em 20 ml de
agua) e em po6, em dois meios de cultura (BDA e BDA acrescido de sacarose) em
placas de Petri e tubos de ensaio. Posteriormente, verificar a sua eficiéncia no controle
de Cornitermes cumulans, comparando-a a acédo do Fipronil (formulacdo Regent® 800
WG) e finalmente, observar a interacdo entre o Metarril (M. anisopliae+inerte) e
Fipronil. O primeiro ensaio avaliou a reproducdo do fungo nos tratamentos constituidos
por Metarril diluido e em p6, em BDA com e sem sacarose, utilizando como recipientes
tubos de ensaios e placas de Petri. O segundo ensaio, objetivando o controle de
cupins, foi constituido por agua pura, Regent 800 WG (4g/100 ml), Metarril (16g/100
ml) e Regent 800 WG+Metarril (8g+2g/100 ml), em placas de Petri. No primeiro ensaio
o melhor resultado foi obtido na placa de Petri com BDA acrescido de sacarose; o
fungo desenvolveu-se, porém houve contaminacdo com outros microorganismos. No
segundo ensaio, ndo houve uma interacdo esperada dos produtos integrados no
controle de cupins. O tratamento mais eficiente foi com o Metarril isolado, conforme
Teste do Qui-Quadrado (P < 0,05).

Palavras-chave: Fungos Entomopatogénicos. Cornitermes Cumulans.
Pecuaria.

ABSTRACT

The study was conducted at the Laboratory of Microbiology of the Educational
Foundation of Ituiutaba, unit associated with the University of Minas Gerais - FEIT /
UEMG. The objective of this study was to evaluate in the laboratory reproduction of the
fungus through the Metarhizum anisopliae Metarril ® industrial product diluted (2 g in
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20 ml of water) and powder in two culture media (BDA and BDA plus sucrose) in petri
dishes and test tubes. Later, check its efficiency in controlling Cornitermes cumulans,
comparing it to the action of Fipronil (Regent ® 800 WG formulation) and finally,
observe the interaction between the Metarril (M. anisopliae + inert) and Fipronil. The
first trial evaluated the reproduction of the fungus in treatments consisting of Metarril
diluted powder, BDA with and without sucrose, using containers as test tubes and petri
dishes. The second trial, aiming to control termites, consisted of pure water, Regent
800 WG (4g/100 ml) Metarril (16g/100 ml) and Regent 800 WG + Metarril (8g +2 g/100
ml) on plates Petri. In the first experiment the best result was obtained in the petri dish
with PDA plus sucrose, the fungus developed, but there was contamination with other
microorganisms. In the second trial, there was an expected interaction of the products
included in termite control. The most effective treatment was with Metarril isolated as
Qui-Quadrado (P <0.05).

Keywords: Entomopathogenic Fungi. Cornitermes Cumulans. Livestock.

1.INTRODUCAO

Conforme relata a Historia do Brasil, quando o0s portugueses aqui
chegaram, ndo encontraram rebanho bovino. As primeiras introducdes foram
feitas por Tomé de Sousa e Martim Afonso de Souza, na Bahia e Capitania de
Sao Vicente, respectivamente. Ao longo do tempo e com as missbes de
desbravamento comandadas pelos bandeirantes, a area ocupada para criacao
de gado estendeu-se as regides do interior do pais, entre elas inclui-se o
estado de Minas Gerais. Atualmente, 65% da area agropastoril do pais é
destinada a criacdo de gado, sendo o clima um fator decisivo, uma vez que €
possivel obter pastagens de boa qualidade durante todo o ano devido a
distribuicdo pluviométrica e as temperaturas favoraveis ao desenvolvimento de
gramineas.

Entretanto, este é um setor que ainda apresenta baixo nivel de
produtividade, uma vez que os produtores enfrentam dificuldades em manejar
as pastagens de forma correta, deixando de obter maior producao de carne e
leite. Grande parte dos pecuaristas recorre aos produtos quimicos para
controlar pragas como cigarrinhas, formigas, cupins, entre outras. Todavia, a

utilizacdo incorreta de tais produtos pode ocasionar toxicidade ao proprio
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rebanho, além de ndo apresentar o efeito esperado.

