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RESUMO

Foram analisadas duas linhagens de Metarhizium anisopliae quanto a
patogenicidade sobre insetos adultos de Callosobruchus maculatus utilizando
as concentragdes 10° a 10* conidios/mL™, sendo a viruléncia determinada pelo
percentual de mortalidade, decorridos dos doze dias de observagdo. Os
isolados mostraram-se altamente patogénicas, provocando mortalidade
superior a 50% da populacdo de insetos ja no terceiro dia apos a inoculagéo.
Os isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349, e M.
anisopliae var. acridum URM4412 foram agressivas ao inseto-alvo, tendo o
isolado de M. anisopliae var. anisopliae URM3349 comportamento mais
agressivo, sugerindo sua utilizacdo em programas de controle biolégico do
caruncho do caupi. Foi avaliado, in vitro, o efeito fungitoxico de produtos
fitossanitarios utilizados em culturas de feijao, sobre o crescimento vegetativo e
a conidiogénese nas linhagens de M. anisopliae. Independentemente do
inseticida utilizado, o isolado M. anisopliae var. anisopliae URM3349, foi a que
apresentou maior taxa de crescimento, enquanto o isolado M. anisopliae var.
acridum URM4412 apresentou maior efeito inibitério no crescimento micelial. A
compatibilidade dos isolados de M. anisopliae variou amplamente dentro de
cada linhagem e entre o0s inseticidas estudados, sendo Quimidleo
(azadiractina) o produto que apresentou o maior efeito fungitoxico e M.
anisopliae var. acridum URM 4412 o fungo mais sensivel ao efeito dos
defensivos agricolas. As linhagens, em associacdo aos inseticidas utilizados,

podem ser recomendadas para o Manejo Integrado de Praga do Caupi.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, controle microbiano, inseticidas,

compatibilidade, Vigna unguiculata, caupi.



ABSTRACT

Two strains of Metarhizium anisopliae was analyzed for the pathogenicity on
adult insects of Callosobruchus maculatus using the concentrations of 10° to
10* conidia.mL™ and the virulence determined by the percentage of mortality,
passed of twelve days of observation. The isolated were highly pathogenic
provoking mortality upper than 50% of the insects’ population in the third day
after the inoculation. The isolated of M. anisopliae var. anisopliae URM3349
and M. anisopliae var. acridum URM4412 were aggressive to the insect-target,
and the isolated of M. anisopliae var. anisopliae URM3349 was more
aggressive suggesting its using in programs of biological control to the
woodworm of the caupi. It was evaluated, in vitro, the fungitoxic effect of
phytosanitary products used in cowpea cultures affected by the vegetative
growth and conidiogenesis of the isolated of M. anisopliae. Independently of the
used insecticide, the isolated M. anisopliae var. anisopliae URM3349 was the
one that showed greater growth ratio, while the isolated M. anisopliae var.
acridum URM4412 showed greater inhibitory effect in the mycelial growth. The
compatibility of the isolated of M. anisopliae varied widely in each lineage and
among the studied insecticides, being Chemioil (azadiractina) the product that
showed the greater fungitoxic effect and M. anisopliae var. acridum URM 4412
was the fungi more sensitive to the agricultural defensive effect. The isolated,
depending on the insecticide, can be recommended for the Integrated Pest
Management of Cowpea.

Word-key: Metarhizium anisopliae, microbial control, insecticides, compatibility,

Vigna unguiculata, Cowpea.



1. INTRODUCAO GERAL

O feijao-caupi, feijdo-de-corda ou feijdo-macassar (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) é uma planta da familia Fabaceae que representa uma
excelente fonte de proteinas (23-25% em meédia), apresentando todos os
aminoacidos essenciais, carboidratos (62%, em média), vitaminas e minerais,
além de possuir grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de
gordura (teor de Oleo de 2%, em média) e como todo vegetal, ndo conter
colesterol. Representa um alimento basico para as populacdes de baixa renda
do nordeste brasileiro. Apresenta ciclo curto, baixa exigéncia hidrica e
rusticidade para se desenvolver em solos de baixa fertilidade e, por meio da
simbiose com Rhizobium, que tem a habilidade para fixar nitrogénio do ar

(ANDRADE JUNIOR et al. 2005).

O Brasil se situa como maior produtor de feijao caupi
apresentando uma producdo anual na faixa de dois milhdes de toneladas,
equivalente a 20% da producdo mundial (ARAGAO et al., 1998; TOME et al.,
2001). Estimativas das perdas da producéo total do feijao no Brasil giram em
torno de 30% devido ao ataque de insetos durante o armazenamento (STONEL

& SARTORATO, 1994).

Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera: Bruchidae),

conhecido na Regido Nordeste como caruncho do feijdo, ocorre em todos os
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locais do mundo onde se cultiva esta planta, sendo considerado a principal
praga de V. unguiculata armazenado, pois reduz o peso, a qualidade dos
graos, o poder germinativo e a qualidade das sementes (DONGRE et al.,
1996), podendo gerar perdas no armazenamento de até 90% (SECK et al.,

1991).

O método de controle mais empregado contra os carunchos é o
quimico. Existem varios produtos fitossanitarios que estdo sendo
comercializados para o uso na cultura do feijoeiro. Entretanto esses produtos
fitossanitarios caracterizam-se por apresentarem elevada toxicidade e baixa
seletividade aos inimigos naturais (KOVALESKI & RIBEIRO, 2003; QUINTELA
& FERREIRA 2006), gerando varios problemas, inclusive a resisténcia a
inseticidas. O surgimento de pragas secundarias que inibem o0s inimigos
naturais, o aumento de riscos para a saude humana, a contaminacao de
nascentes e a diminuicdo da biodiversidade (ALVES et al., 1998; MELO &
AZEVEDO, 2000; AZEVEDO, 2001; LACEY et al., 2001; MARQUES et al.,
2004). Em func&o dos avancos das pesquisas e de uma conscientizacdo maior
dos problemas advindos com o uso intensivo de inseticidas (NORA & HICKEL,
1997) e o elevado custo desses defensivos agricolas, o controle bioldgico
assume papel cada vez mais importante no Manejo Integrado de Pragas

(CRUZ, 2002).

O emprego de produtos quimicos no controle de doencas do

feijoeiro implica em multiplas pulverizacbes que elevam substancialmente o
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custo da producdo. Além disso, os resultados, as vezes, indicam apenas
sucesso limitado (VIEIRA, 1988). O uso indiscriminado desses produtos deixa
residuos de elevada toxicidade (KOVALESKI & RIBEIRO, 2003). Portanto, o
controle bioldgico com fungos entomopatogénicos surge com alternativa para a
reducdo da densidade populacional de pragas agricolas. (KAAYA, 1989;
TEFERA & PRINGLE, 2003). Dentre os fungos entomopatogénicos, destaca-se
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, visto o sucesso alcancado como
controlador de insetos pragas, tais como Schistocerca pallens (MOREIRA et
al., 1996), Heterotermes tenuis (MOINO JUNIOR & ALVES, 1998), Castnia
licus (FIGUEIREDO et al., 2002), Blatella germanica (QUESADA-MORAGA et
al., 2004), Hoplia philamthus (ANSARI et al., 2004), Nasutitermes coxipoensis
(ALBUQUERQUE et al., 2005), Tribolium confusum (MICHALAKI et al. 2006),

Ceratitis capitata (MOCHI et al. 2006) entre outros.

A possibilidade de se utilizar o manejo integrado, associando ao
fungo entomopatogénico com um inseticida quimico, é viavel e tende a ampliar
a acao do controle da praga, reduzindo esta, a niUmeros aceitaveis para a
agricultura. Trabalhos estdo sendo feitos, cujos resultados apontam para a
avaliacdo da interacdo entre linhagens de fungos entomopatogénicos, entre
eles M. anisopliae, observando a compatibilidade entre algumas das linhagens

testadas com inseticidas quimicos (DAL BELLO et al., 2001).

Dentro desta perspectiva, este trabalho teve por objetivo avaliar

em laboratério, o efeito de produtos fitossanitarios utilizados em culturas de
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feijdo caupi sobre o desenvolvimento de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URM3349 e Metarhizium anisopliae var. acridum URMA4412, selecionar o
melhor inseticida quimico e o fungo para emprego no controle de
Callosobruchus maculatus, visando fornecer subsidios para a escolha de

produtos seletivos para o emprego no Manejo Integrado de Pragas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Metarhizium anisopliae var. anisopliae e Metarhizium
anisopliae var. acridum: aspectos taxonémicos e

bioldgicos

Metschnikoff, zoologista e patologista russo do final do século
XIX, realizou o0s primeiros testes contra insetos e isolou o fungo
entomopatogénico M. anisopliae de larvas de Anisoplia austriaca (Coleoptera),
nomeando-o primeiramente de Entomophthora anisopliae. Em 1883, Sorokin o
reestudou e o considerou uma Unica espécie Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin. (KENDRICK, 1971; LUNA-ALVES LIMA, 1989; FARIA &
MAGALHAES, 2001). Mais tarde Tulloch (1976) revisou o género e apresentou
duas variedades, as quais foram separadas pelo tamanho dos conidios: M.
anisopliae var. anisopliae que apresenta conidios curtos (3,5-9,0x5,0-3,0 um)
M. anisopliae var. majus de conidios mais longos (9,0-18,0x10,0-14,0 um). O
avanco das técnicas enzimaticas e da biologia molecular, adicionado aos
estudos bioquimicos, complementados pelos morfologicos vieram modernizar a
taxonomia fungica, de modo que o género Metarhizium foi reavaliado. As
relacbes filogenéticas do género Metarhizium foram estudadas por
Rakotonirainy et al. (1994) utilizaram ITS (Internal Transcrided Spacer) e com
base nas sequéncias 28.S do RNA ribossémico, consideraram trés espécies M.

anisopliae, M. flavoviride e M. album.
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Os estudos taxonémicos utilizando a biologia molecular se
intensificaram. De modo que Driver et al. (2000) consideraram dez “clades”
distintos que s&o revelados pelo cladograma, que tem como base as
combinacfes das sequéncias dos dados das regides ITS e 28.S do DNA
ribossémico, aliados aos marcadores RAPD (Randon Amplified Polymorphic
DNA) e a morfologia dos conidios. Esses estudos revelaram o monopdélio do
grupo M. anisopliae e reorganizaram quatro “clades” dentro do grupo. Em dois
incluiram M. anisopliae var, anisopliae e M. anisopliae var, majus e em outros
dois descreveram duas variedades novas M. anisopliae var, lepdiotum e M.

anisopliae var, acridum.

As analises sobre a filogenia utilizando sequténcias da regido do
DNA ribossomal de M. anisopliae tém demonstrado que a regido € muito
conservada dentro do genoma. Todavia Mavridou et al. (2000) detectaram
algumas variabilidades dentro da regido do gene complexo 28.S do DNA
ribossdmico de M. anisopliae var. anisopliae e procederam a identificacdo do

grupo 1 introns em trés diferentes posi¢des do gene 28.S.

Estudos moleculares efetuados por Pantou et al. (2003),
mostraram que M. anisopliae var. anisopliae € considerado o representante
mais estudado e mais bem estabelecido dentro do género e que a regido ITS &
altamente preservada dentro do genoma. Esses resultados também

confirmaram os trabalhos de Driver et al. (2000) sobre a reclassificacdo do
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género, considerando M. anisopliae var. anisopliae e a nova variedade M.

anisopliae var. acridum.

A taxonomia €& dinamica e com base nas caracteristicas
morfologicas e na sequéncia ITS do DNA ribossomal Liu et al. (2001) isolou em
campo Cordiceps brittlebankisoides de larva de Coleoptera (Scarabaeidae) na

China, e o relacionou com o anamorfo M. anisopliae var. majus.

Atualmente, os fungos imperfeitos sdo chamados de Anamorfos, e
entre estes, estdo a maioria dos entomopatogénicos. Alexopoulos et al. (1996)
na ultima edicdo de “Introductory Micology” ainda consideraram o0 grupo na
Subdivisdo Deuteromycotina. Contudo esses fungos que nao tém relacdo
filogenética, néo justificam a sua classificacdo na hierarquia taxonomica:
Divisdo, Subdivisdo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie, este fato
reforcou a aceitacdo pela comunidade micologica, da denominacdo de
Anamorfo para o grupo o qual sé apresenta a fase assexuada (KENDRICK,

1992).

