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RESUMO

Foi verificado neste trabalho a atividade quitinolitica de Metarhizium spp. a
partir da degradacdo da cuticula de Boophilus microplus, além das atividades
lipolitica, amilolitica e proteolitica em meios basais, como também estudos do
crescimento fangico em trés diferentes meios de cultura e isoenzimaticos. Foram
observados maiores valores de atividade enziméatica na linhagem CG291c
(Metarhizium flavoviride var. flavoviride reisolada de B. microplus) em meio
contendo cuticula de B. microplus para atividade quitinolitica, CG434¢ (M.
anisopliae var. acridum reisolada de B. microplus) e CG434 (M. anisopliae var.
acridum) lipolitica, CG442: (M. anisopliae var. acridum reisolada de B.
microplus) proteolitica e CG442 (M. anisopliae var. acridum) para amilolitica. O
meio BDA induziu o maior crescimento e esporulacédo, e entre os meios liquidos,
Czapeck e Massa de arroz propiciaram maior peso da materia seca. A analise
eletroforética em gel de poliacrilamida demonstrou variagdes no numero e
posicdes das bandas, em cada um dos sistemas estudados. Foi observada maior
variacdo nos perfis das bandas com relacdo as proteinas totais, em todas as
linhagens, variando de uma a oito bandas com mobilidade relativa diferenciada.
No sistema esterase as linhagens CG291 (Metarhizium flavoviride var.
flavoviride) e CG291: (Metarhizium flavoviride var. flavoviride reisolada de B.
microplus) apresentaram o mesmo perfil e mobilidade relativa o que diferiu das
demais linhagens estudadas, revelando polimorfismo. Na visualizacdo do gel
para fosfatase &cida, apenas as linhagens CG291 e CG291. mostraram perfis
idénticos com cinco bandas de mesma mobilidade relativa e revelando grande
polimorfismo nas demais linhagens. No sistema superoxido dismutase as
linhagens CG434, CG434c, CG442 e CG442: ndo apresentaram bandas. De
modo geral, todas as linhagens mostraram padrdes diferentes indicando uma

variacao fenotipica.



ABSTRACT

In this work, it was verified that the chitinolytic activity of Metarhizium spp. by
the degradation of the Boophilus microplus cuticle, besides the lipolytic,
chitinolytic and proteolytic activities in basal media, as well as growth studies in
three different media culture and the isoenzymatic perfiles. Greater values were
observed in the CG291 strain (M. flavoviride var. flavoviride reisolated of B.
microplus) in an environment containing B. microplus cuticle for the chitinolytic
activity, CG434. (M. anisopliae var. acridum reisolated of B. microplus) and
lipolytic CG434 (M. anisopliae var. acridum), proteolytic CG442: (M.
anisopliae var. acridum reisolated of B. microplus) and CG442 (M. anisopliae
var. acridum) for the amilolytic. The BDA medium induced the best growth and
sporulation, and among the liquid media, Czapeck and rice paste provided the
greater weight of dry matter. The electrophoretic analysis in polyacrylamide gel
demonstrated variations in the number and position of the bands, on each of the
studied systems. A greater variation was observed in the profiles of the bands in
relation to total proteins, in all strains, varying from one to eight bands with
relative mobility different. In the esterase system, the CG291 (M. flavoviride var.
flavoviride) and CG291: (M. flavoviride var. flavoviride reisolated of B.
microplus) strains presented the same profile and relative mobility which differed
from the other strains studied, revealing variability. In the visualization of the gel
for the acid phosphatase, only the CG291 and CG291. strains showed identical
profiles with five bands of the same relative mobility and revealing great
polymorphism in the other strains. In the superoxide dismutase, the CG434,
CG434c, CG442 and CG442¢ strains did not present bands. In general, all strains

showed different patterns indicating a phenotypic variation.



SUMARIO

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Resumo

Abstract

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Metarhizium Sorokin: histérico e atualizacdo taxonémica
2.2. Metarhizium no controle de pragas de interesse
agropecuario

2.3. Boophilus microplus e o controle bioldgico

2.4. Atividade enzimatica de fungos utilizados em controle de
pragas

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico utilizado

3.2. Manutencéo das linhagens de fungos

3.3. Degradacéo da cuticula de Boophilus microplus

3.3. 1. Obtencéo da cuticula do carrapato

3.4. Obtencéo da quitina

3.5. Atividade quitinolitica

3.6. Atividade lipolitica

3.7. Atividade proteolitica

3.8. Atividade amilolitica

3.9. Aspectos biologicos de Metarhizium spp

3.9.1. Crescimento radial do micélio

3.9.2. Producéo de esporos

3.9.3. Peso seco

3.10. Caracterizagdo isoenzimatica de Metarhizium spp em gel
de poliacrilamida

3.10.1. Preparacéao dos extratos

Paginas

11
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19
20
20
21
21

21
22



3.10.2. Determinacédo da concentracéo de proteina
3.10.3.Preparacdo do gel de poliacrilamida e separacao
eletroforética

3.10.4. Coloracdo para deteccdo de proteinas totais, esterase,
fosfatase acida e superdxido dismutase, secagem e interpretacéo
dos zimogramas

3.10.4.1. Proteinas totais

3.10.4.2. Esterase

3.10.4.3. Fosfatase acida

3.10.4.4. Superoxido dismutase

4. RESULTADOS

4.1. Atividade quitinolitica em Metarhizium spp. durante a
degradacéo da cuticula de Boophilus microplus

4.2. Atividade lipolitica em Metarhizium spp.

4.3. Atividade proteolitica em Metarhizium spp.

4.4. Atividade amilolitica em Metarhizium spp

4.5. Aspectos biologicos de Metarhizium spp.

4.5.1. Crescimento radial

4.5.2. Producéo de esporos

4.5.3. Peso seco

4.6. Caracterizacdo protéica e isoenzimatica de Metarhizium
spp. em gel de poliacrilamida

4.6.1. Perfil protéico total

4.6.2. Atividade esterasica

4.6.3. Atividade de fosfatase acida

4.6.4. Atividade de superoxido dismutase

5. DISCUSSAO

5.1. Atividade quitinolitica

5.2. Atividade lipolitica

5.3. Atividade proteolitica

5.4. Atividade amilolitica

22

23

23
23
24
24
24
26

26
27
28
29
33
33
35
36

38
38
41
42
44
46
46
47
48
50



5.5. Aspectos bioldgicos de Metarhizium spp
5.5.1. Crescimento radial

5.5.2. Producéo de esporos

5.5.3. Peso da matéria seca

5.6. Caracterisitcas isoenzimaticas de Metarhizium spp em gel
de poliacrilamida

5.6.1. Padréo proteico

5.6.2. Esterase

5.6.3. Fosfatase acida

5.6.4. Superoxido dismutase

6. CONCLUSOES

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. ANEXOS

o1
o1
52
54

54
54
56
58
59
60
61
81



Lista de Figuras

Paginas

Figura 1. Halo de degradacdo (seta) do amido por Metarhizium
anisopliae var. acridum (CG442c) reisolada de Boophilus microplus (a)
aos cinco dias e (b) aos 10 dias de incubacdo em meio de cultura

especifico..

Figura 2. Halo de degradacdo (seta) do amido por Metarhizium
anisopliae var. acridum (CG442c) reisolada de Boophilus microplus aos

15 dias de incubacéo.

Figura 3. Eletroferograma de proteinas totais de oito linhagens de

Metarhizium spp. em gel de poliacrilamida (12%).

Figura 4. Eletroferograma de esterase de oito linhagens de Metarhizium

spp. em gel de poliacrilamida (12%).