Nos ultimos anos as pesquisas tém-se voltado para formas alternativas
de controle de pragas e doencas de menor impacto ao ambiente, e que tenham
efeito em longo prazo. As pragas de pastagens como a cigarrinha e o cupim de
monticulo podem ser controladas por espécies de fungos entomopatogénicos,
por exemplo, Metarhizium anisopliae. Entretanto, muitos pequenos e médios
produtores ndo tém condicdbes de adquirir o fungo industrializado,
desconhecem a acdo do controle biolégico ou estdo totalmente alheios ao
manuseio e técnicas desse tipo de manejo.

O que se propds neste trabalho foi acompanhar o melhor
desenvolvimento do fungo Metarhizium anisopliae em diferentes meios a fim de
obter um produto de qualidade e eficiéncia semelhante aos produtos

encontrados no mercado.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar em nivel de laboratorio,
propagulos de reproducdo do fungo da espécie Metarhizium anisopliae em
diferentes meios de cultura e comparar sua eficiéncia no controle de
Cornitermes cumulans em relagdo a produtos existentes no mercado, sendo
desenvolvido no laboratério de microbiologia da FEIT-UEMG.

2.2 Objetivos Especificos

- Comparar a eficacia do controle biolégico em relacdo ao controle
quimico;

- Avaliar a interagdo dos produtos Metarril e Regent 800 WG® no
controle da praga;

- Analisar a eficiéncia do fungo Metarhizium anisopliae obtido no
laboratério de microbiologia da FEIT-UEMG.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pecuéria e Cornitermes cumulans

Nas regibes Sudeste e Centro-Oeste do Brasil a atividade pecuéria
ocupa um lugar de destaque, pois grandes extensfes dessas areas sao
utilizadas para criacdo de gado, tanto de corte quanto de leite. As areas
utilizadas para pastagem, comumente, apresentam um nivel de mecanizacéo
muito baixo, propiciando assim, a infestacdo de algumas espécies de insetos,
entre eles o Cornitermes cumulans (Isoptera, Termitidae) conhecidos também
como cupins de monticulos. Esses insetos sdo assim identificados por
construirem, com solo e sua prépria “saliva”, montes pequenos (cupinzeiros)
onde podem se abrigar e realizar seu desenvolvimento (GALLO et al., 2002).

Os prejuizos causados por esses insetos vao desde a diminuicdo da
area (til da pastagem até o aumento na dificuldade de movimentacdo dos
animais manejados, além do que muitas vezes esses montes servem como
abrigo para animais peconhentos como cobras, aranhas, escorpifes. Os
métodos mais utilizados no controle do C. cumulans foram, durante varias
décadas, o controle quimico a base de inseticidas, em sua maioria clorados, e
0 controle cultural que consiste na destruicdo dos cupinzeiros com méaquinas
ou até mesmo de forma manual. Este ultimo método mostrava-se ineficiente,
pois 0s monticulos eram reconstruidos ou os cupins se instalavam em outro
local da é&rea reiniciando o processo de construcdo do cupinzeiro. O primeiro
método apresentava-se eficiente quanto a eliminacdo da praga, porém o
produto utilizado na aplicacdo (inseticida) tem um custo muito elevado e efeito
residual relativamente alto, podendo causar danos irreparaveis a flora e fauna
nativas, lencgéis freaticos e rios. Além disso, a aplicacdo incorreta desses
produtos pode ocasionar a contaminacdo das pessoas responsaveis pela
aplicacdo ou nao surtir os efeitos esperados sobre a espécie a ser controlada
(FERNANDES et al., 1998).
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3.2 Controle biologico

Um método de controle que tem se mostrado pouco ofensivo ao
ambiente e demonstrado bons resultados € o controle biolégico. Entende-se
por controle biologico o uso de insetos, nematdides, viroses, bactérias e fungos
gue causam algum tipo de endemia na populagdo de insetos que se deseja
controlar (NETO, 1988). Para Bento et al. (2002), controle biol6gico é um
fendbmeno natural para que se regule o nimero de pragas por inimigos naturais,
0S quais se constituem nos agentes de mortalidade bidtica, que toda espécie
possui durante seu ciclo de vida.

No século Il a.C. os chineses foram os primeiros a usar predadores para
controlar lepidopteros desfolhadores e coleobrocas de citrus, caracterizando os
primordios do controle biolégico. Porém, com relacdo a parasitoides, foi U.
Aldrovande em 1602, o primeiro estudioso a relatar o controle da lagarta das
cruciferas por Apanteles glomeratus (CLAUSEN, 1956).