No inseto, o ciclo biologico dos fungos entomopatogénicos,
inclusive M. anisopliae var. anisopliae apresenta duas fases: uma saprobia e
outra parasitaria. Na fase saprobia, o ciclo pode se iniciar com a germinacao de
conidios, emitindo um ou mais tubos germinativos, que se diferenciam em
hifas, que se conduzem num intricado sistema de entrelacamento, constituindo-

se em micélio onde surgem os conidiéforos. Na extremidade destes,
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diferenciam-se as fidlides, que produzem no apice, conidios (RIBEIRO et al.,
1992 St. LEGER et al.,1991). Esses conidios germinam e formam apressoérios
(St. LEGER et al., 1989) os quais penetram no hospedeiro por agcdo mecanica
e enzimatica (St. LEGER et al.,, 1991; 1996; NAHAR et al., 2004). Na fase
parasitaria, os conidios no interior do inseto se diferenciam em estruturas
leveduriformes, as quais secretam toxinas que invadem os tecidos do inseto.
Apoés a morte do inseto, as hifas emergem formando conidiéforos e conidios,
que se dispersam e reiniciam o ciclo, fora do inseto (LUNA-ALVES LIMA, 1989;

LUNA-ALVES LIMA & TIGANO, 1989; ALVES, 1998).

2.2. Controle biolégico de insetos—praga

A eficiéncia do controle biolégico de insetos por fungos
entomopatogénicos esta diretamente relacionada com a esporulacéo,
germinacao, viabilidade, radiacfes solares, viruléncia e patogenicidade dos

fungos sobre o inseto alvo, quando aplicado no campo.

2.2.1. Metarhizium anisopliae var anisopliae (Metsch.) Sorokin

Os fungos que controlam o0s insetos sao 0s agentes
entomopatogénicos mais eficientes e empregados no Brasil. Segundo Azevedo
(1998), o programa de controle biolégico mais conhecido em todo o mundo, foi
o controle das cigarrinhas da cana-de-acucar (Mahanarva posticata e

Mahanarva fimbriolata), no Nordeste do Brasil por M. anisopliae. Em 1965 os
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primeiros resultados foram conhecidos (GUAGLIUMI et al., 1974) e foram téo
importantes que 10 anos mais tarde (1975), laboratérios regionais foram
instalados e as primeiras recomendacdes para o0 emprego de M. anisopliae, no
campo foram feitas por Marques et al. (1981). Na ocasido esses trabalhos
foram téo relevantes que ja havia a implantacdo de 10 programas de controle
biolégico, elevando o Brasil a lider mundial na area. Cerca de 127 laboratérios
estavam envolvidos no estudo, nos anos 90, nos quais trabalhavam 1.280
profissionais. No entanto, Beauveria bassiana é o fungo mais estudado,
seguido de M. anisopliae, no que se referem aos estudos de laboratorio e

aplicacao no campo (DIAS et al., 1994; ALVES & LECUONA, 1996).

M. anisopliae apresenta atividade patogénica contra varios
insetos. E um fungo cosmopolita, geralmente isolado do solo e de varias
espécies de diferentes Ordens de insetos. (QUINTELA & McCOY, 1997; 1998,
SOSA-GOMEZ & MOSCARDI, 1998; KERSHAW et al., 1999). Todavia os
estudos se intensificaram e Neves & Alves (2000) efetuaram bioensaio com
M.anisopliae e B. bassiana visando o controle do cupim Conitermes cumulans.
Observaram que M. anisopliae 1037 apresentou maior indice de mortalidade
apos nove dias de crescimento (89,2%) e maior producdo de conidios
(3,37x10" conidios/kg de arroz). O emprego desse fungo no controle bioldgico

de C. cumulans foi mais eficiente do que B. bassiana, nas condi¢des testadas.

Athayde et al. (2001) verificaram a patogenicidade de B. bassiana

e M. anisopliae sobre teledginas de carrapatos Boophilus microplus, obtiveram
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mortalidade superior a 90%, e demonstraram a potencialidade desses fungos
para o0 controle biolégico desse carrapato, embora M. anisopliae tenha

apresentado maior eficiéncia nos bioensaios.

Samuels et al. (2002) estudaram a patogenicidade e a viruléncia
de M. anisopliae e B. bassiana sobre ovos de Blissus antillus, que ataca
Brachiaria e tem causado varios danos aos pastos. O controle desse inseto €
feito principalmente com o emprego de inseticidas. O uso de fungos
entomopatogénicos representa uma alternativa ao uso do agente quimico. Os
ovos foram inoculados sob condi¢des controladas em laboratério, M. anisopliae
foi altamente virulento para os ovos, enquanto B. bassiana foi considerado de
baixa viruléncia ou avirulento. Os resultados indicaram que o emprego desses
fungos no biocontrole representa uma estratégia viavel para o controle desta

peste.

Sun et al. (2002) quantificaram a esporulacao de B. bassiana e M.
anisopliae sobre cadaveres de cupim Coptotermes formosanus, “in vitro”.
Observaram diferentes padrdes de esporulacdo entre as duas espécies. Os
isolados de B. bassiana foram incluidos no grupo com alta esporulacdo total
pos-inoculacdo (11 dias) e baixa e rapida esporulacdo (dois a trés dias),
enguanto os isolados de M. anisopliae foram classificados em um outro grupo,
caracterizados por apresentar alta e rapida esporulacdo e baixa esporulacéo
total. Essas caracteristicas apresentadas por M. anisopliae quando comparado

com B. bassiana podem ser interpretado como uma vantagem para aplicacéo
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no controle bioldgico desse cupim. A esporulacdo foi significativamente mais

alta in vitro do que in vivo e apresentou correlacéo positiva.

Batta (2003) estudou a eficiéncia da viabilidade e da formulacéo
de conidios de M. anisopliae testadas sobre ninfas de Bremisia tabaci e de
Tetranychus cinnabarinus, com vista ao controle biolégico destas moscas.
Conidios em emulsédo (agua-e-6leo), um preparado de 0leo de coco e de soja,
foram empregados nas formulagfes. Esta mistura promoveu uma camada de
emulsao mais estavel (93%) e viscosidade mais baixa (27 cps). Os conidios do
fungo permaneceram viaveis nesta formulacdo durante 30 meses com uma
reducdo de 50% (meia-vida) na viabilidade depois de 4 meses a 20+£1°C. Em
comparacao com o0s conidios secos nas mesmas condi¢cdes, tornaram-se néo
viaveis ap0s 2 meses, com uma meia-vida de 0,5 ao més. Para ambas as
espécies testadas, B. tabaci e T. cinnabarinus. Foram obtidos niveis
significativamente mais altos de mortalidade quando foi comparado com os
conidios na forma de emulsdo e de conidios secos, no tratamento controle,
tanto em condi¢cdes de laboratério quanto em condicbes de campo. O fungo
mostrou grande potencial para administracdo e sugere haver aumentado sua

atividade quando aplicado na emulsao de 6leo de coco e soja.

Liu et al. (2003) selecionaram cinco linhagens de M. anisopliae e
mostraram a patogenicidade destas linhagens a Lygus lineolaris, através de
estudos morfolégicos, bioensaios em laboratorio e aplicagcdo no campo. Todos

as linhagens foram altamente patogénicas. Esses dados foram relevantes na
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selecdo das linhagens e o seu desenvolvimento no campo mostrou eficiéncia

como um agente de controle bioldgico desse percevejo.

Silva et al. (2003) com vistas ao controle biolégico da traca das
cruciferas Plutella xylostella, praga das cruciferas de ocorréncia cosmopolita,
que causa grande prejuizo as brassicas, no Brasil o repolho é o mais
susceptivel a essa praga. Foram testadas varias linhagens de M. anisopliae e
B. bassiana sobre lagartas desse inseto e verificaram que M. anisopliae foi
mais virulento as lagartas do que B. bassiana. Os resultados indicaram que P.
xylostella foi mais susceptivel ao M. anisopliae e constatando o potencial desse

fungo no manejo integrado desse inseto.

Sun et al. (2003) estudaram os efeitos da viruléncia, esporulacéo
e temperaturas de M. anisopliae e B. bassiana sobre Coptotermes formosanus
em laboratério, e observaram que a prevaléncia de doenca afeta
significativamente as populacdes desse inseto. Sendo que M. anisopliae nas
trés categorias estudadas (viruléncia, esporulacéo rapida, e esporulacdo total)
foi mais eficiente do que B. bassiana em varias temperaturas testadas. Esses
fungos apresentam caracteristicas diferentes quanto a viruléncia, as quais
devem ser consideradas quando da selecdo do fungo e do inseto alvo para

controle microbiano.

M.anisopliae € um fungo entomopatogénico que atinge uma

ampla faixa de hospedeiros, inclusive barata. Quesada-Moraga et al. (2004)
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realizaram teste sobre a viruléncia, transmissdo horizontal e efeitos subletais
reprodutivos de M.anisopliae, sobre a barata alema, Blatella germanica. A
percentagem de mortalidade alcancada foi de 87,5%, a TLsp foi 12,2 dias,
esses dados indicaram a transmissdo horizontal e a rapida velocidade de
infeccdo dentro da populacdo do inseto. Os efeitos das doses subletais
mostraram uma redugdo na producdo de ootecas e consequentemente no
namero de ninfas. Nao obstante aos resultados obtidos, em condicbes de
laboratorio; os autores sugeriram que pesquisas em condicdes de campo
sejam feitas, a fim de assegurar 0 sucesso da linhagem sobre a barata alema,

no monitoramento de programas de pesquisa.

Os raios ultravioletas solares (UV-A e UV-B) sdo os maiores
fatores abidticos limitantes do sucesso de M. anisopliae, como agente de
controle bioldgico. Rangel et al. (2004) testaram a velocidade de germinacao e
a producéao de conidios de M. anisopliae sobre diferentes substratos artificiais e
cadaveres de Galleria mellonella, como também a termotolerancia dos conidios
as variacoes dos raios ultravioletas do sol (UV-A e UV-B). Os resultados
indicaram que o aumento da tolerancia a radiagcdes UV-B pode ser usado para
obtencdo de conidios e da germinacdo em menor tempo, permitindo maior

persisténcia do fungo no solo.

Albuquerque et al. (2005) realizaram estudo sobre a acdo da
patogenicidade de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum

sobre soldados e operarios do cupim Nasutitermes coxipoiensis, em
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laboratorio. A mortalidade cumulativa de N. coxipoiensis com M. anisopliae var.
anisopliae foi maior do que a de M. anisopliae var. acridum; Esses resultados
indicaram a potencialidade de M. anisopliae var. anisopliae no controle

bioldgico dessa espécie de cupim.

A patogenicidade de M. anisopliae sobre o C maculatus foi
estudada por Cherry et al. (2005) em laboratério, que realizaram bioensaios por
imersdo, tendo obtido no sexto dia de observacédo, para o isolado de M.
anisopliae estudado, percentuais de mortalidade acumulada néo corrigida que
variaram de 29,99 a 83,33%, sugerindo a possibilidade de utilizacdo deste

fungo para o controle do caruncho do feijao caupi (Figuras 1 e 2).

Loureiro et al. (2005) selecionaram linhagens de M. anisopliae,
procedentes de diferentes hospedeiros e regidbes do Brasil, virulentas a
cigarrinha da raiz da cana-de-acucar Mahanarva fimbriolata, em condi¢des de
laboratorio, com potencial para o emprego no controle de ninfas. As quais
foram pulverizadas com uma suspensao de conidios. A mortalidade foi avaliada
diariamente e as linhagens que apresentaram mortalidade confirmada superior
ou igual a 70% no 6° dia de observacdo, foram selecionadas. Os autores
sugeriram que mesmo as linhagens que apresentaram alta patogenicidade,
fossem testadas em outras caracteristicas, principalmente a producédo de
conidios, antes das formulacdes de produtos para aplicacdo no controle de M.

fimbriolata.
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Loureiro & Moino Jr. (2006) avaliaram a patogenicidade de alguns
fungos entomopatogénicos, inclusive M. anisopliae aos pulgdes Aphis gossypii,
e Myzus persicae, espécies cosmopolitas e polifagas que causam sérios
prejuizos as plantas cultivadas. Entre os fungos estudados M. anisopliae e B.
bassiana causaram 100% de mortalidade no 7° dia apdés a inoculacédo; ja
Verticillium lecanii, foi 0 que provocou mortalidade mais tardia, e o pulgdo M.
persicae foi o mais susceptivel aos fungos testados do que A. gossypii. M.
anisopliae foi considerado o fungo mais virulento, mesmo nas baixas
concentracdes testadas, confirmando sua plasticidade no que se refere as

possibilidades de controle sobre espécies da Ordem Hemiptera.