Figura 5. Eletroferograma de fosfatase acida de oito linhagens de

Metarhizium spp. em gel de poliacrilamida (12%).

Figura 6. Eletroferograma de superdéxido dismutase de oito linhagens de

Metarhizium spp. em gel de poliacrilamida (12%).

31

32

39

41

43

45



Lista de Tabelas

Paginas

Tabela 1.. Linhagens de Metarhizium spp utilizadas nos estudos

fisiologicos, exoenzimaticos e isoenzimaticos

Tabela 2. Atividade quitinolitica de oito linhagens de Metarhizium spp
aos 12 dias de incubacdo em meios especificos contendo exosqueleto de

camardo ou cuticulta de iBoophilus microplus

Tabela 3. Atividade lipolitica de oito linhagens de Metarhizium spp. aos

05, 10 e 15 dias de incubacdo em meio especifico contendo tween 20.

Tabela 4. Atividade proteolitica de oito linhagens de Metarhizium spp.

aos 05, 10 e 15 dias de incubagdo em meio especifico.

Tabela 5. Atividade amilolitica de oito linhagens de Metarhizium spp.

aos 05, 10 e 15 dias de incubagdo em meio especifico.

Tabela 6. Diametro de colonia de oito linhagens de Metarhizium spp. em

diferentes meios de cultura aos 12 dias de incubacao.

Tabela 7. Velocidade média de crescimento de Metarhizium spp em

diferentes meios de cultura entre o sexto e sétimo dia de incubacéo.

Tabela 8. Esporulacdo de oito linhagens de Metarhizium spp. em

diferentes meios de cultura aos 12 dias de incubacao.

Tabela 9. Peso seco de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes

meios de cultura aos 12 dias de incubacéo.

17

27

28

29

30

34

35

36

37



Tabela 10. Mobilidade relativa de proteinas totais em gel de

poliacrilamida de oito linhagens de Metarhizium spp..

Tabela 11. Mobilidade relativa de esterase em gel de poliacrilamida de

oito linhagens de Metarhizium spp..

Tabela 12. Mobilidade relativa de fosfatase acida em gel de

poliacrilamida de oito linhagens de Metarhizium spp..

Tabela 13. Mobilidade relativa de superdxido dismutase em gel de

poliacrilamida de oito linhagens de Metarhizium spp.

40

42

44

45



1. INTRODUCAO

Para que ocorra uma doenca em artropodes, 0 patdgeno necessita vencer a
barreira cuticular. A elaboracdo e combinacdo de enzimas sdo estritamente
necessarias para que possa ocorrer a digestdo da cuticula do inseto, existindo uma
correlagdo positiva entre uma elevada produgdo de enzimas in vitro e uma
elevada viruléncia do fungo, enfatizando a protease e quitinase como 0S mais
importantes (EL-SAYED et al., 1989; KENDRICK, 1992)..

M. flavoviride vem sendo aplicado como bioinseticida em alguns paises
africanos, embora pouco se conheca a respeito de sua variabilidade genética,
mecanismos de recombinagdo, patogenicidade entre outros (KUKLINSKY-
SOBRAL, 1999). Algumas linhagens de M. flavoviride foram transferidas por
Driver et al. (2000) para outra denominagdo M. anisopliae var. acridum. Varios
estudos indicam este fungo como o de maior grau de infectividade e
patogenicidade contra gafanhotos. Esses aspectos servem de referéncia para que
se realize estudos bioquimicos, levando em consideracdo o papel essencial que
exercem as enzimas para que possa ocorrer a degradacdo da cuticula do
hospedeiro. Até o momento, ndo foi encontrado na literatura especifica, dados
sobre a patogenicidade, correlacionada com a producdo enzimatica, do M.

anisopliae var. acridum no carrapato bovino Boophilus microplus.

Os carrapatos sdo importantes e eficientes vetores de doengas em bovinos,
causando paralisia atraves de secre¢des toxicas produzidas por suas glandulas
salivares e transmitindo virus, rickettisias, bactérias e protozoarios. Como
consequéncia das pragas de carrapatos bovinos, além da transmissdo de doencas
ao animal, pode ser citado a perda de peso, comprometimento do couro e 0S
custos econdmicos para o criador. Como medida de prevencdo utiliza-se
produtos quimicos nos rebanhos, os quais desencadeiam para o criador um custo

muito alto para manter seu rebanho livre de pragas (ATHAYDE, 2002).
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Este trabalho teve por objetivo estudar o crescimento em diferentes meios
de cultura e a atividade enzimética de linhagens de Metarhizium spp. atraves de
eletroforese, analise em meios especificos para as atividades lipolitica,
proteolitica, amilolitica e a sua atividade quitinolitica a partir da degradacdo da

cuticula de Boophilus microplus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metarhizium Sorokin: historico e atualizacio taxonémica

Uma das primeiras espécies de fungos entomopatogénicos descritas
foi Cordyceps sinensis por Réaumur em 1726, atacando um Lepidoptera. No
entanto, o género Metarhizium é um dos mais frequentemente utilizado nos dias
atuais em controle bioldgico, onde a espécie Metarhizium anisopliae, foi descrita
pela primeira vez em 1879, em isolado de larvas do inseto Anisopliae austriaca
Hbst, por Metschnikoff (VEEN, 1968; KENDRICK, 1971; ALVES,
1998;AZEVEDO; MESSIAS, 1985). Em estudos posteriores, Metschnikoff a
descreveu com a denominacéo de Isaria destructor. Nos anos que se seguiram a
este relato, esta espécie foi alvo de varias denominac@es, no entanto, em 1883,
Sorokin denominou M. anisopliae, ao isolado de Metschnikoff e essa
denominacdo passou a ser aceita e utilizada por toda a comunidade cientifica
(LUNA-ALVES LIMA, 1989).

O género Metarhizium estd amplamente distribuido na natureza, podendo
ser encontrado facilmente no solo, no qual sobrevive por longo periodo. Tulloch
(1976) em sua revisdo sobre o género, admitiu para M. anisopliae duas
variedades, as quais foram separadas pelo tamanho dos conidios, onde M.
anisopliae (Mestch.) Sorokin var. anisopliae apresenta conidios que variam de
3,5-9,0 um e M. anisopliae (Mestch.) Sorokin var. major (Johnston) apresenta
conidios variando de 9,0-18,0 um. Luna-Alves Lima (1985) demonstrou que as
estruturas reprodutivas neste fungo, estdo representadas por conidiéforos simples
e ramificados e conidios cilindricos, uni e multinucleados. Os conidiéforos sao
estruturas hialinas, simples ou ramificadas em meio de cultura, formadas por
células conidiogénicas especializadas que ddo origem as fidlides, também
hialinas, onde ocorrre a mitose. A formacdo dessas estruturas hialinas em M.

anisopliae segue o modelo fialidico proposto por Hugues (1953), que culmina



FERREIRA, U. L. Caracterizacéo fisioldgica e enzimética de Metarrhizium....

com a producdo de conidios de coloracdo esverdeada, de insercdo basipetal
(HAMMIL,1972).

As espécies deste fungo, por serem encontradas provocando doencas em
mais de 200 espécies de insetos, sdo amplamente estudadas no Brasil e outros
Paises. Metarhizium é citado entre 0s mais importantes géneros para o controle
bioldgico de insetos, principalmente de Homoptera: Cercopidae (SOCCOL et al.,
1997; ALVES, 1998).