De acordo com Greathead e Greathead (1992), aproximadamente 550
espécies foram alvo de 1200 introducBes em pesquisas, estudos e programas
de controle biol6gico e muitas outras passaram pela tentativa de controle por
meio de programas de conservacao e/ou multiplicacdo. Atualmente, o controle
bioldgico € um dos pilares de sustentacdo de programas de manejo integrado
de pragas (MIP), isto porgue neste momento se discute muito a producao

integrada rumo a uma agricultura sustentavel (BENTO et al., 2002).

3.3 Metarhizium anisopliae

Segundo Fernandes (1993), uma das formas de controle biol6gico do C.
cumulans é a utilizacdo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
(subdivisdo Deuteromycotina, classe Hyphomicetes). O Metarhizium foi
identificado pela primeira vez por Metschnikov, em 1879, em um colebptero
(Anisoplia austriaca) como Entomophtora anisopliae, que se caracterizava por
atacar uma grande variedade de insetos. Em 1883, Sorokin o classificou como
€ conhecido atualmente (M. anisopliae). Posteriormente, Tulloch (1976) revisou

tal classificagdo baseada em caracteristicas morfolégicas e aceitou somente
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duas espécies como sendo pertencentes ao género Metarhizium: M.
flavoviridae e M. anisopliae. Esses fungos entomopatogénicos sao
responsaveis por cerca de 80% das doencas capazes de provocar epizootias
em populacdes de insetos. Chama-se epizootia uma doenca que existe
constantemente em determinada lugar e ataca animais especificos. Isto se da
principalmente pelo fato de que esses fungos agem por contato ao invés de
ingestao, sao de facil disseminacéo e sua producédo em larga escala em meios
artificiais € relativamente simples (ALVES; PEREIRA, 1989; ZIMMERMAN,
1993; COUTINHO, 1996; DRIVER et al.,, 2000; MELO; AZEVEDO, 2000;
MOINO JUNIOR, 2000).

Alguns trabalhos ja realizados com M. anisopliae comprovaram sua
eficacia no controle de diversas pragas. Segundo Alves (1998), o patologista e
zoologista Illya Metchnikov, realizou o primeiro trabalho de controle microbiano
usando um fungo entomopatogénico, em 1879, quando aplicou M. anisopliae
em larvas de um curculionideo, importante praga da beterraba, e obteve um
controle maximo de 80% dos insetos apos 15 dias de aplicacdo. A partir desse
estudo pioneiro, as variedades e racas diversas de M. anisopliae tém sido
aplicadas e observadas sobre multiplas espécies de pragas e culturas.

No interior dos insetos o M. anisopliae libera substancias toxicas
conhecidas como dextrusinas e coloniza mais facilmente o hospedeiro. O
inseto € morto e os conidios ou esporos sdo exteriorizados podendo ser
disseminados pelo vento, agua ou quando h& contato com outros insetos. De
acordo com Azevedo (1998), mais de 300 espécies de insetos sdo colonizadas
por Metarhizium anisopliae.

Segundo Van Den Bosch et al., (1982), os entomologistas utilizam o
termo parasito para designar insetos que parasitam insetos, o que nao inclui o
controle biologico através de fungos ou outros microorganismos. Ainda de
acordo com tal autor, o termo correto para esta categoria seria patdgeno, isto é,
organismos que causam doencas em insetos a ponto de paralisar seu
desenvolvimento ou leva-los a morte. Os insetos colonizados por M. anisopliae

apresentam uma cobertura pulverulenta de conidios e tornam-se rigidos. Tal
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doenca deixa o inseto com um aspecto esverdeado ao final da conidiogénese,
por isso € conhecida como muscardine verde (MACEDO, 2005).