Scholte et al. (2006) mostraram a infeccdo causada por M.
anisopliae sobre o mosquito Anopheles gambiae, um vetor da malaria na
Africa, através da mortalidade das fémeas adultas. As quais foram infectadas
com diferentes doses de conidios em emulséo de 6leo. As fémeas infectadas
apresentaram menor tendéncia a alimentacdo, de modo que quanto maior a
dose, menor o apetite demonstrado. As fémeas também apresentaram baixa
fecundidade e menor producéo de ovos por ciclo. A reducéo do apetite revelou
um dado promissor para o0 controle desse mosquito, visto que a necessidade
que as fémeas tém para sugar o sangue, a fim de amadurecer 0s seus 0voS,

reduz a probabilidade do mosquito transmitir a malaria.
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Figura 1. Inseto adulto de Callosobruchus maculatus infectado por Metarhizium

anisopliae var anisopliae URM3349.

Figura 2. Inseto adulto de Callosobruchus maculatus infectado por Metarhizium

anisopliae var acridum URM4412.
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2.2.2. Metarhizium anisopliae var acridum Driver, Milner &

Trueman

Metarhizium anisopliae var acridum ocorre sobre varias espécies
de Homoptera, Orthoptera e Coleoptera, embora raramente seja encontrado
atacando insetos ou isolados do solo. Espécies da Ordem Orthoptera e da
Familia Acrididae sdo encontradas no Nordeste e Centro-Oeste do Brasil,
atacando gramineas, cana-de-acucar, arroz e milho causando sérios danos
(ALVES, 1998). Schistocerca pallens ocorre no Nordeste em canaviais de
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Alagoas. Ja Rammatocercus
schistocercoides durante a fase de ninfas ataca gramineas (forrageiras) ocorre

na regido Centro-Oeste.

Os fungos sdo o0s agentes entomopatogénicos mais bem
sucedidos como biocontroladores. Formulados a base de M. anisopliae var
acridum e B. bassiana contra gafanhotos sdo empregados como medida de
controle desses insetos, porém a maior limitacdo ao uso desses fungos é o
tempo para matar os gafanhotos. Todavia sua acao apesar de ser lenta, causa
mudancas fisioldgicas importantes no hospedeiro, permitindo o emprego de
estratégias de controle. Os insetos quando atacados pelo fungo perdem a
mobilidade, de modo que se tornam presas faceis para os predadores

(MAGALHAES et. al. 2000a)



Acdo Patogénica de Metarhizium anisopliae GUARANA, C.F.R. 18

Estudo sobre a esporulacdo, germinacdo e viruléncia séo feitos
com a finalidade de potencializar M. anisopliae var acridum para o controle
bioloégico de acridideos, neste sentido Magalhdes et. al., 2000b avaliaram a
esporulacdo de M. anisopliae var acridum e B. bassiana sobre cadaveres do
gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides sob condicbes de ambiente seco e
uamido. Os fungos se apresentaram igualmente virulentos contra R.
schistocercoides, sendo que M. anisopliae produziu internamente mais conidios
do que B. bassiana em baixas umidades, externamente ndo houve esporulacéo
quando os insetos foram incubados a 75% de umidade relativa e M. anisopliae
var. acridum produziu significativamente mais conidios do que B. bassiana a
100% de umidade relativa, dados como esses sdo importantes para o
conhecimento da epizootiologia das doencas, especialmente se os fungos

forem utilizados em ambientes com baixa umidade relativa.

Arthus & Thomas (2001) conduziram estudos com a finalidade de
avaliar os efeitos da temperatura e umidade relativa sobre a esporulacéo de M.
anisopliae var. acridum em cadaveres de S. gregaria. A avaliagdo quantitativa
da producdo de conidios durante 10 dias, em condi¢cdes controladas de
laboratorio revelou uma esporulacdo 6tima, com umidade relativa em 96% e
temperatura variando entre 20° C e 30° C. Esporulacédo relativamente baixa
ocorreu a 15° C e nenhuma esporulacao foi observada a 10 °C e 45 °C. A
producdo de conidios esteve intimamente associada com o conteudo de agua
nos cadaveres dos gafanhotos. Quando submetidos as variacdes diarias de

temperatura e umidade relativa, poucos conidios foram produzidos quando



Acdo Patogénica de Metarhizium anisopliae GUARANA, C.F.R. 19

comparados aos cadaveres que foram incubados nas condicfes favoraveis por
um periodo cumulativo igual. Esses resultados mostraram que a esporulacao
foi um processo dinamico dependente ndo apenas do periodo de exposicao as
umidades relativas favoraveis, mas também, associada a inter-relacdo com

baixas umidades.

Blanford & Thomas (2001) demonstraram a patogenicidade
através da sobrevivéncia, maturacdo e reproducdo do gafanhoto do deserto
Schistocerca gragaria, infectado com M. anisopliae var. acridum. Os estudos
foram conduzidos com duas diferentes doses do fungo. Nos adultos infectados
foi detectada uma alta e rapida mortalidade (>90%) apés 10 dias. Os efeitos da
infeccdo sobre a maturidade e a reproducédo dependem da idade dos adultos
na ocasiao da inoculacado. Os resultados dos experimentos mostraram também
que M. anisopliae var. acridum €& um potencial agente de controle dos

gafanhotos nos diferentes estagios do ciclo bioldgico.

A termorregulacdo no gafanhoto Locusta migratoria, infectado
com M. anisopliae var. acridum foi avaliada por Ouedraogo et al. (2003) e
afetou negativamente o crescimento do fungo no inseto, embora os
mecanismos responsaveis para esta supressdo sejam complexos e
permanecam pouco entendidos. No processo de termorregulacdo, gafanhotos
necessitam de temperaturas 6Otimas para a defesa imune, enquanto evitam
temperaturas extremas que podem interferir com outros processos celulares

basicos, dessa forma a temperatura do corpo pode inibir o crescimento do
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fungo ajudando o inseto hospedeiro a vencer o processo infeccioso contra o

patogeno.

Rangel et al. (2005) testaram a viabilidade na termotolerancia de
diferentes linhagens de M. anisopliae, de hospedeiros e regifes diferentes.
Notavel variabilidade na termotolerancia foi encontrada entre os conidios de 16
linhagens de M. anisopliae var. anisopliae, e de M. anisopliae var. acridum. As
linhagens patogénicas a gafanhotos foram as que apresentaram alta
germinacdo e foram mais tolerantes as radiacbes UV-B. Os estudos
comprovaram que as temperaturas experimentadas em condicbes de campo
podem ser um fator que favorecera o controle biolégico, quando da aplicacdo

dos fungos no campo.

2.3. Aspectos bioldgicos e taxonémicos de Callosobruchus

maculatus

C. maculatus, sédo besouros que medem aproximadamente 3 mm
de comprimento, apresentando nos élitros manchas amarronzadas que em
repouso formam um "X", vivem cerca de 5 a 8 dias, podendo eventualmente
sobreviver até 12 dias. As fémeas pdem em média 80 ovos segundo Quintela
et al. (1991) nas superficies dos graos. Ao eclodirem, as larvas penetram nos
mesmos alimentando-se do conteudo interno. Dentro dos gréaos, transforma-se
em pupas e, apés a emergéncia, o adulto perfura um orificio de saida, e fora

dos gréos, reiniciam o ciclo biolégico (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Caruncho (Callosobruchus maculatus) na fase adulta.
Fonte Paz Jr, 2006

Figura 4. Ciclo biolégico do Callosobruchus maculatus. a) fémeas
ovopositando sobre os feijoes; b) feijdo infestado com ovos; c) janela
de emergéncia do adulto; d) inseto adulto saindo de dentro do feijao;
e) acasalamento (a esquerda, macho).

Fonte Paz Jr, 2006.
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O caruncho do feijdo, devido ao seu potencial depreciativo e
ocorréncia mundial, é considerado a principal praga do feijao Vigna unguiculata
armazenado, reduzindo o peso e a qualidade dos grados, bem como o poder
germinativo e qualidade das sementes (DONGRE et al., 1996). Este caruncho
pode ocasionar perda de peso da ordem de 60% em sementes armazenadas
(TANZUBIL, 1991), chegando a atingir, em seis meses de armazenamento,

90% de perdas em termos de sementes perfuradas (SECK et al., 1991).

2.4. O controle bioldgico do Callosobruchus maculatus

O ataque de insetos em sementes armazenadas constitui um
problema que se agrava cada vez mais devido, principalmente, ao
desconhecimento dos produtores quanto a utillizacgdo e manuseio de
substancias quimicas (FARONI et al., 1995). O controle quimico na forma de
fumigacdo tem sido uma pratica corrigueira na desinfestacdo de gréos
armazenados, mas devido a inobservancia das praticas corretas, a aplicacéo
de sub ou super dosagens e o0 desrespeito ao tempo minimo de contato dos
graos com os inseticidas, tém produzido nos varios insetos-praga que infestam
produtos armazenados o0 desenvolvimento de resisténcia genética aos

principios ativos dos produtos utilizados.

Esses fatos conduzem a necessidade de se estabelecer medidas

de controle de pragas, por meio de métodos alternativos, sem desencadear os
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problemas causados pelos inseticidas sintéticos quimicos (FARONI et al.,

1995).

Com a utilizacdo de métodos alternativos procura-se encontrar
técnicas que permitam reduzir o surgimento de resisténcia desenvolvida pelas
pragas aos praguicidas organossintéticos, assim como estratégias que
proporcionem uma opcao de controle, que evitem a eliminacdo dos inimigos
naturais, a contaminacdo da agua, do ar e do solo, a intoxicacdo dos
produtores e, especialmente, a acumulacdo de substancias téxicas nos

produtos agricolas alimenticios (CUNHA, 2002).

O controle biolégico de pragas € uma das formas observadas
pelos pesquisadores através dos anos, de controlar as populacdes de insetos
no meio ambiente, limitando a sua multiplicacdo acelerada sem, no entanto
causar danos a outros organismos geralmente benéficos que estdo presentes
no ambiente. O maior interesse na utilizacdo do controle biolégico esta na
forma semelhante como a natureza age sem causar 0s prejuizos advindos da
utiizacdo dos produtos fitossanitarios quimicos. O wuso de agentes
entomopatogénicos apresenta vantagens em relacdo aos pesticidas quimicos
pela eficiéncia e baixos custos, pela seguranca de uso demonstrada ao homem
e demais organismos além da reducdo da utilizacdo de residuos téxicos na
agricultura e nos alimentos, auxiliando na preservacao da saude ambiental e da
populacdo de inimigos naturais presentes no ambiente (ALVES, 1992: FARIA

et al., 2002; SANTOS Jr. et al., 2006).
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A utilizacdo de diferentes microrganismos para controle de pragas
na forma de bioinseticidas e a utilizacdo de plantas resistentes a insetos, pela
producdo de inibidor da enzima digestiva a-amilase encontrada no trato
digestivo de C. maculatus, esta em desenvolvimento e poderdo num futuro
proximo, contribuir para a reducdo do uso de inseticidas, minimizando assim,
0s impactos ambientais provocados pelos agrotoxicos. Porém, a liberacédo
dessas plantas em escala comercial, requer diversas pesquisas a serem
realizadas com o objetivo de avaliar 0os possiveis impactos que essa nova
tecnologia possa causar ao meio ambiente e a saude do homem e dos animais

(MARSARO Jr., 2005).