M. flavoviride foi descrito pela primeira vez por Gams & Rozsypal (1973)
quando o isolaram de larvas e pupas de curculionidios, Ceutrrhynchus maculata-
alba e C. albovittatus e de solos cultivados na Europa. Evidenciaram em
linhagens jovens, conidios tipicamente elipsdides, com 7-9 (-11) x 4,5-5,5 um
apresentando-se hialinos quando vistos isoladamente e massa conidial de
coloracdo verde-amarelada. Foi estudado como patdgeno especifico dos
gorgulhos Otiorhynchus sulcatus e Delia antiqua por Rombach et al. (1986) que
descreveram uma nova variedade e denominaram M. flavoviride var. flavoviride
reconhecida por Driver et al. (2000) que elaboraram a mais recente classificacdo
para 0 género. Uma nova variedade M. flavoviride var. minus, que foi isolada de
gafanhoto nas llhas de Galapagos foi proposta por Rombach et al. (1986). Os
conidios desta variedade sdo menores (4,5-7 x 2-3 um) e mais consistentemente
elipsdides a ovdides do que ao descritos para a variedade anteriormente
identificada por Gams e Rozsypal (1973).

Entre os fungos utilizados no controle biol6gico de pragas ou com
potencial para tanto, indubitavelmente M. anisopliae é o que mais tem merecido
a atencdo dos pesquisadores e por isso maior numero de informacbes foi
acumulada a seu respeito (MONTEIRO, 1988). O autor cita ainda que o fungo
apresenta estrutura reprodutiva semelhante a um esporodéquio na descricdo de
outros autores. Contudo essa forma semelhante aos esporodoquios sédo

conidioforos justapostos que se entrelacam frouxamente, devido a grande
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ramificacdo das estruturas hifais, mas o0s conidioforos continuam
individualizados (LUNA-ALVES LIMA, 1985; XAVIER-SANTOS, 1995;
KUKLINSKY-SOBRAL; LUNA-ALVES LIMA, 1998).

Através de bioensaios, as alteraces comportamentais alimentares do
gafanhoto Schistocerca gregaria (Forscal), infectado por M. flavoviride foram
estudadas por Moore et al. (1992). Eles observaram que a infeccdo por esse
fungo foi capaz de provocar uma diminuicdo diaria no consumo de alimentos do

gafanhoto, tendo inicio, nas dosagens mais altas, a partir das 24 horas.

Utilizando técnicas moleculares de sequenciamento das regides ITS e 28S,
rDNA D3 e RAPD, Driver et al. (2000) analisaram 123 isolados identificados
anteriormente como M. anisopliae, M. flavoviride ou M. album. As anélises
confirmaram a predominancia do M. anisopliae, no entanto foram reconhecidos
quatro agrupamentos, dois compostos por M. anisopliae var. anisopliae e M.
anisopliae var. majus e incluiram nos outros dois agrupamentos M. anisopliae
var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum, com base nas sequéncias de ITS e

na analise de RAPD, confrontandas com a morfologia dos conidios.

A identificagdo e caracterizagdo de um isolado do Peru CG863 de M.
anisopliae var. acridum foram feitas por comparagdo com dois outros isolados
de M. anisopliae var. acridum, do Brasil (CG423) e da Australia (FI985), e com
um isolado de M. anisopliae var. anisopliae, obtido de outro Orthoptera (FI
1029) (MAGALHAES et al., 2002). Os parametros utilizados foram tamanho de
conidios, crescimento a 25 e 37°C, padrGes de RAPD, e viruléncia contra o
gafanhoto do Mato Grosso, Rhammatocerus schistocercoides (TIGANO-
MILANI et al., 1995; ALJANABI; MARTINEZ, 1997; MAGALHAES et
al.1997). Os resultados demonstraram um padrdo de crescimento similar em
placas de agar a 25 e 37°C e para os perfis de RAPD para os isolados CG 863,
CG 423 e FI 985, com bioensaios preliminares indicando o isolado peruano como

tdo virulento contra R. schistocercoides quanto o isolado brasileiro. Magalhées
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et al. (2002) concluiram que os isolados peruanos e brasileiros de M. anisopliae
var. acridum sdo muito préximos em termos de biologia, morfologia (tamanho de

conidios) e padrbes de RAPD.

2.2 Metarhizium no controle de pragas de interesse agropecudrio

Sosa-Goméz e Alves (1983) estudaram diversos isolados de M.
anisopliae, provenientes de algumas regides do Brasil, selecionaram os isolados
SPL-52T e PL-39 como sendo os mais apropriados para utilizacdo no controle
bioldgico de alguns insetos. Os principais caracteres considerados foram
producdo de conidios em meio artificial, viruléncia, resisténcia a radiacao
ultravioleta e producdo de conidios sobre cadaveres de Diatraea saccharalis.
Isolados de M. anisopliae foram selecionados para o controle de Mahanarva
posticata, utilizando-se os caracteres bioldgicos e bioquimicos ja& mencionados.
Em Pernambuco, M. anisopliae foi utilizado no controle da cigarrinha da cana-
de-acucar (M. posticata), como inseticida bioldgico e foi considerado eficaz no
controle desta praga (VILAS BOAS, 1992). A autora relata ainda a atuacdo deste
bioinseticida numa area da regido Nordeste que se estende de Alagoas ao Rio
Grande do Norte. No Brasil, M. flavoviride foi isolado do gafanhoto Schistocerca
pallens, no Rio Grande do Norte. Este isolado foi considerado muito virulento
para Rammatocerus schistocercoides, diferenciando-se dos demais isolados que
vinham sendo testados como bioinseticida em outros paises (MAGALHAES et
al., 1995; MOREIRA et al., 1996). Outros estudos foram efetuados com o
mesmo fungo avaliando os efeitos da luz do sol natural e simulada, da luz
ultravioleta (UV) sobre a germinacdo de conidios e interacdes com diferentes
temperaturas. A luz natural causou maiores danos na germinagdo do que a luz
artificial devido provavelmente a dose de UV ser maior na luz natural em relacédo
a luz artificial (MOORE et al., 1992).
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Os estudos realizados por Inglis et al. (1997) demonstraram que o
aumento da temperatura corporal do gafanhoto Melanoplus sanguinipes pode
inibir ou prevenir doencas causadas por B. bassiana e M. flavoviride (M.
anisopliae var. acridum), sendo que as temperaturas baixas sdo mais inibitorias
para esse fungo, enguanto que a inoculacdo de ambos mostrou altos niveis de

mortalidade tanto em temperaturas altas quanto baixas.

M. anisopliae € um fungo controlador de insetos, utilizado no Brasil em
cerca de 200.000 ha/ano no inicio da decada de 70, principalmente no controle de
cigarrinhas da cana-de-agucar e das cigarrinhas-das-pastagens. O programa mais
conhecido de controle biologico com fungos no Brasil e, possivelmente, em todo
o mundo foi o do controle da cigarrinha-da-cana-de-actcar no Nordeste brasileiro
por M. anisopliae (BURGES, 1981; AZEVEDO; MELO, 1998). Também em
cigarrinhas-das-pastagens o M. anisopliae é empregado com estimativas de
controle variando de 10 a 60%, o que é considerado razoavel, ja que as
cigarrinhas-das-pastagens como Zulia entreriana e Deois flavopicta causam
grandes prejuizos. De fato, as cigarrinhas-das-pastagens podem causar até 50%

de queda na producdo de leite e de carne em rebanhos bovinos (FONTES, 1992).