3.4 Producdo de patdgenos

De acordo com Leite et al. (2003), para producédo do patdégeno deve-se
considerar as técnicas de menor custo e que permitam a obtencdo de alta
concentracdo de formas vidveis e virulentas, que possam ser formuladas e
utilizadas para o controle de pragas. Ainda sobre os mesmos autores, existem
quatro estruturas fangicas diferentes que podem ser reproduzidas e utilizadas
no controle do ciclo natural do patdégeno: os conidios, que exercem a fungéo de
reproducdo e disseminacao; blastosporos, com funcdo de disseminagcdo na
hemolinfa do hospedeiro; micélio, com funcdo de migrar para fora do
hospedeiro e permitir a conidiogénese do fungo e esporos que permitem a
sobrevivéncia do fungo no solo. No caso do M. anisopliae que é um fungo
pertencente a classe dos hifomicetos, as estruturas mais utilizadas sdo os
conidios e blastosporos por serem altamente infectivas ao hospedeiro. A
escolha da forma do fungo que se utilizara vai depender da espécie e isolado
do patdgeno, da dificuldade na sua producéo, do ambiente onde sera aplicado
e do método de aplicacdo (BOUCIAS et al., 1998).

Basicamente, um meio de cultura para producédo in vitro de patégenos,
deve conter fonte de carbono e de nitrogénio, sais minerais e alguns fatores de
crescimento (SOPER; WARD, 1981). Assim, dependendo do tipo do propagulo
e da espécie desejados na reproducdo, os fungos podem ser multiplicados
sobre meios artificiais utilizando-se trés processos ou métodos: meios liquidos
ou fermentacdo submersa; meios solidos ou semi-sélidos e fermentacdo
bifasica, na qual séo utilizados os meios liquidos ou semiliquidos para
crescimento vegetativo e posteriormente, substratos solidos para esporulacao
(ALVES, 1998).

De acordo com Madigan (2003), o crescimento de fungos pode ser
representado por uma curva de crescimento com quatro fases distintas: lag,

log, estacionaria e de declinio (Figura 1). A fase “lag” é considerada como fase
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de adaptacdo em que ndo ha um aumento significativo da populagéo; a fase
“log” ou exponencial € aquela em que o microorganismo, ja adaptado, comega
a absorver nutrientes do meio-de-cultura e sintetizar os mesmos. Quando os
nutrientes comecam a ficar escassos e os produtos téxicos tornam-se mais
abundantes, o microorganismo encontra-se na fase estacionaria. Na proxima
fase ha uma reducado gradativa do numero de células viaveis; esta € a fase de
declinio.

Na producdo em meios liquidos ou semisdlidos, ha formacdo de uma
massa micelial compacta e, em algumas condi¢des formacéo de blastésporos.
O material originado ainda precisa formar o estagio infectivo, o que pode
ocorrer no meio liquido ou sobre o material formulado e aplicado no campo
(MOINO JUNIOR, 2000).

A utilizagdo de meios sdlidos, entretanto, € a pratica mais comum na
producdo de fungos entomopatogénicos por ndo necessitar de tecnologias
mais sofisticadas. Essa metodologia vem sendo usada ha alguns anos na
producdo de M. anisopliae, porém, para controlar cigarrinhas da cana-de-
acucar no Nordeste, em laboratérios de usinas de acucar (MARQUES et al.,
1981).

Para os fungos serem utilizados no controle microbiano de pragas numa
estratégia chamada introducdo inundativa, onde os organismos sdo criados
massalmente em laboratério e liberados periodicamente na regido infestada
pela praga, precisam estar disponiveis em grandes quantidades. Isso se deve
ao fato de que, geralmente, insetos precisam de um alto teor de indculo para
serem colonizados por esses patdgenos. Todavia, alguns fungos tém
condicdes de se estabelecerem em determinada regido apdés introducdo
inoculativa, ou seja, organismos coletados em uma area de exploracdo sao
introduzidos na area onde se pretende controlar a praga. Sendo assim, as
dosagens podem ser mais baixas, porém suficientes para formacdo do foco
inicial ou primario, para a ocorréncia da doenca (ALVES, 1998).

Segundo Batista Filho et al. (1998), formular um microorganismo

entomopatogénico € acrescentar as suas caracteristicas compostos que
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tenham por objetivo melhorar seu desempenho no campo, facilitar o manuseio
e aplicacdo e, sobretudo, permitir o armazenamento sob condigbes nas quais
se minimize os custos, com perda minima das qualidades do produto. Sendo
os fungos organismos vivos, eles necessitam de cuidados especiais, pois
possuem estruturas que devem ser mantidas durante o processo de producao,
formulacdo, nas condicbes de armazenagem e ambiente propicio apds sua
aplicacado no campo (MOINO JUNIOR, 2000).