As técnicas bioldgicas desenvolvidas consistem na introducdo de
inimigos naturais, incluindo predadores, protozoarios, fungos, bactérias, virus e
em alguns casos substancias produzidas pelo préprio inseto, as quais
apresenta excelente perspectiva de utilizacdo. Esses agentes de controle
podem ser manipulados para o aumento da patogenicidade, ampliacdo do
espectro de acao, producao industrial ou a incorporacdo de genes a inseticidas
em espécies vegetais (AZEVEDO & MESSIAS, 1985; ALVES, et al., 2002;

SILVA et al., 2004).
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2.5. Compatibilidade de fungos entomopatogénicos em

associacdo com inseticidas quimicos

A utilizacdo de produtos quimicos no controle de pragas e
doencas do feijoeiro é realizada através de varias pulverizacdes que elevam
consideravelmente o custo da producéo, e muitas vezes o controle das pragas
obtém apenas sucesso limitado (VIEIRA, 1988). O uso indiscriminado desses
produtos deixa residuos de elevada toxicidade nos produtos vegetais
(KOVALESKI & RIBEIRO, 2003), causando varios problemas, como a
resisténcia aos inseticidas, o surgimento de pragas secundarias, a auséncia de
inimigos naturais, o risco de contaminagdo por agrotoxicos para a saude
humana, a contaminacdo do solo e das nascentes além da diminuicdo da
biodiversidade (ALVES et al.,, 1998; MELO & AZEVEDO, 2000; AZEVEDO,

2001; LACEY et al., 2001; MARQUES et al., 2004).

Em funcdo dos avancos das pesquisas e de uma conscientizacéo
maior dos problemas advindos com o0 uso intensivo de inseticidas (NORA &
HICKEL, 1997) e o elevado custo desses defensivos agricolas, o controle
biolégico com fungos entomopatogénicos surge como alternativa para a
reducdo da densidade populacional de pragas agricolas. (KAAYA, 1989;

TEFERA & PRINGLE, 2003).

A susceptibilidade dos fungos entomopatogénicos aos produtos

fitossanitarios pode variar de acordo com a natureza quimica dos defensivos e
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as dosagens empregadas. Assim, existem produtos que podem ser letais para
alguns patdgenos, outros que possuem apenas efeito fungistatico e um outro
grupo que pode até melhorar o crescimento vegetativo, a reproducdo e a
viruléncia dos fungos entomopatogénicos. Dessa maneira, torna-se muito
importante o conhecimento da acdo desses produtos quimicos sobre o
desenvolvimento dos entomopatégenos (ALVES & LECUONA, 1996). Varios
estudos tém demonstrado alteracdes no desenvolvimento de M. anisopliae,
sendo necessaria a precaucao quando utilizado no Manejo Integrado de
Pragas (MIP) e doencas, caso exista o uso conjunto com este fungo (ALVES et
al., 1998; HIROSE et al., 2001; NEVES et al., 2001; LOUREIRO et al., 2002;
BARRETO et al., 2004). Portanto a utilizacdo dos defensivos seletivos tende a
preservar 0S microrganismos, maximizando seus efeitos nos diferentes

agroecossistemas.

A utilizacdo de inseticidas em associacdo com fungos pode afetar
0 crescimento vegetativo, a viabilidade e a conidiogénese desses
entomopatdégenos, acarretando modificacées na sua viruléncia (MALO 1993;
ALVES et al., 1998; NEVES et al., 2001; LOUREIRO et al., 2002). Por outro
lado o uso de inseticidas selecionados, como estratégia no MIP, associados
aos agentes entomopatogénicos pode aumentar a eficiéncia do controle,
diminuindo a quantidade de defensivos agricolas, minimizando os riscos de
contaminacdo e o surgimento de genes de resisténcia (MOINO Jr & ALVES,

1998; QUINTELA & McCOY, 1998).
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A interacdo entre produtos quimicos e biologicos, ou seja, 0
controle associado (utilizacdo do controle quimico simultaneamente com o
agente microbiano), deve receber atencdo especial em culturas nas quais o
uso do controle quimico é indispensavel (ALVES et al., 1998). Varios estudos
foram feitos para se conhecer a acdo dos produtos quimicos sobre os fungos
entomopatdégenos para determinar sua compatibilidade com esses produtos
(BATISTA FILHO et al., 2001; DAL BELLO et al., 2001; NEVES et al., 2001;

MOURAO et al., 2003, ANDALO et al., 2004).

O controle de pragas na agricultura € um dos fatores que influem
no aumento do custo de producdo, gerando problemas para o produtor, o
consumidor e o meio ambiente. Os inseticidas s&o responsaveis por
consideraveis valores no mercado mundial de defensivos agricolas, que
chegam a aproximadamente US$ 2,0 bilhGes, sendo que os bioinseticidas

participam apenas com 1% deste total (ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2001).

Um fator que pode interferir no sucesso do controle microbiano é
a compatibilidade apresentada por alguns inseticidas quimicos quando em
acdo conjunta com fungos entomopatogénicos. Geralmente estas aplicacdes
combinam doses subletais de pesticidas, as quais podem atuar de maneira
positiva em combinacdo com o0s entomopatdégenos, interagindo com estes,
causando ou ativando doencas infecciosas por estresse, ou tornando os
insetos mais susceptiveis a acao das toxinas microbianas (BATISTA FILHO et

al., 2001).
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Vérios estudos foram realizados testando a compatibilidade de
fungos entomopatdgenos em relacdo aos inseticidas, herbicidas e outros
produtos quimicos empregados na agricultura. Estudos de compatibilidade séo,
em geral, desenvolvidos em laboratdrio, onde € realizada a exposicao dos
fungos entomopatdgenos ou culturas dos mesmos a concentracdes conhecidas
dos diversos produtos a serem testados (PEREIRA et al., 1998). A maioria
desses estudos visam principalmente o aspecto relativo ao desenvolvimento
fungico, como crescimento micelial, esporulacdo e germinacéo conidial. Muitos
pesquisadores relatam que fungos entomopatogénicos sdo diferentemente
afetados por muitos fungicidas e alguns inseticidas. Os principais produtos
quimicos utilizados na agricultura que inibem o crescimento dos fungos em
testes de laboratdrio incluem: Benomil, Zineb, Captan, Paratiom metilico e
Fentoato. Benomil foi descrito como o mais inibitério de todos os pesticidas
avaliados contra varios fungos (MOHAMED et al., 1987), como Nomuraea
rileyi, ao reduzirem a germinacdo e provocar atraso de 2 a 14 dias na iniciacao

da epizootia deste fungo (SOSA-GOMEZ et al., 2003).

Loureiro et al.,, (2002), ao estudarem os produtos Pirimicarbe,
Oxido cuproso, Iprodione 1, Ciromazina, Abamectina, Formetanato, Iprodione
2, Fenpropatrina e Folpete relataram a ocorréncia de modificacdes
morfologicas sensiveis nas colonias de M. anisopliae quando comparadas as
coldénias nao tratadas com os mesmos produtos, e observaram as seguintes
modificacdes: presenca de bordas irregulares, crescimento vertical, mudanca

na coloracdo dos conidios e regides circulares com micélio cotonoso, além da
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reducdo na producdo de conidios. Também relataram que os produtos
Tiofanato metilico, Cartape, Paratiom metilico, Tebuconazole, Tetraconazole,
Metalaxil e Mancozebe impediram a producéo de conidios e o crescimento das
colonias. Entretanto, estudos demonstram a possibilidade de associacdo de
alguns produtos a fungos entomopatogénicos, como Chlorpyrifos, Cyfluthrin e
Propetamphos (PACHAMUTHU & KAMBLE, 2000), Carbendazim, Kresoxym-
metil e Nuarimol (LATTEUR & JANSEN, 2002), Methomyl (MANIANIA et al.,
2002), Acido borico (ZUREK, 2002), Endosulfan (MOURAO et al., 2003),
Imidaclopride, Fipronil e Tiametoxam (NEVES & ALVES, 1999; BATISTA

FILHO et al, 2001; FURLONG & GRODEN, 2001; LOUREIRO et al., 2002).
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CAPITULO |

Compatibilidade de Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.)
Sorokin e Metarhizium anisopliae var. acridum (Metsch.) Sorokin com
Inseticidas Quimicos Utilizados para o Controle do Callosobruchus

maculatus (Fabr.) (Coleoptera: Bruchidae).

Manuscrito a ser enviado para publicacdo na Revista

NEOTROPICAL ENTOMOLOGY
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Compatibility of Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.) Sorokin and
Metarhizium anisopliae var. acridum (Metsch.) Sorokin with Chemical
Insecticides Utilized for the Control to Callosobruchus maculatus (Fabr.)
(Coleoptera: Bruchidae).

ABSTRACT

The fungitoxic effect, in vitro, of five insecticides, Imidaclopride (Confidor 700
GR), Deltametrina (Decis 25 SC and K-Othrine CE 25), Carbaril (Sevin 480 SC)
and azadiractina (Chemioil) in the concentrations recommended by the
manufacturer was evaluated on the Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URM3349 and Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412. The effect on
the vegetative growth, the germination and the sporulation of the conidia was
also evaluated. Considering the interaction among the insecticides,
independently of tested strains, Confidor had a synergic effect, evidenced by
the greatest growth of the colony, while Chemioil and Sevin showed greater
inhibitory effect on the growth of mycelia from the strains, differing significantly
from the control. In Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349, the
vegetative growth was lower than the control with Decis, Chemioil and Sevin,
and higher with Confidor and K-Othrine. Considering the germination of conidia,
only Decis reduced the germination significantly. The conidia production was
inhibited in all of treatments, with greatest effect when associated with Chemioil.
Considering Metarhizium anisopliae var. acridum URMA4412, the statistical
analysis did not show significant variation in the percentile of germination in all
applied treatments, in spite of different values. The results showed that the
insecticides did not affect the germination of conidia; however they affected the
vegetative growth. In relation to the conidia number, Sevin and Chemioil were
the chemical products that promoted the largest percentile of reduction 81.25
and 75.01%, respectively, in relation to the control. The insecticides tested in
the selected concentrations, excepting Chemioil, were compatible with tested
mushrooms. Therefore, those products can be recommended in programs of
integrated pest management (IPM) programmes for the pest control with

entomopathogens as natural enemies.
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unguiculata, Cowpea.

RESUMO

O efeito fungitoxico, in vitro, de cinco inseticidas comerciais, Confidor 700 GR
(Imidaclopride), Decis 25 SC e K-Othrine CE 25 (ambos Deltametrina), Sevin
480 SC (Carbaril) e Quimidleo (Azadiractina) nas concentragdes recomendadas
pelo fabricante, foi avaliado sobre Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URM3349 e Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412. O efeito sobre o
crescimento vegetativo, germinacdo e esporulacdo dos conidios foi avaliado.
Quanto a interacdo dos inseticidas, independentemente da linhagem testada,
Confidor teve efeito sinérgico, evidenciado pelo maior crescimento da col6nia,
enquanto Quimidleo e Sevin apresentaram maior efeito inibitorio sobre o
crescimento micelial, diferindo significativamente do controle. Para M.
anisopliae var. anisopliae URM3349, o crescimento vegetativo foi inferior ao do
controle com Decis, Quimiéleo e Sevin, e superior com Confidor e K-Othrine.
Quanto a germinacéo dos conidios, apenas Decis reduziu significativamente a
germinacdo. A producao de conidios foi inibida em todos os tratamentos, com o
maior efeito apresentado na associagdo com Quimidleo. Para M. anisopliae
var. acridum URM4412, A andlise estatistica ndo mostrou varia¢do significativa
nos percentuais de germinacdo nos tratamentos aplicados, embora tenham
apresentado diferentes valores. Os resultados mostraram que os inseticidas
nao afetaram a germinagcdo conidial, entretanto afetaram o0 crescimento
vegetativo. Em relagdo ao numero de conidios, Sevin e Quimiéleo foram os
produtos quimicos que promoveram oS maiores percentuais de reducao 81,25
e 75,01% nesta ordem em relacdo ao controle. Os inseticidas testados nas
concentracfes utilizadas, com excecdo de Quimibleo, foram compativeis com
os fungos testados. Portanto, esses produtos poderdo ser recomendados em
programas de Manejo Integrado de Pragas para o controle de pragas que
tenham esses entomopatdgenos como inimigos naturais.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos entomopatogénico, Controle Bioldgico,
Inseticidas, Vigna unguiculata, Caupi.
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A area ocupada por caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp.), no mundo, esta em
torno de 12,5 milhdes de hectares, sendo 4,5 milhdes localizados no continente
americano e asiatico. Dentre os principais produtores mundiais deste feijao,
destaca-se o Brasil com uma producdo anual na ordem de dois milhdes de
toneladas, o que equivale a cerca de 20% da producdo mundial (Andrade
Janior et al. 2005). O caupi constitui-se um dos principais componentes da
dieta alimentar das regides Nordeste e Norte do nosso Pais, sendo cultivado
principalmente por pequenos e médios agricultores, devido a sua importancia
como cultura de subsisténcia (Moraes & Ramalho 1980, Tomé et al. 2001).