O emprego experimental de M. anisopliae var. acridum vem sendo feito
em condicBes de campo na Africa e em outros paises, visando o controle de
gafanhotos, em introdug@es inundativas com doses em torno de 10" conidios/ha,
para aplicacbes em areas totais (ALVES, 1998). Portanto, sdo necessarias
grandes quantidades de conidios para o tratamento das areas infestadas, o que
poderd inviabilizar o uso desse patdgeno em grandes infestagdes da praga. Desta
forma, é de grande importancia que se propicie o estudo de novas estratégias para
que este fungo venha s ser usado no controle de Orthoptera (Schistocerca pallens
e Stiphra pallens), que ocorrem no Nordeste, e de Rammatocerus

schistocercoides, praga importante da Regido Centro-Oeste do Brasil.
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2.3 Boophilus microplus e o controle bioldgico

O carrapato Boophilus microplus que tem consideravel importancia
veterinéria, pertence a Classe Aracnida Ordem Acarina, Subordem Metastigmata,
Superfamilia Ixodoidea e Familia Ixodidae. A familia Ixodidae é considerada a
familia mais importante, cujos membros sdo frequentemente denominados
carrapatos duros, por causa da presenca de um rigido escudo quitinoso que cobre
toda a superficie dorsal do macho adulto. Na fémea adulta, na larva e na ninfa,
ele se estende apenas por uma pequena area, permitindo a dilatacdo do abdome
depois da alimentacdo. Sdo vetores importantes de doencas causadas por
protozoarios, bactérias, virus e riquétsias. A especificidade ao hospedeiro
também é utilizado como um parametro para a caracterizacdo de uma quantidade
expressiva de espécies, aléem das caracteristicas morfoldgicas tradicionalmente
usadas (HOOGSTRAAL, 1985; URQUHART et al., 1998).

B. microplus, carrapato bovino de um Unico hospedeiro, apresenta um
ciclo de vida constituido de duas fases distintas: uma fase livre e uma fase
parasitaria, que sdo influenciadas pela umidade relativa acima de 70% e uma
temperatura de 27°C. Esses dois ciclos séo regulados na natureza pelas estagoes
anuais, podendo B. microplus apresentar durante este periodo cerca de trés a
quatro geracdes (WAHARTON; UTECH 1969). Os carrapatos séo considerados
0S mais importantes ectoparasitas em areas de exploracdo pecuaria das regides
tropicais e subtropicais, sdo responsaveis por severas perdas econdmicas,
principalmente no que concerne a transmissao de patdgenos e toxinas, como
vetores potenciais. As enfermidades transmitidas por esses artropodos situam-se
entre 0s mais importantes problemas de saude em todo o mundo. O controle
quimico tem se mostrado pouco eficientes nos dias atuais, propiciando riscos
constantes e graves para a populacdo humana e animal, consequentemente
comprometendo o ecossistema (OMS, 1980; WAHARTON, 1983; ATHAYDE
et al., 2001).



FERREIRA, U. L. Caracterizacéo fisioldgica e enzimética de Metarrhizium....

B. microplus, acarretou prejuizos globais na pecuaria sul-americana na
ordem de 1 bilhdo de ddlares. O animal infestado tem uma diminuicdo de seu
ganho de peso que chega a atingir um quilograma/ano, e pelas lesdes que
ocasionam ao couro ocorre a inviabilidade de comercializagdo do mesmo em
aproximadamente 90% (RAMIREZ, 1982; HORN, 1985). O controle desse e de
outros carrapatos tem sido realizado com o uso de acaricidas que propiciam em
geracOes futuras o surgimento de populagGes resistentes, 0 que ocasiona o uso de
substancias quimicas em quantidades elevadas, desencadeando um aumento no
depdsito de residuos toxicos no meio ambiente. Como uma medida alternativa e
promissora tem-se testado o controle bioldgico, utilizando em pesquisas in vitro
com M. anisopliae e outros fungos (BITTENCOURT et al., 1999; SAMISH ;
REHACEK, 1999; BITTENCOURT, 2000; ATHAYDE et al., 2001).

O primeiro trabalho encontrado na literatura sobre fungos causando
doencas em carrapatos foi o de Kolomiec em 1950 (LIPA, 1971), no qual o
fungo Aspergillus fumigatus causava mortalidade em colonias de Hyalomma
scupense e Dermacentor marginatus, crescidas em laboratorios. Foi verificado
também que as fémeas ingurgitadas morriam antes ou logo apds o fim da postura.
Posteriormente, Samsinakova (1957) observou em suas coletas uma fémea de
Ixodes ricinus trazida do campo para o laboratorio, infectada pelo fungo
Beauveria bassiana. A fémea infectada, continuou o ciclo bioldgico, realizando

postura e apds a morte foram verificadas hifas emergindo da cavidade bucal.

Estudos histologicos realizados por Estrada-Pend et al. (1990) em
Rhipicephalus sanguineus naturalmente infectados por Aspergillus ochraceus,
registraram a colonizacdo do fungo nos cecos intestinais, tubo de Malpighi e anus
do carrapato, 0 que impediu a ovoposicdo, ocasionando a morte destes e

mumificagdo posterior.

A patogenicidade in vitro da espécie M. anisopliae inoculado com

suspensdo conidial em fémeas ingurgitadas do carrapato de cdo R. sanguineus,
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coletadas diretamente do animal ap0s a queda e mantidas a temperatura ambiente
foi avaliada por Athayde et al. (1999a). O experimento constou da infeccdo de
10 fémeas (7,85 x 10° conidios/ml), e um grupo controle onde vérios parametros
bioldgicos foram testados, se destacando a reducdo do peso da massa de ovos
(52,67T e 100,26C), a diminuicdo do indice de producdo de ovos (39,68%T e
76,96%C) e diminuicdo do percentual de ecloséo (39,80%T e 99,80%C). Os
bons resultados alcangados sugeriram a possibilidade do uso de M. anisopliae
para controle deste carrapato, ressaltando que este biocontrole favorecera uma

maior protecdo ao animal e ao meio ambiente.

O efeito in vitro de 12 isolados de M. anisopliae sobre fémeas
ingurgitadas de B. microplus foi analisado por Frazzon et al. (2000). Entre os
isolados estudados, o E6S1, que foi coletado de carrapatos infectados, causou
100% de mortalidade, e foi o mais patogénico, quando testado na concentracdo
de 10" conidios/mL. Esta mesma espécie foi avaliada por Bittencourt (2000)
quanto a patogenicidade, em condicGes de campo e de laboratério, sobre B.
microplus e foram observadas em condicBes de laboratério diferencas
significativas em relacdo aos indices de eficiéncia reprodutiva e nutricional
durante o periodo de eclosdo e incubacdo das fémeas ingurgitadas. Com o mesmo
propésito, Kaaya e Hassan (2000) testaram espécies de fungos
entomopatogénicos e concluiram que sdo promissores para utilizacdo como

agentes controladores dos carrapatos.

A eficiéncia de dois isolados de M. anisopliae var. anisopliae e de dois
isolados de M. flavoviride var. flavoviride em larvas ingurgitadas de B. microplus
foram avaliadas em experimento de laboratério e de campo, em que M.

flavoviride var. flavoviride mostrou-se mais patogénico (ONOFRE et al. 2002)

10
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2.4 Atividade enzimatica de fungos utilizados em controle de pragas

A viabilidade depende da integridade dos componentes da parede celular,
a qual funciona como barreira seletiva ante as pressdes fisico-quimicas exercidas
pelo meio ambiente em que o0 microrganismo sobrevive. Essa barreira funciona
como ponto principal das interagcbes envolvidas no processo de antagonismo
entre fungos. As enzimas capazes de hidrolisar os componentes da parede celular
desempenham papel fundamental no processo antagbnico. Entre as hidrolases
destacam-se as celulases, as B-glucanases, as quitinases e as proteases (CHET;
BAKER, 1980; ELAD et al., 1983; BENHAMOU; CHET, 1993; HARAN et al.,
1996). Por sua vez, as lipases séo ainda pouco consideradas como participantes

do antagonismo por micoparasitismo.