3.5 Fipronil

Fipronil é um inseticida do grupo fenil-pirazol, que atua sobre o sistema
nervoso central (SNC), interferindo na passagem de ions de cloreto atraves do
GABA (acido gama-aminobutirico). Esse acido € importante transmissor de
impulsos nervosos em animais vertebrados e invertebrados, causando nestes
altimos o descontrole do SNC, superexcitacdo e subsequente, morte (ANDREI,
1996).

Em relacdo a toxicidade do fipronil em inimigos naturais e
microorganismos existem varios estudos contraditérios em seus resultados.
Uma pesquisa denominada Locustox, realizada em paises africanos, concluiu
que o fipronil é relativamente toxico aos invertebrados benéficos testados,
devendo-se realizar pesquisas mais profundas para verificagdo do seu
potencial para o Manejo Integrado de Pragas em agrossistemas. Outros
trabalhos revelam que a toxicidade de fipronil para organismos nado alvos é
baixa (TILLMAN; SCOTT, 1997; ELZEN et al., 1998; SOARES; BUSOLI, 2000).

O fipronil é muito utilizado na cultura da cana-de-acUcar para controle
nao s6 do Cornitermes cumulans como também para outras espécies como o
Heterotermes tenuis, que sdo consideradas as mais frequentes e de maior
distribuicdo nessa cultura. O fipronil, aléem da cana-de-acucar, também é
utilizado em pastagens e culturas como batata, milho e algodao, em aplicacbes
foliares ou no solo. Macedo et al. (1997), ainda estudou a eficacia de controle

de vaérios inseticidas para H. tenuis durante dois anos, obtendo o melhor
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resultado com o fipronil na formulagdo Regent 800 WG® (ARRIGONI et al.,
1989; MACEDO, 1995).

A utilizacdo de produtos fitossanitarios seletivos juntamente com a
aplicacdo de entomopatdgenos pode contribuir favoravelmente para o manejo
de determinada praga. A acdo de produtos fitossanitarios sobre
entomopatdgenos pode variar desde a inibicdo do crescimento vegetativo e da
conidiogénese, até a ocorréncia de mutacdes genéticas, alterando sua
viruléncia. Portanto, para realizacdo desse tipo integrado de controle devem-se
considerar os possiveis efeitos fungitoxicos dos produtos a serem utilizados.
Segundo Alves e Moino Junior (1998), alguns produtos fitossanitarios possuem
uma capacidade estressora que favorece o controle associado, atuando em
mecanismos comportamentais, como acontece com 0s cupins. Como esses
insetos possuem uma capacidade de limpeza que mantém as colbnias livres de
patégenos e dificulta o controle microbiano, a utilizacdo de inseticidas em
concentracbes extremamente baixas (subletais) pode alterar esse
comportamento, agindo de forma sinérgica (ZECK, 1992; BOUCIAS et al.,
1996; ALVES et al., 1998).

Trabalhos realizados em laboratério mostraram que a molécula fipronil
nao afeta o aparecimento e desenvolvimento do M. anisopliae, porém a eficacia
da combinacdo ndo foi satisfatdria como ocorre com Beauveria bassiana
associado a imidacloprid (ALMEIDA; ALVES, 1998). Batista Filho et al. (1996),
avaliaram a compatibilidade do produto fipronil com B. bassiana, visando sua
utilizacdo conjunta para o controle de Cosmopolites sordidus Germar. Os
resultados mostraram que o fipronil ndo provocou reducado significativa na
producéo de conidios, mesmo tendo afetado ligeiramente o diametro médio da
colénia quando comparado a testemunha, além de néo ter havido alteracées na

viabilidade dos conidios produzidos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacéao
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O projeto foi realizado no periodo de 1° de abril de 2008 a 30 de outubro
de 2009, no Laboratério de Microbiologia da Fundagdo Educacional de
ltuiutaba, unidade agregada a Universidade do Estado de Minas Gerais,
campus de Ituiutaba, Minas Gerais.

4.2 Obtencado de amostra inicial do fungo e do fipronil

A amostra inicial para consequente reproducéo do fungo foi adquirida via
concessao da empresa Itaforte Ltda., que forneceu o produto industrializado
Metarril®, mediante solicitacdo efetuada as unidades responsaveis por estudos
entomopatogénicos, entre eles o da espécie Metarhizium anisopliae. O fipronil
sob a forma comercial Regent® 800 WG foi obtido através da empresa Basf.