O emprego de produtos quimicos no controle de doencas do feijoeiro
implica em mudltiplas pulverizagcdes que elevam substancialmente o custo da
producdo. Além disso, os resultados, as vezes, indicam apenas sucesso
limitado. O uso indiscriminado desses produtos deixa residuos de elevada
toxicidade, gerando varios problemas, inclusive a resisténcia aos inseticidas, o
surgimento de pragas secundarias que inibem 0s inimigos naturais, 0 aumento
de riscos para a saude humana, a contaminacdo de nascentes e a diminuicédo
da biodiversidade (Alves et al. 1998, Melo & Azevedo 2000, Azevedo 2001,
Lacey et al. 2001, Marques et al. 2004).

Em funcdo dos avancos das pesquisas e de uma conscientizacdo maior
dos problemas advindos com 0 uso intensivo de inseticidas e o elevado custo
desses defensivos agricolas, o controle microbiano utilizando por fungos
entomopatogénicos surge como alternativa viavel a reducdo da densidade
populacional de pragas agricolas. (Kaaya Tefera & Pringle 2003). Dentre os

fungos entomopatogénicos, destaca-se Metarhizium anisopliae (Metsch.)
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Sorokin, visto 0 sucesso alcancado como controlador de insetos pragas, tais
como Schistocerca pallens (Thunberg) (Moreira et al. 1996), Heterotermes
tenuis (Hagen). (Moino Juanior & Alves 1998), Castnia licus (Drury) (Figuerédo
et al, 2002), Blatella germanica (L.) (Quesada-Moraga et al. 2004),
Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) (Albuquerque et al. 2005), entre outros.

A susceptibilidade dos fungos entomopatogénicos aos produtos
fitossanitarios pode variar de acordo com a natureza quimica dos defensivos e
as dosagens empregadas. Assim, existem produtos que podem ser letais para
alguns patdégenos, outros que possuem apenas efeito fungistatico e um outro
grupo que pode até melhorar o crescimento vegetativo, a reproducdo e a
viruléncia dos fungos entomopatogénicos. Dessa maneira, torna-se importante
o conhecimento da acdo desses produtos quimicos sobre o desenvolvimento
dos agentes entomopatogénicos (Alves & Lecuona 1998). Varios estudos tém
demonstrado alteragbes no desenvolvimento de M. anisopliae, sendo
necessaria precaucao quando utilizado no Manejo Integrado de Pragas e
doencas, caso exista 0 uso conjunto de inseticidas com este fungo (Alves et al.
1998; Hirose et al. 2001, Neves et al. 2001, Loureiro et al. 2002, Barreto et al,
2004). Portanto a utilizacdo dos defensivos seletivos tende a preservar os
microrganismos, maximizando seus efeitos nos diferentes agroecosistemas.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito fungitéxico dos produtos
fitossanitarios utilizados nas culturas de caupi sobre M. anisopliae var.
anisopliae e M. anisopliae var. acridum e selecionar o fungo e os inseticidas

mais compativeis para o emprego no controle de Callosobruchus maculatus.
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Material e Métodos

Linhagens fangicas utilizadas. Metarhizium anisopliae var. anisopliae
PL43 isolada originariamente de Mahanarva posticata (Stal.), em Alagoas e
Metarhizium anisopliae var. acridum CGyg; isolada originariamente de
Austracnis guttulosa (Walker), Australia. Os isolados estdo depositados na
Colecdo de Culturas Micoteca-URM do Departamento de Micologia, CCB,
UFPE sob os seguintes numeros de acessos Metarhizium anisopliae var.
anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412.

Inseticidas utilizados. O efeito de produtos fitossanitarios quimicos sobre
os fungos foi estudado avaliando-se o0 crescimento vegetativo e a
conidiogénese dos entomopatdgenos na presenca ou auséncia dos inseticidas.
Os quais foram adicionados a Batata Dextrose-Agar (BDA) da Oxoid, - ainda
liguido (£ 40°C), nas concentracbes recomendadas pelos fabricantes para
aplicacdes em campo (Tabela 1).

Mensuracdo do crescimento micelial. Foram preparadas sete placas de
Petri (BDA + inseticidas) por tratamento, sendo colocado, no centro da placas,
disco de inéculos de 9mm? com o auxilio de alca de platina. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente (28+2 °C), fotofase de 12 horas, 75+ 5% UR
durante 12 dias. Posteriormente foi realizada a mensuracéo, a cada 72 horas,
das colbnias, com o auxilio de uma régua milimetrada, até o décimo segundo
dia apoOs a inoculacdo. O crescimento vegetativo foi determinado medindo-se

os diametros da colonia, considerando o diametro médio de cada colbnia.
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Tabela 1. Inseticidas quimicos, registrados para a cultura do caupi, utilizados
nos testes de compatibilidade com Metarhizium anisopliae var.

anisopliae URM3349, e M. anisopliae var. acridum URM4412.

Nome
Grupo quimico p.C? C.T

Comercial Técnico
Confidor 700 GR  Imidaclopride Neonicotinbide 1509/ ha 4
Decis 25 SC Deltametrina Piretréide 30mL/100L 3
K-Othrine CE 25 Deltametrina Piretréide emL/1L 3
Quimidleo Azadiractina - 2L/100L 4
Sevin 480 SC Carbaril Metilcarbamato de Naftila. 225 mL/100 L 3

aDose do produto comercial; ® Classificacdo toxicolégica: 3 — Medianamente

Toxico; 4 - Pouco Toxico.

Producdo de conidios e analise de germinacdo. Com auxilio de um
bisturi inoculo de cada colonia foi transferido para tubos de ensaio contendo
10mL de solucdo Tween 80 a 0,05%. A suspensdo foi agitada por
aproximadamente dois minutos em Vortex e, em seguida, quantificada em
camara de Neubauer utilizando o campo de contagem 4, de acordo com Alves
& Moraes (1998). Da suspenséo final, 0,1 mL foi espalhado com o auxilio da
alca de Drigalsky por toda a superficie da placa de Petri contendo BDA O
percentual de germinacdo dos conidios foi determinado contando-se 500
conidios por placa a partir das 16 horas ap0s a semeadura e os valores
submetidos a férmula de Alves & Pereira (1998), onde G % = n x 100/500, G %

€ o percentual de germinacdo e n o numero de conidios germinados.
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Toxicidade dos produtos quimicos. Para se avaliar a toxicidade dos
produtos quimicos sobre as linhagens foi utilizado o modelo proposto por Alves
et al. (1998) que permitiu a separacdo dos produtos em classes de
seletividade/compatibilidade: T=20(CV)+80(ESP) / 100, onde T é o valor
corrigido do crescimento vegetativo e esporulacdo para a classificacdo do
produto quimico; CV é o percentual de crescimento vegetativo com relacao a
testemunha e ESP é o percentual de esporulacdo com relacdo a testemunha.
Os valores para a classificacdo dos efeitos dos produtos quimicos sobre os
fungos foram: 0 a 30 (muito toxico), 31 a 45 (toxico), 46 a 60 (moderadamente
toxico) e acima de 60 (compativel).

Andlise estatistica. O delineamento foi inteiramente casualizado com
arranjo fatorial de 2 x 6 (duas linhagens e seis tratamentos) com sete
repeticbes, sendo os dados submetidos a analise de variancia e comparacao
das médias pelo teste de Turkey a 5% de probabilidade. A compatibilidade
quimica das linhagens fungicas com os inseticidas foi analisada pelo teste F da
ANOVA do programa SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas)

versao 5.0 (Euclides 1985).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise de variancia mostrou interacdo significativa entre as linhagens e
os inseticidas no decorrer do experimento. Os valores médios do crescimento
micelial das linhagens testadas diferiram significativamente entre si. M.
anisopliae var. anisopliae apresentou maior media e taxa de crescimento nos

intervalos de tempo estudados (Tabela 2, Figura 1).

Tabela 2. Comparacdo dos valores médios do crescimento micelial das
linhagens de Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349, e M.

anisopliae var. acridum URM4412 e tratamentos em intervalos de

tempo
Tempo (dias) Média

Linhagens 3° 6° 9° 12°
URM3349 0,33a 1,27a 2,302 3,312 1,80a
URM4412 0,30a 0,92b 1,65b 2,49b 1,34b
Tratamentos
Confidor 700 0,45a 1,58a 2,68a 3,802 2,13A
Decis 25 0,39ab 1,23b 2,16¢ 3,28c 1,76C
K-Othrine 0,37b 1,34b 2,47b 3,58b 1,94B
Quimioleo 0,19c 0,65c 1,17d 1,70d 0,93D
Sevin 480 0,08d 0,45d 0,83e 1,35e 0,68E
Controle 0,40ab 1,34b 2,51b 3,68ab 1,98B

Médias 0,31D 1,09C 1,97B 2,902

CV(a) % 10,35

CV(b)% 7,87

Tukey

(P=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

CV = coeficiente de variancia.
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Figura 1. Estimativas de crescimento de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URM3349, e M. anisopliae var. acridum URM4412,
independentemente do inseticida utilizado, em funcéo do tempo.

Quanto a interagdo com o0s inseticidas, nos intervalos de tempo,
independentemente da linhagem, Confidor (Imidaclopride) teve efeito sinérgico,
evidenciado pelo maior crescimento da colénia quando comparado ao controle.
Resultados semelhantes foram obtidos por Neves et al. (2001) quando
estudaram o efeito do Imidaclopride sobre M. anisopliae e verificaram que o
produto ndo afetou a germinacdo dos conidios deste fungo, o que indica a
possibilidade futura de utilizacdo conjunta do controle biolégico e quimico nas
dosagens adequadas. K-Othrine (Deltametrina) foi o inseticida que apresentou
menor efeito inibitério sobre Metarhizium anisopliae var. anisopliae e M
anisopliae var. acridum, apresentando médias semelhantes a testemunha. O
maior efeito inibitorio sobre o crescimento micelial das linhagens testadas, foi
observado na interacdo com os defensivos Quimidleo e Sevin (Carbaril),

diferindo significativamente do grupo controle.
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A germinacdo dos conidios da linhagem URM3349 apresentou um menor
aumento, embora nao significativo, quando associada ao Sevin (Carbaril).
Considerando observadas as redu¢cdes da germinacdo, quando da aplicacéo
dos tratamentos, o uso do Quimidleo foi o que apresentou menor influéncia na
reducdo dos percentuais de germinacdo (Tabela 3), enquanto o Decis
(Deltametrina) foi o que apresentou maior acdo de restricdo a germinacao,
quando comparado ao demais inseticidas. Quanto a area da colbnia, o Confidor
(Imidaclopride) apresentou crescimento maior que as testemunhas, sendo que
o Sevin (Carbaril), semelhante ao Quimioleo, apresentou maior reducdo de
area. Avaliando o numero de conidios foi visto que o Quimidleo apresentou
uma reducdo de 63%, e o Sevin (Carbaril) de apenas 21% ficando os demais
inseticidas no intermédio entre estes dois valores.

Tabela 3. Percentual de germinacdo dos conidios (média £ desvio padrao),
area da col6nia (média * desvio padrao), apos 12 dias de inoculacéo,
e numero de conidios produzidos por Metarhizium anisopliae var.
anisopliae URM3349 crescidos a 28+2°C e 12 horas de fotofase,

adicionados com inseticidas.