A anélise de isoenzimas para se detectar a variabilidade genética tem sido
empregada em varios fungos, como subsidio para se diferenciar espécies ou
linhagens de uma mesma espécie (MOREIRA; ALFENAS, 1985; BONDE et
al.,1989). As investigacdes sobre isoenzimas por eletroforese, vem sendo
realizadas em varias areas, prinicipalmente na bioquimica, através da interacao
existente entre o patdégeno e o hospedeiro, assim como para caracterizacdo
genética de populagdo fungica (LU; GROTH, 1987). Entre as vantagens
apontadas para 0 uso das isoenzimas estdo as suas caracteristicas codominantes,
de maneira a distinguir individuos homozigotos de heterozigotos, além de
evidenciarem a variacdo na sequéncia de aminoacidos da molécula protéica que
tém a mesma funcdo catalitica, detectando assim, a variacdo entre a sequéncia de
DNA que codifica as proteinas (McDONALD; McDERMOTT, 1993).

A elaboragdo e combinagdo das enzimas pelo fungo sdo estritamente
necessarias para que possa ocorrer a digestdo da cuticula do inseto segundo
Kendrick (1992). Ressaltou-se ainda a correlagdo positiva entre uma elevada
producdo de enzimas in vitro e uma elevada viruléncia do fungo, enfatizando a

protease e quitinase com as principais enzimas atuantes.

11
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A quitina € um dos componentes funcionalmente mais importante da
parede celular de fungos, sendo formada de moléculas de N-acetil-D-glicosamina
(GIcNAC) unidas por ligagdes glicosidicas -1,4, resultando em cadeias lineares
(STIRLING et al., 1979; BALLOW, 1982; CABIB et al., 1982). E encontrada
em organismos na forma de fibras associadas a proteinas, lipidios ou a outros
acucares ((STIRLING et al., 1979). Como um biopolimero linear e insolivel em
agua, é abundantemente encontrado no exosqueleto dos invertebrados que vivem
no mar como as lagostas e outros crustaceos, nos artropodes e na parede celular
de fungos e de algumas algas. A Unica diferengca quimica entre a quitina e a
celulose é a substituicdo da hidroxila do carbono 2 dos residuos de glicose por
um grupo aminoacetilado (LIMA et al., 2000). As B-1,3-glucanas e a quitina
estdo embebidas em uma matriz de material amorfo e envoltas por substancias
contendo grupos amino ndo-acetilados como, por exemplo, a quitosana (LIMA et
al., 2000).

Lipidios sdo componentes fungicos importantes em termos de estrutura e
constituicdo de membrana. Muitos estudos tém demonstrado a importancia dos
lipidios para o desenvolvimento, esporulacdo, germinacdo e seu envolvimento
em varios processos processos fisioloégicos (WEETE et al., 1980; RATTRAY,
1975; VAN ETTEN et al., 1965; WEETE, 1980, 1981). Muitos fungos contém
entre 5 e 32% de lipidios, dependendo das condicdes de cultura, estagio de
desenvolvimento e espécies. O contetdo de lipidios dos esporos de muitos
fungos chegam a atingir entre 5 €17% do peso seco, mas 0s esporos de algumas
especies como as ferrugens contém até 35% de lipidios (SHAN, 1966). Os
principais fatores que influenciam a extensdo de producdo de lipidios séo a
natureza da proporcdo de carbono e nitrogénio assim como as fontes de
nutrientes no meio (CHESTERS; PEBERDY, 1965). Os componentes principais
destes lipidios usualmente sdo triglicerideos e glicerolfosfolipidios
(fosfolipidios), que podem estar acompanhados por esterois e seus ésters, acidos
organicos e hidrocarbonetos. Os acidos organicos alcancam do C12 ao C24 em

comprimento nas cadeias (SHAN, 1966).

12
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St. Leger et al. (1987a) observaram que o exosqueleto dos insetos consiste
de fibrilas de quitina embebidas em uma matriz de proteina, que corresponde a
uma dipolimerase fangica, com uma funcéo significativa dentro do parasitismo.
Relataram ainda, que foram estabelecidos alguns isolados fungicos virulentos
comercialmente importantes, nos quais as endoproteases sdo produzidas
rapidamente em grande quantidade quando comparadas com a quitinase, em

meios de cultura que possuiam cuticula.

Investigando a distribuicdo de quimioelastase e tripsina em nove isolados
de cinco espécies dos fungos entomopatogénicos (B. bassiana, M. anisopliae,
Verticillium lecanii, Nomuraea rileyi e Aschersonia aleyrodis). St. Leger et al.
(1987b) observaram que em dois isolados de M. anisopliae foram detectados a
quimioelastase e os demais isolados demonstraram uma baixa sensibilidade para
inibicdo da tripsina. St. Leger et al. (1988) relacionaram a presenga da
quimioelastase extracelular produzida por M. anisopliae com o poder de

infeccéo deste fungo.

A producdo de enzimas extracelulares como amilase, lipase, DNAase,
RNAase, pectinase, protease, urease e quitinase, em meios solidos, foram
avaliadas em sete fungos patogénicos a planta e seis saprébios, assim como as
amostras compostas de folhas. Antibioticos foram examinados por sua habilidade
para superar o crescimento bacteriano no meio através de seus efeitos e pH sobre
0 crescimento fangico, alem da andlise da producdo de enzima extracelular. Os
meios solidos foram apontados como favoraveis para avaliacdo individual do
fungo e para a analise rapida de variantes genéticas, para a presenga ou auséncia
da producdo de enzimas como também para estudos ecoldgicos e possiveis
diferenciacdes quimiotaxondmicas (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

A producdo de enzimas extracelulares em meio de cultura solido através
de substratos especificos para a producdo de amilase, lipase, quitinase e protease

foram testadas por Rosato et al. (1981) para determinarem a variabilidade entre

13



FERREIRA, U. L. Caracterizacéo fisioldgica e enzimética de Metarrhizium....

11 isolados de M. anisopliae de diferentes regides do Brasil. Foram detectadas a
atividade enzimatica em isolados da mesma regido e de regides geograficamente

distintas.

Vinte linhagens de M. anisopliae e quatro de M. flavoviride, foram
analisadas por Bridge et al. (1993), verificarando que as de M. flavoviride
apresentaram varia¢fes nas mensuracdes dos conidios (5,2-9,1 x 1,6-3,9 um). A
espécie demonstrou ndo possuir atividade de a-fucosidase. A eletroforese de
isoenzimas utilizando-se a catalase, a fosfatase acida e o padrdo de bandas em
RFLP reforcaram a distingdo dessa espécie no género Metarhizium. M.

flavoviride mostrou um padrdo de bandas mais complexo de que M. anisopliae.

A variabilidade em esterases de M. anisopliae por eletroforese foi
analisada por Martinez et al. (1997), em dez isolados de diversos grupos
taxondmicos de insetos. A analise eletroforética em gel de poliacrilamida a 8,5%
apresentou diferencas e similaridades entre estes isolados, e foi possivel
distinguir seis padrdes diferentes, demonstrando um grande polimorfismo para o

sistema de esterase em M. anisopliae.