4.3 Preparo dos meios de cultura

Foram preparados dois meios de cultura: BDA (batata, dextrose e agar) e
BDA acrescido de sacarose, conforme mostram os Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Composic¢ao do BDA.

BDA (batata, dextrose e agar)
Batata para extracdo de amido 200 g
Dextrose 15¢g
Agar 209
Agua destilada 1000 ml

Cortou-se a batata em rodelas e colocou-a para cozinhar por
aproximadamente 15 minutos. Filtrou-se o caldo obtido e fez-se a mistura com
a dextrose e o agar, sendo que a mistura deste Ultimo ao caldo foi realizada
com aquecimento. O recipiente em que se encontrava a mistura foi vedado
com papel aluminio e levado a autoclave por, aproximadamente, 20 minutos.
Apoés o processo de esterilizacdo e resfriamento, o material foi colocado em
placas de Petri ou tubos de ensaio e mantido em local estéril.

Quadro 2. Composicao do BDA + Sacarose.

BDA acrescido de sacarose
Batata para extracdo de amido 200 g
Dextrose 15¢g
Agar 209
Sacarose 259
Agua destilada 1000 ml

A metodologia utilizada no segundo meio de cultura foi a mesma
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empregada no quadro 1, acrescida de sacarose. O recipiente em que se
encontrava a mistura foi vedado com papel aluminio e levado a autoclave por,
aproximadamente, 20 minutos. Apds o0 processo de esterilizacdo e
resfriamento, o material foi colocado em placas de Petri ou tubos de ensaio e
mantido em local estéril.

4.4 Inoculagéo do Metarril nas placas de Petri e tubos de ensaio

O fungo obtido industrialmente foi inoculado nas placas utilizando-se duas
variacdes: o produto em pd sem diluicdo e dissolvido em 4gua destilada. Neste
altimo foram utilizadas 2g de Metarril para 20 ml de agua.

Com o auxilio de uma alca de platina o material foi espalhado de forma
regular (estriado) sobre as placas de Petri e também nos tubos de ensaio. O
procedimento foi realizado em camara previamente esterilizada e,
posteriormente, o material foi levado a estufa com temperatura ideal para o

desenvolvimento do Metharizium anisopliae (26 + 0,5 °C).

4.5 Coleta de Cornitermes cumulans

Foram coletados em campo individuos da espécie Cornitermes cumulans
e levados a laboratério. Em cada placa foram colocados 10 cupins, totalizando
40 cupins por tratamento no segundo ensaio.

4.6 Aplicacdo dos produtos para controle

Realizaram-se trés aplicacdes com intervalo de 24 horas entre cada uma
delas. As aplicacdes foram feitas com o auxilio de bombas de pulverizacao
manuais, seguindo as recomendacdes técnicas para a preparacao das caldas
(Tabela 1).

Tabela 1- produtos e dosagens utilizadas no controle de Cornitermes cumulans

em laboratdrio. Ituiutaba, MG, FEIT-UEMG, 20089.
Tratamentos Produto Comercial (g) Calda Prorggu(ag])/lOOmL de
Metarhizium anisopliae Metarril 16 gramas
Fipronil Regent 800 WG 4 gramas
M. anisopliae + fipronil Metarril + Regent 800 WG 8 gramas + 2 gramas

Anteriormente as aplicagfes, foi contabilizado o niumero de individuos
mortos e a condi¢cao dos demais insetos.
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4.7 Ensaios

O trabalho constituiu-se de dois ensaios. O primeiro com o objetivo de
avaliar o meio de cultura mais eficiente na reproducédo do M. anisopliae e o
segundo, foi realizado a fim de comparar o fungo obtido no laboratério da
InstituicAo com os produtos Metarril e Regent 800 WG®, além da combinacao
entre estes dois ultimos.

Primeiro ensaio:

- BDA acrescido de sacarose com Metarril diluido e inoculado em 3 tubos de
ensaio;

- BDA acrescido de sacarose com Metarril em p6 e inoculado em 3 tubos de
ensaio;

- BDA acrescido de sacarose com Metarril diluido e inoculado em 2 placas de
Petri;

- BDA acrescido de sacarose com Metarril em pé e inoculado em 3 placas de
Petri;

- BDA comum com Metarril diluido e inoculado em 3 tubos de ensaio;

- BDA comum com Metarril em p6 e inoculado em 3 tubos de ensaio;

- BDA comum com Metarril diluido e inoculado em 2 placas de Petri;

- BDA comum com Metarril em po e inoculado em 3 placas de Petri.