Germinacdo Area da coldnia Numero de conidios
Tratamentos (%) (%) (%)
(%) reducéo (cm?) reducéo (x.10% reducéo

Controle 89,6+2,26a 0,00  4,04+0,15b 0,00 75,0£15,5a 0,00
Confidor 77,2+2,83ab  -13,84 4,58+0,15a +13,36 42,0+8,48bc  -44,00
Decis 70,4+9,05b  -21,20 3,66+0,11c -9,40 26,0+8,48bc  -65,33
K-Othrine  79,2+10,18ab -11,60 4,30+0,15b  +6,43 25,0+4,24bc  -66,66
Quimidleo 86,8+1,70a -3,12 1,68+0,10d -58,41 12,0+0,00c  -84,00
Sevin 90,8+1,70a +1,34 1,56+0,17d -61,38 54,0+14,14ab -28,00

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.
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A analise estatistica dos resultados de M. anisopliae var. acridum, ndo
apresentou variacao significativa quanto aos percentuais de germinacao para
nenhum dos tratamentos aplicados, embora tenham apresentado diferentes
valores. O Sevin (Carbaril) afetou significativamente a area da colonia,
enquanto o Confidor, Decis (Deltametrina) e K-othrine apresentaram valores
estatisticamente semelhantes entre si para a reducédo na area da colénia. Em
relacdo ao numero de conidios, Sevin (Carbaril) promoveu a reducdo de
81,25% em relacéo ao controle, os valores encontrados para Quimioleo foram
estatisticamente semelhantes a aqueles resultantes do tratamento com Sevin,
(Tabela 4, Figura 2 e 3). As menores interferéncias quanto a producédo de
conidios foram encontradas nos tratamentos com K-Othrine (Deltametrina) e
Confidor (Imidaclopride). Estes dados corroboram a afirmativa de Batista Filho
et al. (2001), relativa a ndo influéncia deste inseticida na producéo de conidios
de M. anisopliae. Roberts & Campbell (1977) discutem essas diferencas
encontradas na literatura, considerando que a suscetibilidade dos fungos
entomopatogénicos aos produtos quimicos varia amplamente entre os
inseticidas e os isolados dos fungos. Dentre os inseticidas testados, a producéo
de esporos foi bem mais elevada com K-Othrine (Deltametrina) e Confidor
(Imidaclopride). Neves & Alves (1999) relataram a conidiogénese de M.
anisopliae associada ao tratamento com Imidaclopride. Loureiro et al. (2002)
verificaram a reducdo da esporulacdo de conidios de M. anisopliae, quando
submetidos ao Imidaclopride, contudo resultados semelhantes ndo foram

observados por Batista Filho et al. (2001) em seus trabalhos com M. anisopliae
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que afirmaram nao haver interferéncia do produto sobre a producdo de

conidios.

Tabela 4. Percentual de germinacdo dos conidios (média + desvio padrao),
area da col6nia (média + desvio padrdo), apos 12 dias de inoculacéo,
e numero de conidios produzidos por Metarhizium anisopliae var.
acridum URM4412 crescidos a 28+2°C e 12 horas de fotofase em

meio adicionados com inseticidas.

Germinacdo Area da coldnia Numero de conidios
Tratamentos (%) (%) (%)
(%) reducéo (cm?) reducéo (x.10° reducéo
Controle  94,00+0,56a 0,00 3,31+0,33a 0,00 42,66+0,56ab 0,00
Confidor  77,20+£1,70a  -5,95 3,02+0,17b -8,76  36,00+1,70ab -15,61
Decis 94,40+2,26a  +0,42 2,88+0,24b  -13,00 22,66+2,26bc -46,88
K-Othrine  83,60+2,83a -11,06  2,84+0,15b -14,20 50,66+2,83a +18,75
Quimiéleo 83,60+2,83a -11,06  1,71+0,14c  -48,33 10,66+2,83c -75,01
Sevin 81,20+0,56a -13,62  1,14+0,10d -65,50 8,00+0,56c -81,25

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, verificou-se que M.
anisopliaevar. anisopliae URM3349 e M. anisopliae var. acridum URM4412
foram compativeis com o inseticida Confidor (Imidaclopride). Resultados
semelhantes foram observados por Moino Jr. & Alves (1998), Neves et al.
(2001) e Loureiro et al. (2002), ao avaliarem o efeito interativo desse principio
ativo sobre linhagens de M. anisopliae. Da mesma forma, Purwar & Sachan
(2006) também observaram associacdo sinérgica entre o entomopatégeno e o

inseticida, evidenciada pelo aumento da mortalidade do inseto Spilarctia
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obliqua (Walker). Por outro lado, Batista Filho et al. (2001) classificaram como

incompativel essa associacao.

Tabela 5. Toxicidade e compatibilidade de produtos fitossanitarios utilizados
em culturas de caupi para Metarhizium anisopliae var. anisopliae e

Metarhizium anisopliae var. acridum em condi¢des de laboratorio.

Inseticidas Hinhagens
URM3349 URM4412

Valor de T* C.T? Valorde T C.T

Confidor 79,88 C 74,26 C
Decis 61,20 C 52 MdT
K-Othrine 125,89 C 56,16 MdT
Quimidleo 28,57 MT 25,82 MT

Kevin 22,97 MT 80,62 C

Yvalor de T, segundo férmula proposta por Alves et al. (1998).
2 Classificacdo Toxicoldgica: MT = Muito Téxico; T= Téxico; MdT = Moderadamente

Toxico; C = Compativel

Os inseticidas pertencentes ao grupo Deltametrina (Decis e K-Othrine)
comportaram-se diferentemente para as linhagens testadas. Os produtos foram
seletivos aos fungos, sendo classificado como moderadamente compativel (M.
anisopliae var. acridum) e compativel (M anisopliae var. anisopliae). Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Batista Filho et al. (2001) para
M. anisopliae SPL42. Contudo, o Oleo vegetal (Quimibleo) utilizado neste
experimento apresentou valores de T inferiores a 30, sendo classificados de
acordo com a formula proposta por Alves et al. (1998) como muito téxico para

as duas linhagens testadas. Esses resultados diferem dos apresentados por
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Hirose et al. (2001), os quais encontram valor de T igual a 49,14, classificando
o defensivo como moderadamente téxico quanto ao efeito fungitdéxico sobre as

linhagens.

DECIS K-OTRHINE

SEVIN QUIMIOLEO TESTEMUNHA

Figura 2. Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349 crescidos a 28+2°C,
12 horas de fotofase e UR 75 + 5%, em BDA + inseticidas, ap0s 12

dias.

Quanto a seletividade do defensivo agricola Sevin (Carbaril) sobre as
linhagens utilizadas no experimento, observou-se que este se mostrou
compativel para M. anisopliae var. acridum e incompativel (muito téxico) para

M, anisopliae var. anisopliae. Os resultados obtidos demonstram que a acdo
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deste produto fitossanitario sobre o crescimento micelial e a producdo de

conidios variou em funcdo das linhagens utilizadas. Este fato foi, também,

constatado por Batista Filho et al. (2003) ao avaliar os efeitos de inseticidas

guimicos sobre fungos entomopatogénicos.

CONFIDOR K-OTRHINE

SEVIN QUIMIOLEO TESTEMUNHA

Figura 3. Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412 crescidos a 28+2°C,
12 horas de fotofase e UR 75 + 5%, em BDA + inseticidas, ap6s 12
dias.

A maioria dos trabalhos realizados visando detectar o efeito de inseticidas
quimicos sobre os entomopatégenos foi conduzida em laboratério. Apesar
disso, os estudos in vitro tém a vantagem de expor, a0 mMAaximo, O

microrganismo a acao do produto quimico, fato que nao ocorre em condi¢cbes
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de campo. Assim, constatada a inocuidade de um agrotoxico em laboratorio,
ndo ha duvidas sobre sua seletividade (Alves et al. 1998). Dessa forma,
espera-se que os produtos considerados seletivos neste experimento também
apresentem a mesma interacéo positiva quando aplicados no campo.

Deste modo, é possivel avaliar a capacidade do fungo em expressar a
compatibilidade com os inseticidas quimicos, demonstrando a sua amplitude de
tolerancia, abrindo a possibilidade do seu emprego em associagdo com o0
fungo.

Os resultados obtidos mostraram que a acdo dos produtos fitossanitarios
sobre o crescimento vegetativo, esporulacdo e germinacao variou em funcéo
da natureza quimica dos produtos e das linhagens testadas. M. anisopliae var.
anisopliae foi compativel com os inseticidas Confidor, Decis e K-Othrine e M.
anisopliae var. acridum foi compativel com os inseticidas Confidor e Sevin. A
producao de conidios de M. anisopliae var. acridum, URM4412 nao foi afetada
pela aplicacdo com K-Othrine (Deltametrina). As linhagens de M. anisopliae
var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum tém comportamento diferenciado
quanto a percentagem de germinacao, area da colénia e producdo de conidios,

sendo o Confidor o inseticida que melhor se adequou aos fungos testados.
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Patogenicity of Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.) Sorokin and
Metarhizium anisopliae var. acridum Driver, Milner & Trueman on the

Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera:Bruchidae).

ABSTRACT

Pathogenic action of Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349 and
Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412 on adults of Callosobruchus
maculatus (Coleoptera:Bruchidae), woodworm of bean in the concentrations of 108,
107, 10° 10° and 104 conidia.mL™, under conditions of temperature of 28+2 °C,
relative humidity (UR) of 70+5% and fotofase of 12 hours. The insects were
established in laboratory with natural diet of bean cowpea Vigna unguiculata. All
concentrations provoked mortality in the concentration of 10® conidia.mL?, M.
anisopliae var. anisopliae and M. anisopliae var. acridum showed media values of
74.45 and 58.27%, respectively. The CLsy of M. anisopliae var. anisopliae was
estimated in about 9.2 x 10 conidia.mL™. However, the data from M. anisopliae var.
acridum were not adequated to the model of Probit analysis. The result confirmed
that these agents have pathogenic action to the woodworm of bean, should be used

in programs of biological control.

KEY WORDS: entomopathogenic fungi, biological control, Vignia unguiculata,

cowpea.
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RESUMO

A acdo patogénica de Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349 e
Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412 sobre adultos de Callosobruchus
maculatus (Coleoptera: Bruchidae), vulgarmente conhecido como caruncho do
feijdo, foi investigada nas concentracdes de 10°, 10’, 10°, 10° e 10* conidios.mL™,
sob condi¢cbes de temperatura de 28+2 °C, umidade relativa (UR) de 70+5% e
fotofase de 12 horas. Os insetos foram criados em laboratorio com dieta natural de
feijdo caupi Vigna unguiculata. Todas as concentracfes causaram mortalidade na
concentracéo de 10° conidios.mL™, M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var.
acridum apresentaram valores médios de 74,45 e 58,27%, respectivamente. A ClLsg
de M. anisopliae var. anisopliae foi estimada em cerca de 9,2 x 10° conidios.mL™.
Entretanto, os dados obtidos com M. anisopliae var. acridum ndo se adequaram ao
modelo de analise de Probit. Os resultados confirmam que esses agentes possuem
acao patogénica para o caruncho do feijdo, podendo ser utilizados em programas de

controle biolégico.

RESUMO -
Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, controle bioldgico, Vignia unguiculata,

caupi.
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1. Introducéao

Callosobruchus maculatus € uma das principais pragas que ataca o
feijdo caupi, feijdo-de-corda ou macassar (Vigna unguiculata), destacando-se como
o caruncho mais importante que ocorre no Nordeste brasileiro, onde grande parte do
feijjdo plantado pertence a esse género. O caupi € uma cultura de grande
importancia para o Brasil por se constituir em alimento largamente utilizado pelas
populacdes rural e urbana, apresentando alto valor protéico, custo comercial
acessivel, superando em termos nutricionais o feijdo comum. Gerando varios
subprodutos, dentre os quais, gréos e vagens verdes, e graos secos. Suas folhas e
ramos s&o utilizados como complemento na alimentagdo animal. E uma planta que
tem a capacidade de fixar nitrogénio no solo, sendo muitas vezes utilizada em
consorcio com outras culturas e na melhoria de solos que possuem baixa fertilidade.
A sua massa verde pode ser reincorporada aos solos, sendo utilizada como fonte de

matéria organica (Andrade Junior et al. 2005).

Os carunchos ao atacar os grdos de caupi podem eventualmente
destruir o embrido da semente, afetando diretamente a germinacédo, além de conferir
sabor desagradavel ao produto. Os prejuizos financeiros advindos da contaminacéo
por esses insetos demonstram-se, principalmente, em alteracdes no peso e no tipo
dos graos, danos indiretos que tendem a facilitar a ocorréncia de microrganismos e
acaros, aquecimento da massa de graos, perda de peso e de valor nutritivo, sendo
desvalorizado comercialmente (Magalhdes e Carvalho, 1988; Oliveira Janior et al.