Gillespie et al. (1998) investigaram a producdo de proteinase subtilisina
(PR1) e a enzima tripsina (PR2) de 19 isolados de Metarhizium sp. em culturas
liquidas e observaram a producdo de PR1 apds 72 horas e PR2 em muitas
linhagens apos 48 horas. St. Leger et al. (1996a) citaram que depois da celulose,
a quitina é o polimero mais abundante encontrado na natureza e que 0s
experimentos in vitro demonstraram o acimulo e localizacdo de quitinase durante

0 inicio da penetracdo na cuticula de inseto por fungo.

Braga et al. (1999) avaliaram o crescimento e a autdlise de duas linhagens
de M. anisopliae var. anisopliae através de meio contendo caseina ou glicose
como fonte de carbono, determinaram como parametro para cada linhagem o

coeficiente econébmico e grau de autdlise. A producdo de protease foi
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determinada pelo crescimento e fases de autdlise das culturas sobre meios que
propiciam a inducdo de proteases (meios contendo caseina como Unica fonte de
carbono e nitrogénio). O fungo demonstrou utilizar com mais eficiéncia caseina
do que glicose como Unica fonte de carbono e energia. Relataram que o0 aumento
da atividade proteolitica variou significativamente (apresentando o seu maior
crescimento no 5° dia e o minimo no 16° dia) durante as varias fases de
crescimento e autdlise, demonstrando claramente que ocorreram diferencas entre
as curvas de crescimento e a producdo cinética da enzima, podendo afetar

decisivamente o processo de selecdo de linhagem por producédo de protease.

Estudos comparativos entre os efeitos de ferimento, estimulagdo quimica
do sistema imune e a infeccdo fungica sobre a atividade da fosfatase acida (AcP)
na hemolinfa de Schistocerca gregaria constataram a ocorréncia de um aumento
de AcP na hemolinfa do inseto, no 3° dia, apds a inoculacdo de Metarhizium
anisopliae var. acridum, o que coincidiu com uma reducdo marcada por
manchas positivas de AcP nos plasmatdcitos e coagulocitos do inseto (XIA et al.,
2000).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
Bioldgico do Depto de Micologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Laboratoério de Bioguimica do
Departamento de Morfologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

3.1. Material bioldgico utilizado

As oito linhagens de Metarhizium utilizadas neste estudo foram fornecidas
pelo CENARGEN-EMBRAPA, sendo seis de Metarhizium anisopliae var.
acridum (CG288, CG288c, CG434, CG434c, CG442, CG442c) e duas de
Metarhizium flavoviride var. flavoviride (CG291, CG291c). As linhagens
CG288c, CG291c, CG434c e CG442c foram reisoladas de B. microplus (Tabela
1).

Os carrapatos da espécie Boophilus microplus foram obtidos na regido do
Sertdo da Paraiba e da regido Agreste de Pernambuco, coletados segundo
Gonzales (1974) de bovinos naturalmente infectados e, em seguida,

encaminhados para o Laboratorio de Controle Biologico (UFPE).
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Tabela 1. Linhagens de Metarhizium spp. utilizadas nos estudos biioldgicos, exoenzimaticos e
isoenzimaticos.

Origem Geograéfica

Espécies Codigo da Hospedeiro
Linhagem
Metarhizium flavoviride var. CG291 Austracnis guttulosa Austrélia
flavoviride
Metarhizium flavoviride var. CG291c* Austracnis guttulosa Austrélia
flavoviride
Metarhizium anisopliae var. CG288 Schistocerca pallens Brasil
acridum
Metarhizium anisopliae var. CG288c! Schistocerca pallens Brasil
acridum
Metarhizium anisopliae CG434 Mahanarva posticata Brasil
var.acridum
Metarhizium anisopliae var. CG434ct Mahanarva posticata
acridum Brasil
Metarhizium anisopliae var. CG442 Zonocerius elegans
acridum Brasil
Metarhizium anisopliae var. CG442ct Zonocerius elegans
acridum Brasil

! Linhagens reisoladas de Boophilus microplus.

3.2. Manutencéo das linhagens de fungos

As linhagens de fungos foram mantidas em meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA) a temperatura ambiente de 28° + 2°C do Laboratério de
controle Bioldgico (UFPE) durante 15 dias e em seguida estocadas a 4°C em

geladeira até 0 momento do uso.

3.3. Degradacéo da cuticula de Boophilus microplus

3.3.1. Obtencéo da cuticula do carrapato

Os carrapatos passaram por um processo de assepsia e em seguida foram
dissecados com o uso de tesoura de procedimento cirdrgico e lavados
sucessivamente em agua destilada autoclavada. A preparacéo cuticular foi obtida
apos homogeneizacdo de 100 cuticulas de carrapato por litro de solucdo de
tetraborato de potassio a 1% segundo Andersen (1980).
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3.4. Obtencéo da quitina

A quitina foi obtida a partir de exosqueleto de camardo. Inicialmente os
conidios foram desidratados ao sol durante uma semana. Em seguida, foram
moidos e peneirados. A fracdo de pé de diametro médio 0,42 mm foi utilizada no
processo de extracdo. Para se isolar esse polissacarideo, trés etapas foram
requeridas: desmineralizagdo, desproteinizacdo e despigmentacdo, segundo
Canella e Garcia (2001).

3.5. Atividade quitinolitica

Para determinacdo da atividade quitinolitica de Metarhizium spp. foi
utilizado o meio especifico contendo a quitina de exosqueleto de camarédo e a
cuticula do carrapato como substrato, modificado de Hankin e Anagnostakis
(1975). A quitina obtida conforme escrito no item 3.4 foi adicionada ao meio.
Discos de micélio do fungo com 5mm de diametro foram inoculados em cinco
placas contendo 20 mL do meio basal e incubadas por 12 dias, a temperatura
ambiente de 28° + 2°C, visualizando-se zonas claras no agar opaco ao redor das
colonias, indicando degradagédo da quitina. A avaliagdo foi efetuada através da
mensuracdo do halo de degradacdo do substrato, com o auxilio de régua
milimetrada, onde se subtraiu o valor do diametro das colonias do diametro do

halo.
3.6. Atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada conforme preconiza Hankin e
Anagnostakis (1975) atraves da utilizacdo do meio basal especifico contendo
Tween 20 como substrato. Foram utilizadas cinco placas contendo 20 mL do

meio basal para cada linhagem. Apos a solidificacdo do meio, discos de micélio
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de Metarhizium spp. de cinco mm de diametro, foram transferidos para o centro
das placas, efetuando-se a incubacdo por 05, 10 e 15 dias a temperatura ambiente
(28+2°C) sob luz continua. A avaliacdo seguiu a metodologia descrita no item
3.5.

3.7. Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das linhagens de Metarhizium foi testada através
da hidrdlise da caseina em meio agar-leite (SARATH et al., 1989). As placas
foram inoculadas com um disco de micélio com cinco mm de didmetro, retirado
de colbnias jovens, com cinco repeticdes para cada linhagem, e em seguida,
incubadas durante 05 a 15 dias sob luminosidade continua a temperatura de

28+2°C. A avaliacdo foi a mesma descrita no item 3.5.

3.8. Atividade amilolitica

Discos de micélio do fungo com cinco mm de diametro foram transferidos
para placas com meio basal especifico adicionado com amido solGvel como
substrato, com cinco repeticbes, sendo incubadas posteriormente a uma
temperatura de 28+2°C °C sob luminosidade continua por 05, 10 e 15 dias e
adicionadas em cada placa 20 mL da solucdo de lugol para que ocorresse a
deteccdo do substrato degradado, onde foi visualizado um halo de degradacao
amarelo ao redor da colonia. A avaliagdo foi efetuada como descrito
anteriormente no item 3.5 e a atividade amilolitica determinada conforme Hankin
e Anagnostakis (1975).
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3.9 Aspectos bioldgicos de Metarhizum spp.