Segundo ensaio:

- Testemunha (agua destilada);

- Aplicacdo de Regent 800 WG;

- Aplicacao de Metarril;

- Aplicacdo de Regent 800 WG+Metarril,

- Metarhizium anisopliae obtido em laboratério.

4.8 Avaliacéo de infecgéo

Apos a terceira e Ultima aplicacdo os microorganismos desenvolvidos nos
tratamentos nos respectivos tratamentos foram levados ao microscépio para
identificacdo de suas estruturas com o auxilio da coloracdo azul de aman
(JOHANSEN, 1940), a fim de confirmar a presenca de fungos. Apos 5 dias da
primeira aplicacdo os cupins desses tratamentos também foram observados na
lupa para verificar a presenca ou nao, de fungos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio ndo houve desenvolvimento do Metarhizium

anisopliae em nenhum tubo de ensaio, foram identificadas somente coldnias de
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microorganismos leitosos semelhantes a bactérias. Nas placas de Petri houve
o surgimento de diferentes colbnias de microorganismos, entre elas o
Metarhizium anisopliae, nas placas com BDA acrescido de sacarose. Em duas
dessas placas o M. anisopliae apresentou pouco desenvolvimento, enquanto
noutra, o fungo completou seu desenvolvimento, apesar de ter ocorrido
contaminacdo por bactérias (Figura 2). O fungo apresentou coloracdo e o
anelamento caracteristico da espécie, conforme cita Macedo (2005). Nas

placas que continham apenas BDA n&o houve o aparecimento do fungo.

Figura 2. Desenvolvimento completo do
fungo entomopatogénico  Metarhizium
anisopliae em meio de cultura BDA
acrescido de sacarose. ltuiutaba, MG,
FEIT-UEMG, 2009.

No segundo ensaio o0s cupins de dois tratamentos morreram
imediatamente apés a aplicacdo dos tratamentos contendo Regent 800 WG,
puros ou com Metarril. Esse resultado concorda com Macedo (1995) que
confirmou a rapidez da eficiéncia do fipronil no controle de cupins. Isto foi
diferente da situacdo observada no tratamento constituido apenas por Metarril,
o qual apresentou individuos vivos, mesmo apo0s 24 horas subsequentes a
primeira aplicacdo. Os individuos submetidos ao tratamento com M. anisopliae
multiplicado em laboratério, apresentaram 100% de mortalidade quando

avaliados ap0s 24 horas de contato com o fungo entomopatogénico (Tabela 2).

Intercursos - V.8 - N.2 - Jul-Dez 2009 — ISSN 2179-9059 136



F e .y Intercursos Revista Cientifica
1& (Ot Brallighezs

Tabela 2. Andlise da presenca de fungos sobre os cupins nos tratamentos com
Metarril ou M. anisopliae e taxa de infec¢do nos individuos em cada repeticao.
ltuiutaba, MG, FEIT-UEMG, 20009.

Numero de individuos
Tratamentos Repeticdes N&o

Infectados infectados Taxa de infeccao (%)
1 2 8 20
Metarril 2 8 2 80
(Itaforte) 3 9 1 90
4 8 2 80
. ) 1 0 10 0
M. anisopliae > 5 5 50
+
Fipronil 3 3 ! 30
4 4 6 40
1 5 5 50
M. anisopliae 2 10 0 100
Multiplicado em
laboratdrio. 3 ° ° 20
4 3 7 30

Apés cinco dias da primeira aplicacdo, os cupins foram observados na
lupa para verificacdo da presenca de fungos sobre eles (Tabela 2). Os dados
obtidos demonstraram que é possivel o desenvolvimento do fungo M.
anisopliae mesmo em meios onde h& a presenca do fipronil (Figura 3),
conforme o que é apresentado pela empresa Itaforte (2009), que afirma que o
fungo tem compatibilidade com diversos produtos fitossanitarios e sé ndo se

desenvolve em meios com fungicidas quimicos.