2000).
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O combate ao caruncho tém sido realizado principalmente com o
emprego de produtos quimicos, que devido ao uso inadequado tem causado a
necessidade de reaplicacdo dos pesticidas, em quantidades cada vez maiores,
elevando os custos com este tipo de tratamento, perdas de produtos devido ao
controle ineficiente, contaminacdo dos alimentos e agricultores (Athié e De Paula,
2002). Outros métodos tém sido empregados, tais como a misturas dos graos do
caupi com cinza de madeira, uso de pimenta-do-reino, substancias oleaginosas,
entre outras. Esses métodos sdo em geral limitados ou pouco eficazes (Vieira,
1988). Os microrganismos entomopatogénicos surgem como uma nova alternativa
de eficacia comprovada em varios outros tipos de controle de insetos. Nao poluindo
o ambiente, ndo sendo toxicos ao homem, apresentando efeitos mais duradouros,

além de persistirem no ambiente, podendo ser utilizados com inseticidas seletivos.

Alves et al. 1998, considera que para a maior eficiéncia e sucesso nos
programa de controle microbiano de insetos, se faz necessario a selecéo de isolados
de fungos altamente virulentos visando o controle de pestes de culturas econémicas,
uma vez que a grande variabilidade desses organismos € uma das principais

vantagens nesse tipo de programas.

Desta forma, a pesquisa teve por objetivo avaliar a patogenicidade dos
isolados de M. anisopliae var. anisopliae (URM3349) e M. anisopliae var. acridum

(URMA4412) sobre o caruncho de adultos de Callosobruchus maculatus.
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2. Material & Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Ecologia e Manejo Animal
do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) e no Laboratério de Controle Bioldégico do Departamento de Micologia,
Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), Brasil.

2.1 Linhagens fungicas utilizadas. M. anisopliae var. anisopliae
(PL43) isolada originariamente de Mahanarva posticata (Stal.), em Alagoas e M.
anisopliae var. acridum (CG291) isolada originariamente de Austracnis guttulosa
(Walker), Australia. Os isolados estdo depositados na Colecéo de Culturas Micoteca-
URM do Departamento de Micologia, CCB, UFPE sob os seguintes numeros de
acessos M. anisopliae var. anisopliae (URM3349) e M. anisopliae var. acridum

(URM4412).

2.2 Obtencédo e criacdo dos insetos. A criacdo de insetos foi
desenvolvida, a partir de matrizes cedidas da criagdo do Laboratério de Entomologia
Agricola do Departamento de Agronomia da UFRPE. Os adultos foram criados em
recipientes de vidro com capacidade aproximada de 1L, fechados com tecido fino do
tipo “Voil” para possibilitar a aeracdo. Os insetos foram confinados durante quatro
dias para realizarem a postura, em seguida retirados e 0s recipientes estocados até
a emergéncia dos adultos. Este procedimento foi realizado por sucessivas geracgoes,
para assegurar a quantidade necessaria de adultos a fim de executar a pesquisa. O

experimento foi realizado em sala com temperatura de 28+2 °C, umidade relativa
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(UR) de 70+5% e fotofase de 12 horas. A dieta alimentar foi baseada em graos de
caupi. Os graos foram acondicionados em sacos plasticos devidamente etiquetados
e mantidos em freezer por um periodo de 72 horas, a fim de se eliminar as possiveis

infestacfes oriundas do campo.

2.3 Preparo das suspensdes fungicas. As suspensdes iniciais
usadas na infeccdo de C. maculatus, foram preparadas com conidios viaveis mais
espalhante adesivo (“tween” 80 a 0,05%), nas concentracdes de 10°, 10’, 10°, 10° e
10* conidios/mL, determinada em camara de Neiibauer sob microscopio 6tico,

conforme método de quantificacao utilizado por Alves e Moraes (1998).

2.4 Teste de patogenicidade. O experimento foi realizado em
laboratorio (28+2° C, 70+ 5% UR e 12 horas de fotofase), em delineamento
inteiramente casualizado, com 6 tratamentos correspondendo as concentracdes 107,
107, 10° 10° e 10* conidios/mL e um grupo controle (4gua destilada esterilizada +
“Tween” 80 a 0,05 % v/v), e dez repeticbes, sendo cada parcela composta de 10

insetos, totalizando 100 insetos por tratamento para as linhagens selecionadas.

Cada suspenséo foi agitada por aproximadamente dois minutos em
Vortex e, em seguida, quantificada em camara de Neubauer utilizando o campo de
contagem 4, de acordo com Alves e Moraes (1998). A inoculacdo dos insetos foi
feita por aspersédo de conidios dos patdégenos com o auxilio de mini pulverizadores
manuais, utilizando 0,5 mL da suspensdo por parcela. A avaliacdo foi realizada

durante nove dias.
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2.5 Reisolamento dos patdégenos. Os cadaveres foram lavados
com solucdes de hipoclorito de sodio a 2% por dois minutos, em alcool a 70% por
trés minutos, e em agua destilada autoclavada por trés minutos, depois foram
transferidos para placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) forradas com papel filtro esterilizado,
e umedecido em agua destilada autoclavada, sendo entdo mantidos em camara

Uumida para confirmacéo do agente causal.

Os cadaveres foram observados sob microscopio estereoscépio para
confirmacdo da mortalidade e ocorréncia da conidiogénese no 10° dia apos a
incubacédo. Depois desse procedimento , as estruturas fungicas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar da Oxoid mais
antibiotico (BDA+A). Cloranfenicol (2%) foi o antibiético utilizado. Apos doze dias do

crescimento fangico.

2.6 Andlise estatistica. Os dados referentes a mortalidade foram
submetidos a analise de variancia e comparacao das médias pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade, utilizando-se o programa de Sistema para Analises Estatisticas
e Genéticas (SAEG), versédo 5.0 (Euclides, 1985). Para determinacdo da TLso (tempo
necessario para matar 50% dos individuos) dos isolados, as mortalidades forma
submetidas a analise de Probit empregando-se o programa POLO PC (LeOra

Software).
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3. Resultados & Discusséao

A patogenicidade dos isolados de M. anisopliae foi determinada pela
percentagem meédia de mortalidade, que variou de 6 a 92,4%, decorridos os onze
dias de inoculacdo. Embora existam relatos na literatura de que os insetos adultos
de C. maculatus apresentam sobrevivéncia de 7 a 9 dias (Gallo et al. 2002), nas
condicOes laboratoriais trabalhadas neste experimento foi observada uma sobrevida
superior a onze dias para os insetos. Dados semelhantes foram observados por
Cherry et al. (2005) ao analisarem a mortalidade diaria dos insetos, imersos em

suspensao aquosa com M. anisopliae, durante doze dias.

Tabela 1. Percentual médio de mortalidade de Callosobruchus maculatus tratados
com diferentes concentracfes de Metarhizium anisopliae var. anisopliae e

M. anisopliae var. acridum independente da linhagem estudada.

. Concentracdes (Conidios/mL) .
Linhagem Média
g 10° 10° 10° 107 10°

URM3349 33,63aC 34,90aC 57,72aB 69,18aAB 74,45aA  53,98aA
URM4412 34,81aC 40,36aBC 41,81bBC 48,27bAB 58,27bA  44,70bB

CVv 23,75*
12,12**

Médias seguidas pela mesma letra mailsculas na linha e minascula nas colunas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05). * URM3349 - *URM4412.

CV = coeficiente de variancia.

De acordo com os dados da Tabela 1, ocorreu interagéo significativa
entre as linhagens dentro de cada concentragdo, expressada pelo aumento
consideravel na mortalidade dos insetos a medida que se aumentava a

concentracdo de conidios das suspensdes. Nao ocorreram diferencas significativas
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entre as duas variedades testadas nas concentracdes de 10* e 10° conidios/mL,
entretanto, para as demais concentracfes 0s percentuais médios de mortalidade

foram significativamente diferentes entre si.

Comparando-se a mortalidade acumulada de C. maculatus provocada
pelas linhagens de M. anisoplie utilizadas nesse experimento, verifica-se que as
duas foram patogénicas, porém a linhagem URM4412 foi menos virulenta,
provocando 50% de mortalidade dos insetos em tempo mais prolongado. A linhagem
URM3349 comportou-se como mais patogénica ao inseto alvo, matando mais de
50% dos individuos tratados ja nas primeiras 120 horas apdés inoculacéo dos fungos.
Barreto et al. 2004 também usaram esses parametros para identificar a linhagem
mais patogénica. Para a linhagem URM4412, os percentuais de mortalidade superior
a 50% dos insetos foram observados somente a partir do sétimo dia. Contudo, nao
houve diferenca significativa entre os percentuais médios de mortalidade das duas

linhagens do nono ao décimo segundo dia apds inoculacéo fungica (Figura 1).
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Figura 1. Comparacao dos percentuais médios de mortalidade entre as linhagens de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM3349 e Metarhizium anisopliae
var. acridum URM4412 em funcédo do tempo no decorrer de onze dias apés

inoculagao dos fungos.

Analisando a acdo patogénica das linhagens, em funcdo do tempo,
observou-se que as duas linhagens foram virulentas. A mortalidade dos insetos
adultos de C. maculatus tratados com as linhagens URM3349 e URM4412 de M.
anisopliae, em funcédo do tempo apds a inoculacdo, ocorreu pelo modelo polinomial

cubico (Figuras 2 e 3).

A patogenicidade de M. anisopliae sobre o C maculatus também foi
avaliada por Cherry et al., (2005) em laboratério, que realizaram bioensaios por
imersdo nas mesmas concentragdes utilizadas neste trabalho, diferindo no método
de aplicacéo, por havermos utilizado a pulverizagdo. Tendo obtido no sexto dia de
observacéo, para o isolado de M. anisopliae estudado, percentuais de mortalidade

acumulada néo corrigida variando de 29,99 a 83,33%, enquanto obtivemos também
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no sexto dia, valores que variaram de 23 a 100% no isolado URM3349 e 20 a 53%

no isolado URM4412 para as concentracdes 10% e 10® conidios/mL respectivamente.

Para a linhagem URM3349 (PL43), 0s tempos letais observados foram
decrescentes a medida que aumentou as concentracfes, com excecao para as duas
menores concentracdes trabalhadas neste experimento. Na concentracdo 10*
conidios/mL, o tempo letal que ocorresse mortalidade de pelo menos 50% dos
individuos tratados ficou compreendido entre o 8° e o 9° dia, ndo atingindo a
mortalidade méxima (100%) no decorrer do experimento. Na concentracdo 10° a

TLso, também ficou situada entre 0 8° e 0 9° dia apds a inoculacéo fangica.

Quanto & concentragcdo 10° conidios/mL, observou-se mortalidade
superior a 50% dos individuos a partir do 5° dia ap6s inoculagdo. Usando a mesma
linhagem nesta mesma concentracao, sobre soldados e operarios de Nasustitermes
coxipoensis, Albuquerque et al. (2005) observaram tempo letal médio inferior ao 1°
dia de inoculacdo. Todavia, as variagbes nos mecanismos de defesa desses
diferentes artropodes podem expressar respostas diferenciadas a um mesmo agente
patogénico. Em funcéo de poucas referéncias sobre o uso de M. anisopliae para o
controle do caruncho do caupi, considerou-se também o efeito desse

entomopatdégeno sobre outros artropodes.



Acdo Patogénica de Metarhizium anisopliae ...

GUARANA, C. F. R.

88

100 5  _ - 2 100 -
N y =0,0791x 0,122Z3x +0,0554x +9,7302 _ y =0,053x? + 0,1537x? + 0,7435x + 4,9286
S 801 R*=0,9915 g 80- R? = 0,0824
% 60 | § 60 -
= 40 S 40
£ | T | .
§ 20 § 20
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
10* Tempo (dias) 10° Tempo (dias)
_ y =-0,5387x8 + 6,6457x? - 5,6965x +
120 .Y = -0.8948x® +13,115x - 39,204x + 120 - aros
_ 31,579 — 100 T
g 100 R - 0.9352 g 100 R2=0,97
o 80 - o 804
© ©
S 601 S 60
< 40 1 T 40 |
S 20 2 20-
0 k ? f T T 1 o T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
10° Tempo (dias) 107 Tempo (dias)

100 -

Mortalidade (%)

12%= -0,4285x3 + 3,8045x2 + 12,995x - 20,27

R?=0,8915
*

[N
o
©

Tempo (dias)

10

Figura 2. Percentual médio de mortalidade acumulada de Callosobruchus maculatus

em fungdo das concentragdes de Metarhizium anisopliae var. anisopliae

(URM3349) e do tempo apds a inoculacdo nos insetos.
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A mortalidade maxima (100%) dos insetos adultos de C. maculatus
com os tratamentos, 10’ e 10° conidios/mL ocorreram, respectivamente, no 9° e no
5° dia apoOs o inicio dos tratamentos, seguido de estabilizacdo da curva, pois nao
houve mais mortes. Loureiro & Monteiro (2005) verificaram, em seus experimentos
com soldados de formigas, mortalidade maxima ocorrendo até o 4° apds inoculacao.
Os tempos letais medianos desse experimento observados foram inferiores ao
terceiro dia nas concentracdes 10’ e 108 conidios/mL. Contudo Reis et al. (2001),
observaram mortalidade inferior a 65% com o isolado 959 de M. anisopliae sobre

adultos de Amblyomma cajennense.