As linhagens foram cultivadas em meios sélidos (BDA, Massa de Arroz,
Czapeck) em quantidades suficientes para 1 L de dgua destilada com pH 6,8 para
avaliacdo dos parametros de crescimento micelial e producéo de esporos. Para o
peso da matéria seca foram utilizados os mesmos meios sem o0 agar. Para todos
0s substratos se utilizou um delineamento inteiramente casualizado em esquema

fatorial, 8x6x4.

3.9.1. Crescimento radial do micélio

Para obtencdo do crescimento radial, discos com cinco mm de didmetro
dos fungos foram transferidos para o centro das placas de Petri com os diferentes
meios. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente
(30 £ 2°C) e 55% de umidade relativa, em regime de luminosidade continua. A
avaliacdo do crescimento micelial foi realizada através de mensurac@es diarias do
didmetro das coldnias, em sentido diametralmente opostos, com o auxilio de uma
régua milimetrada e estabelecendo-se a média para cada repeticdo. As leituras
foram realizadas a cada 24 horas, durante doze dias. As médias obtidas foram
utilizadas na construcdo de um grafico para cada linhagem nos diferentes meios.
Foi determinada a velocidade média de crescimento, utilizando-se os dados
obtidos em dois intervalos de tempo de incubacdo, conforme a formula de Lilly e
Barnett (1951): Vmc=C,-C,/T,-T;; onde: Vmc=Velocidade média de
crescimento; C,-Crescimento no tempo (T,); C,=Crescimento no tempo 2 (T,),

sendo o resultado expresso em mm/h.
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3.9.2. Producéo de esporos

Utilizou-se as mesmas culturas do experimento do item 3.9.1, ap6s doze
dias de inoculacgdo, adicionando-se as placas de Petri, 20 mL da &gua destilada
autoclavada e efetuando-se a raspagem dos conidios da superficie das mesmas,
com o auxilio de uma escova de cerdas macias. Logo apds, o material removido
foi filtrado em trés camadas de gaze, autoclavado e os conidios quantificados em

Camara de Nelibauer.

3.9.3. Peso seco

Discos de micélio do fungo com cinco mm de diametro, de cada linhagem
separadamente, foram retirados de culturas jovens e transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 150 mL, sendo um disco por frasco de Erlenmeyer, contendo 50
mL dos meios de cultura liquidos: BD, Czapek e Massa de Arroz, sem 0 agar.
Em seguida, foram mantidos sob luz continua, a temperatura ambiente de 30 +
2°C por doze dias. Os frascos de Erlenmeyrer foram agitados manualmente duas
vezes ao dia, para propiciar melhor uniformizacdo de oxigenacao e crescimento
micelial. Com doze dias de incubacdo coletou-se o micélio por filtragdo da
cultura de cada frasco de Erlenmeyer usando meia de nylon esterilizada. A massa
micelial obtida foi acondicionada em caixa de papel aluminio, previamente
secada, pesada, e acondicionada em estufa, a 53°C por 24 horas. O peso seco do
micélio foi obtido por subtracdo do peso da matéria seca do peso da caixa de
aluminio. Em todos os substratos se utilizou um delineamento inteiramente

casualizado em esquema fatorial, 8x3x4.

3.10. Caracterizacdo isoenzimatica de Metarhizium spp. em gel de

poliacrilamida
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3.10.1. Preparacéao dos extratos

O miceélio crescido em meio liquido BD foi filtrado com o auxilio de uma
bomba a vacuo em filtro de porcelana com papel de filtro esterilizado. Em
seguida homogeneizou-se uma mistura composta de micélio e areia lavada na
proporgdo de 1:1(p/v) e o tampéo de extracdo 1:1(p/v) em relagdo a mistura areia
lavada micélio. A trituracdo procedeu-se com almofariz e pistilo em banho de
gelo, e a mistura homogeneizada foi transferida para tubos de centrifuga a
13.000g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante constituiu o extrato protéico que
foi utilizado para estabelecer o perfil eletroforético. Os extratos protéicos foram
mantidos em freezer até o0 momento do uso (método modificado de ALFENAS,
1998).

3.10.2. Determinacédo da concentracéo de proteina

Para a quantificacdo das proteinas, foi utilizado o método de Bradford, que
consiste em estimar a concentracdo de proteinas nos extratos através da
comparagdo com uma curva-padrdo. Esta foi realizada utilizando-se albumina
bovina cristalizada nas concentragdes 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 ug
por mL em tampé&o Tris-HCI, pH 6,8. Em tubos de ensaio adicionou-se 5 mL do
reagente de Bradford ( Azul Brilhante de Coomassie G250) como corante e 0,1
mL das solugGes-padrdao de albumina, homogeneizou-se e se determinou a
densidade oOptica denominada absorbancia no comprimento de onda de 595nm.
Em seguida foi tracada a curva-padrdo (ALFENAS et al., 1991).
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3.10.3. Preparacdo do gel de poliacrilamida e separacéo eletroforética

Foi preparado gel de poliacrilamida a 7,5% e a 12%, com 6,0 cm. Em
seguida este material foi colocado entre duas placas de vidro separadas por um
espacador com dois mm de espessura. Apds a polimerizacdo do gel, os
espagadores foram retirados junto a placa superior, € o conjunto acondicionado
numa cuba vertical de eletroforese modelo Mini V8, imerso no tampéo de corrida
do eletrodo tris-glicina com pH 8.9. Foram aplicados 20 pL a 50 uL das amostras
dos extratos fungicos nos pocos do gel individualmente e como controle da
migracdo eletroforética utilizou-se o corante azul de bromofenol a 0,25%. Ao
final da aplicagédo das amostras foi iniciada a corrida com o uso da fonte GIBCO
Life Technologies modelo 250 Eletroforeses Power Suply que foi calibrada para
100V, 150 mA e quando as amostras atingiram o gel separador, elevou-se a
voltagem para 160V ficando a corrida em torno de 200 mA (ALFENAS, 1998;
ALFENAS et al., 1991).

3.10.4. Coloracéo para deteccdo de proteinas totais, esterase, fosfatase acida

e superoxido dismutase, secagem e interpretacdo dos zimogramas

3.10.4.1. Proteinas Totais

Apls a corrida eletroforética, o gel foi imerso na solugdo corante de
“Coomassie blue” (0,1%) durante 12 horas. Posteriormente, a coloragédo das
bandas de proteinas foi retirado o0 excesso de corante através de lavagens
sucessivas do gel, em solucdo clareadora (na proporcdo 5:5:1; metanol, agua
destilada, acido acético glacial) e fixada as bandas em fixador PAGE (45 mL de
metanol, 10 mL de acido acético glacial, 45 mL de agua destilada) por 20
minutos (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991).

23



FERREIRA, U. L. Caracterizacéo fisioldgica e enzimética de Metarrhizium....

3.10.4.2. Esterase

O gel de poliacrilamida foi revelado com 30 mL de a,B-naftil-acetato 1%
em acetona a 50%, 100 mg de fast blue RR e 100 mL de Tris-HCI 0.05M em
pH7.1. Em seguida, foi incubado a 30-38°C até que as bandas aparecessem, apds
aproximadamente cinco a 10 minutos e descartando-se a solugéo para fixar o gel
em solucéo de glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991).