Figura 3. ldentificacdo de estruturas
fungicas em  microscOpio  com
coloragdo azul de aman, encontradas
nos tratamentos com Fipronil. Ituiutaba,
MG, FEIT-UEMG, 2009.

Intercursos - V.8 - N.2 - Jul-Dez 2009 — ISSN 2179-9059 137



F e -y Intercursos Revista Cientifica
§ i (Ot Brallighezs

Todos os tratamentos que receberam o fungo M. anisopliae, apresentaram
desenvolvimento de estruturas que, quando analisadas ao microscopio,
confirmou-se serem estruturas fangicas, mais precisamente hifas (Figura 3).
Tal confirmacdo demonstra que o fungo estabeleceu-se nestes ambientes e
possuia condi¢Bes para desenvolver-se completamente e colonizar os cupins

encontrados nas placas (Figura 4).

Figura 4. Desenvolvimento do M.
anisopliae em meio com fipronil.
ltuiutaba, MG, FEIT-UEMG, 2009.

Os resultados concordam com a empresa Itaforte (2009) quando afirma que é
possivel o desenvolvimento do fungo M. anisopliae mesmo em meios onde ha
a presenca de inseticidas, e que o fungo tem compatibilidade com diversos
produtos fitossanitarios, salvo os meios com fungicidas quimicos. A vantagem
da interacao entre esses inseticidas esta na garantia de que o produto biolégico
permanecera na colbnia do inseto por um periodo maior de tempo, uma vez
que habitos comportamentais como o canibalismo sera reduzido drasticamente
pela repulsdo que o inseticida quimico causard em certos individuos (ALVES;
MOINO JUNIOR, 1998). Além disso, o emprego do MIP, nesse caso, reduz
significativamente os custos, pois a concentracdo de ambos os produtos sera
menor e serdo necessarias menos aplicagdes para controle efetivo da praga.

Os dados obtidos sobre a infec¢do dos cupins (Tabela 3), foram submetidos ao
teste Qui-Quadrado com nivel de significancia a 5%. Apos a andlise péde-se

observar que o tratamento com Metarril diferenciou-se significativamente dos
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demais. Isto indica que o produto exerce um controle mais efetivo, que o fungo
se desenvolve mais rapido quando aplicado sozinho e ndo em conjunto com
produtos quimicos. Possivelmente, a explicacdo pode ser devido a existéncia
de alguma molécula que retarde o aparecimento e desenvolvimento do M.
anisopliae, em condi¢Ges de laboratério, conforme observado por Alves et al.
(1998).

Tabela 3 — Comparacéo estatistica através do teste de Qui-Quadrado entre

as taxas de infeccao dos cupins em cada tratamento sem e com a presenca do
fungo M. anisopliae. Ituiutaba, MG, FEIT-UEMG, 2009.

Tratamentos Infectados X+DP (n) x3(C)
Agua 0,0 (40) -
Fipronil 0,0 (40) -
Fungo 6,75%2,77 (40) 17,200*
Fungo + Fipronil 3,0041,87 (40) 12,000ns
Fungo (Laboratério) 5,75%2,58 (40) 11,600ns
CV(%)=58,20 X3(t)=16,918

O tratamento com o M. anisopliae produzido nas dependéncias da
universidade, pode nédo ter apresentado significancia de infeccdo
provavelmente por encontrar-se em fase de adaptacéo nas placas (fase “lag”) o
que concorda com Madigan et al., (2003).

Apesar do tratamento de fungo e Fipronil ter-se mostrado melhor em relacao
aos outros no que diz respeito ao nivel de infec¢cdo dos cupins em menor
espaco de tempo, ndo desaponta os demais resultados. Os outros tratamentos
obtidos com os demais produtos podem ser considerados validos caso o

controle desejado ndo seja imediato ou caso seja um controle preventivo.

6 CONCLUSOES

O meio-de-cultura mais eficiente para reproducdo do fungo é o BDA acrescido
de sacarose em placas de Petri. O tratamento com o produto Metarril mostrou-
se mais eficiente no nivel de infeccdo dos cupins em menor espaco de tempo
em relacdo ao M. anisopliae reproduzido na Instituicdo e o tratamento com
Metarril+Regent 800 WG. E possivel a utilizacdo de Regent 800 WG e Metarril
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no controle do C. cumulans, porém a acao sinérgica dos produtos ocorre
lentamente.
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