Os tempos letais medianos obtidos nesse experimento foram inferiores
ao terceiro dia nas concentracdes 10’ e 10® conidios/mL. Figuerédo et al. (2002),
avaliaram a patogenicidade de diferentes isolados de M. anisopliae sobre a broca

gigante da cana-de-acucar, Castnia licus, sendo de 7,3 dias o menor valor da TLsp.

Os resultados encontrados nesta pesquisa demonstram relacéo
diretamente proporcional entre a quantidade de conidios aplicada no C. maculatus e
a mortalidade do mesmo. Esse fato também foi constatado por diversos autores ao
estudarem isolados desse mesmo fungo em diferentes espécies de insetos (Alves et
al., 1985; Silva et al., 2003) Segundo Fernandes & Alves, 1992 quanto mais conidios
penetram, mais toxinas ou enzimas sao liberadas, aumentando a mortalidade do
inseto. Entretanto a velocidade de acédo do fungo depende, além da dosagem, das
espécies hospedeiras envolvidas (Sosa-Gomez & Moscardi, 1992). Segundo ST.
Leger (1991), a variacdo da viruléncia de isolados de fungos entomopatogénicos

esta relacionada com a composi¢cado quimica da cuticula e os processos bioquimicos
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envolvidos para a formacéo do tubo germinativo e colonizacdo do hospedeiro. Além
disso, Oliveira et. al., (2004) destacaram que a capacidade do fungo em causar
mortalidade se deve a habilidade de seus conidios em reconhecer e produzir

enzimas para degradara cuticula do hospedeiro.

De um modo geral observou-se um incremento significativo na
percentagem de mortalidade do caruncho do feijao com o aumento da dose do fungo
(Figura 3). O isolado URM4412, em todas as doses testadas, causou mortalidade de

C maculatus com média variando de 34,82 a 58,27%.

O isolado de M. anisopliae URM3349 foi 0 mais patogénico para C.
maculatus a partir do qual foi possivel calcular a TLsp € a CL 50, entretanto os dados
obtidos pelo isolado URM4412 ndo se ajustaram ao modelo de Probit,
provavelmente porque 0s bioensaios nem sempre seguiram o0 modelo do tipo

estimulo-resposta (Haddad,1998).

Pela andlise de Probit, as linhagens testadas ndo se adequaram ao
modelo, por ter ocorrido um y? significativo e elevada heterogeneidade dos dados.
Em experimentos com microrganismos, nem sempre se observa um modelo linear
na relacdo estimulo/resposta, o que dificulta a analise através desse modelo (PAZ

JUNIOR, 2006).

Embora esses dados sejam de certa forma conflitantes, esses isolados
apresentam potencial para serem empregados visando o controle de C. maculatus

em condi¢des de campo.
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Figura 3. Percentual médio de mortalidade acumulada de Callosobruchus maculatus

em funcdo das concentracbes de Metarhizium anisopliae var. acridum

(URM4412) e do tempo apds a inoculacdo nos insetos.
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5. CONCLUSOES GERAIS

e Os inseticidas Confidor, Decis e K-otrhine, foram compativeis com M.
anisopliae var. anisoplie URM3349, enquanto M. anisopliae var. acridum

URM4412 foi compativel com os inseticidas Confidor e Sevin;

e A producdo de conidios de M. anisopliae var. acridum, URM4412 néo foi

afetada pela aplicacdo com k-otrhine (Deltametrina);

¢ As linhagens de M. anisopliae var. anisoplie URM3349 e M. anisopliae var.
acridum URM4412, tém comportamento diferenciado quanto a percentagem
de germinacao, area da coldnia e producao de conidios;

e O Confidor foi o inseticida que melhor se adequou as linhagens de M.

anisopliae, enquanto Quimidleo foi considerado muito toxico;

e As linhagens URM4412 e URM3349 comportaram-se como patogénicas ao

caruncho do caupi, sendo esta ultima a mais virulenta ao C. maculatus;

e As linhagens de M. anisopliae avaliadas no experimento foram altamente
patogénicas ao caruncho do caupi, podendo ser indicadas em programas de

controle biologico dessa praga;
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6. ANEXOS
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mailsculas pequenas (versalete), usando apenas o0 primeiro nome e 0
sobrenome de cada autor por extenso. A seguir, liste as instituicbes dos
autores, com enderec¢o postal e endereco eletrénico, com chamada numérica,
quando houver mais de um endereco. Esta pagina sera suprimida pelo Editor
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Adjunto ao enviar o arquivo eletrénico para os revisores ad hoc, resguardando-
se a identidade dos autores.

Pégina 2. Titulo do artigo.

P4gina 3. Resumo em idioma alternativo. Artigo em Inglés: Resumo em
Portugués ou Espanhol. Artigo em Portugués ou Espanhol: Abstract em Inglés.
Incluir o titulo Instrucbes aos Autores traduzido, que deve ser grafado com
letras mindsculas com apenas as iniciais maiusculas (exceto preposicoes,
conjungdes e artigos). A seguir, escreva RESUMO, RESUMEN ou ABSTRACT,
seguido de hifen, continuando com o texto em paragrafo Uunico e, no maximo,
250 palavras. Pule uma linha e mencione o termo PALAVRASCHAVE,
PALABRAS-CLAVE ou KEY WORDS em mailusculas. Use de trés a cinco
termos separados por virgulas e diferentes das palavras que aparecem no
titulo do trabalho.

Pagina 4. Resumo no idioma do artigo. A pagina 4 deve trazer o resumo no
mesmo idioma do artigo, sem o titulo. Os contetdos do Resumo e do Abstract
devem ser exatamente iguais. Siga as instrucdes para elaboracdo do segundo
resumo (item anterior).

Introducdo. Inicia na pagina 5, sem incluir o subtitulo “Introducé&o”. Deve
contextualizar claramente o problema investigado e trazer a hipotese cientifica
gue esta sendo testada, bem como os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Centralize o subtitulo “Material e Métodos” com letras em
negrito. Apresente informacdes suficientes para que o trabalho possa ser
repetido. Inclua o delineamento estatistico e, se for o caso, o nome do
programa utilizado para as analises.

Resultados e Discussao. Centralize o subtitulo “Resultados e Discussao” ou
0s subtitulos “Resultados” e “Discusséo”, com letras em negrito. As conclusdes
devem estar contidas no texto final da discussao.

Agradecimentos. O subtitulo deve estar em negrito e centralizado. O texto
deve ser breve, iniciando pelos agradecimentos a pessoas e depois a
instituicdes ou agéncias de fomento.

Referéncias. Iniciar a lista de referéncias em uma nova pagina, sob o titulo
Referéncias, dispondo-as em ordem alfabética, usando apenas as iniciais
do(s) nome(s) do(s) autor(es) maiusculas, seguido do ano da referéncia. Cite
apenas o numero do volume (sem o numero do fasciculo). Use virgulas para
separar os nomes dos autores. Cite o primeiro autor pelo sobrenome seguido
das iniciais dos nomes. Do segundo autor em diante, use primeiro as iniciais do
nome e apos o sobrenome por extenso. Use o simbolo “&” antes de citar o
altimo autor. Abrevie os titulos das fontes bibliograficas, sempre iniciando com
letras mailsculas. Utilize as abreviaturas de periédicos de acordo com o
BIOSIS Serial Sources (http:// csssrvr.entnem.ufl.edu/~pmc/
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journals/all_journals.htm  ou___http://www.library.ug. __edu.au/fags/endnote/
biosciences.txt). Os titulos nacionais deverdo ser abreviados conforme indicado
no respectivo periddico. Evite citar dissertacdes, teses, revistas de divulgacao.
Ndo cite documentos de circulagdo restrita (boletins internos, relatorios de
pesquisa, etc), monografias, pesquisa em andamento e resumos de encontros
cientificos. Exemplos de citagdo de artigo, livro, capitulo de livro e pagina de
internet estdo disponiveis no site da revista.

Tabelas. Devem ser elaboradas em Word 97 ou superior, incluindo o titulo.
Devem ser inseridas no texto apds as Referéncias. Coloque uma tabela por
pagina, numerada com algarismo arabico seguido de ponto final. As notas de
rodapé devem ter chamada numeérica. Por exemplo:
Table 1. Mean (x SE) duration and survivorship of larvae and pupae of T.
absoluta fed on leaves of different tomato genotypes. Temp.: 25 £ 1°C, RH:
70% and photophase: 14h.

Figuras. ApOs as tabelas, coloque a lista de legendas das figuras. Use a
abreviacdo Fig.. As figuras devem estar no formato jpg (fotos) ou gif (graficos e
esquemas) e com tamanho inferior a 500 kb. As figuras originais ou com maior
resolucdo poderdo ser solicitadas ap0s o0 aceite. Devem ser enviadas em
arquivos individuais e nomeadas com segundo o numero da figura. Exemplos:
figl.qif, fig2.jpg.

Fig. 1. Flutuacdo populacional de M. fimbriolata em Sao Carlos, SP, 2002 a
2005.

Citacbes no texto

Nomes cientificos: Escreva o(s) nome(s) cientifico(s) por extenso, seguido do
autor descritor, quando mencionados pela primeira vez no Resumo, Abstract e
na Introducao.

Ex.. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith). No restante do trabalho e nas
legendas das figuras e cabecalhos das tabelas, use o0 nome genérico
abreviado. Ex.: S. frugiperda.

Fontes de consulta: As referéncias no texto devem ser mencionadas com o
sobrenome do autor, com a inicial maidscula seguido pelo ano da publicacao
(ex.: Martins 1998). No caso de mais de uma publicacdo, ordena-las pelo ano
de publicacdo (ex.: Martins 1998, Garcia 2002, Gomes 2005). Para dois
autores, use o simbolo “&” (ex.: Martins & Gomes 2004). Para mais de dois
autores, utilize “et al.” (em italico) (ex.: Garcia et al. 2003); para duas ou mais
citacbes do mesmo autor, use ponto e virgula entre os autores (ex.. Garcia
2003; Toledo 2001, 2005).

Tabelas: No texto, use a palavra por extenso (ex.: Tabela 1).

Figuras: No texto, use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3).
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Comunicacdes cientificas. Registros de ocorréncia e de interacdes troficas e
novos meétodos para estudo de insetos sédo considerados para publicacdo como
comunicacao cientifica. As instrugcdes sdo as mesmas dos artigos completos.
Entretanto, a Introducéo, Material e Métodos e Resultados e Discussdo devem
ser escritos em texto corrido, sem subtitulos. O resumo deve ter até 100
palavras.

Revisdes (FOrum). Revisdes extensivas ou artigos sobre tépicos atuais em
Entomologia sdo publicados nesta secdo. Artigos controversos sao bem-
vindos, porém o texto deve explicitar as opinides controvertidas e referir a
versao comumente aceitas. A Neotropical Entomology e seu Corpo Editorial
nao se responsabilizam pelas opinides emitidas nesta sec¢éao.

Taxas de impressao. Serd cobrada a taxa de R$ 25,00 (vinte e cinco reais)
por pagina impressa para socios da SEB com anuidade em dia e R$ 35,00
(trinta e cinco reais) para ndo socios. Figuras coloridas devem ser
inseridas quando estritamente necessarias e serdo cobrados R$ 80,00
(oitenta reais) adicionais por pagina colorida. Nao serdo fornecidas
separatas. Os artigos estardo disponiveis para consulta e download
gratuitos no site da revista e da Scielo (www.scielo.br/ne).

Informagdes: Regina Lucia Sugayama/ Editora Chefe
Caixa postal 441 — CEP 95.200-000
Vacaria — RS — Brasil
Fone: 55 54 232 4938 Fax: 55 54 232 0101
regina.sugayama@neotrop.entomol.com.br
www.seb.org.br/neotropical