3.10.4.3. Fosfatase Acida

O gel foi imerso na solucdo composta por 100mg de a-naftil fosfato &cido
de sodio, 100 mg de Fast Garnet GBC salt, 1 mL (ou 10mg) de MgCl, a 1% e
100 mL de tampédo acetato de so6dio 0.1M, pH5.0. Depois, foi incubado a 37°C
até o aparecimento das bandas. A avaliacdo foi feita apos 24h, descartando a
solucéo e fixando o gel em glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al.,
1991).

3.10.4.4. Superoxido Dismutase

Apos a corrida eletroforética, o gel para detecgdo de superdxido dismutase
foi retirado da placa e imerso na solucéo de revelacdo (0,004g de riboflavina,
0,3g de EDTAO, 020g de MTT, 100 mL de Tris-HCI pH 8,5), incubado a 37°C
até o aparecimento das bandas acromaticas e fixado em solu¢do aquosa de
glicerol a 10% (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991).

Ap0s a coloracdo e fixacao os geis foram colocados entre folhas de papel

celofane para secagem e conservacdo, sendo realizado em aproximadamente 48

horas, a temperatura ambiente de 30 + 2°C. A solucdo para secagem foi
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composta por 100 mL de metanol, 20 mL de &acido acético, 80 mL de agua
destilada e 0,5 mL de glicerol (ALFENAS, 1998; ALFENAS et al., 1991).

A interpretacdo dos zimogramas foi feita de acordo com o numero,
posicdo e intensidade das bandas no gel. O célculo da mobilidade relativa das
bandas foi efetuado pela formula descrita por Alfenas et al. (1991): Rf = (d/D) x
100, onde: d= distancia percorrida pela molécula, D= distancia percorrida pela

linha do corante (controle).
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4. RESULTADOS

4.1 Atividade quitinolitica em Metarhizium spp. durante a degradacdo da

cuticula de Boophilus microplus

A linhagem de M. flavoviride var. flavoviride (CG291c), reisolada de B.
microplus apresentou maior halo de degradacdo de quitina aos 12 dias de
incubacdo tanto em meio contendo exosqueleto de camardo como em meio com
cuticula de carrapato. Menor halo de degradacdo foi evidenciado por M.
anisopliae var. acridum (CG434c) reisolada de B. microplus em meio contendo
exosqueleto de camardo e M. flavoviride var. flavoviride (CG291) em meio com
cuticula diferiu estatisticamente das demais linhagens testadas. Todas as
linhagens apresentaram maior halo de degradacdo em meio contendo a cuticula

do carrapato, conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Atividade quitinolitica de oito linhagens Metarhizium spp. aos 12 dias de incubacédo em

meios especificos contendo exosqueleto de camardo ou cuticula de Boophilus microplus

Linhagens de Metarhizium Halo(cm)
Exosqueleto de camaréo Cuticula de B. microplus
Metarhizium flavoviride var.
flavoviride CG291 1,06'de A 157 A
Metarhizium flavoviride var.
flavoviride CG291c 2,59 B 451a A
Metarhizium anisopliae var.
acridum CG288 1,67cde B 2,24de A
Metarhizium anisopliae var.
acridum CG288c 2,14bc A 2,54cd A
Metarhizium anisopliae var.
acridum CG434 1,42cde B 2,92bcd A
Metarhizium anisopliae var.
acridum CG434c 0,99 B 3,50b A
Metarhizium anisopliae var.
Acridum CG442 1,86bcd B 2,75bcd A
Metarhizium anisopliae var.
acridum CG442c 1,04de B 3,16bc A

! Médias de quatro repeticdes
2 Médias seguidas de letra mindsculas diferentes, na linha e letras maitsculas diferentes, na coluna
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de propabilidade

4.2 Atividade lipolitica em Metarhizium spp.

A atividade lipolitica foi observada nas oito linhagens testadas no meio
basal especifico, através do halo de degradacdo aos 05, 10 e 15 dias conforme
mostra a Tabela 3. M. anisopliae var. acridum (CG434c), reisolada de B.
microplus apresentou o maior halo com 05 dias de crescimento e a linhagem M.
anisopliae var. acridum (CG434) o maior halo de degradacdo aos 10 e 15 dias.
M. flavoviride var. flavoviride (CG291) demonstrou menor halo de degradacéo
com 05 dias e M. anisopliae var. acridum (CG442) o menor halo aos 10 e 15

dias.
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Tabela 3. Atividade lipolitica de oito linhagens de Metarhizium spp. aos 05, 10 e 15 dias de

incubagdo em meio especifico contendo tween 20.

Linhagens de
Metarhizium

Diémetro do halo (mm)

10 dias

15 dias

Metarhizium
flavoviride var.
flavoviride CG291
Metarhizium
flavoviride var.
flavovirde CG291c
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG288
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG288c
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG434
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG434c
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG442
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG442c

12,2'aB?

23,6aA

21,6aB
23,9abB
19,6aB
25,1aA
12,8aA

21,8bB

19,2cAB

25,0aA

36,5abA

33,5abAB
44, 7aA
27,0aA
14,7cA

25,2abAB

25,7dA

30,7aA

45,0abA
39,1aA
49,8aA
33,7aA
22,0dA

34,4aA

CV=24,33%

! Média de cinco repeticdes

> Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Atividade proteolitica em Metarhizium spp

Os resultados obtidos aos 05 dias demonstraram a formacdo de menor

halo de degradacdo para M. anisopliae var. acridum (CG291) e M. anisopliae

var. acridum (CG442c) reisolada de B. microplus foi a que apresentou a maior

atividade enzimatica em relacdo as demais aos 05, 10 e 15 dias de incubacgéo

(Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade proteolitica de oito linhagens de Metarhizium spp. aos 05,10 e 15 dias de

incubagdo em meio especifico

Linhagens de Diémetro do halo (mm)
Metarhizium
5 dias 10 dias 15 dias
Metarhizium flavoviride
var. flavoviride CG291 2,6'bB? 2,6dB 7,3dA
Metarhizium flavoviride
var. flavovirde CG291c 6,3abC 19,2abB 29,2aA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG288 4,6bC 8,8cB 13,7cA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG288c 5,0abC 17,5abB 25,2abA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG434 4,5bB 5,1cdB 13,0cA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG434c 5,1abC 14,8bB 26,6abA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG442 5,8abC 15,1bB 21,8bA
Metarhizium anisopliae
var. acridum CG442c 10,1aC 22,0aB 29,7aA
CV=20,55%

1 Média de cinco repetictes
2 Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e maidscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.4 Atividade amilolitica em Metarhizium spp

As Figuras 1e 2 e a Tabela 5 apresentam a atividade amilolitica das
linhagens de Metarhizium spp. testadas. M. anisopliae var. acridum (CG442c)
reisolado de B. microplus foi o0 que apresentou o maior halo de degradacdo do
amido ao 05,10 e 15 dias de incubacdo diferindo estatisticamente das demais
linhagens aos 10 dias. M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolado de B.
microplus demonstrou menor crescimento seguido por M. flavoviride var.
flavoviride (CG291) e M. anisopliae var. acridum (CG442) aos 05 dias de
incubagéo, ndo diferindo das demais linhagens estatisticamente. M. flavoviride
var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolado de
B. microplus ndo diferiram estatisticamente entre si e apresentaram 0S menores

crescimentos aos 10 dias de incubagéo.
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Tabela 5. Atividade amilolitica de oito linhagens de Metarhizium spp. aos 05, 10 e 15 dias de incubacéo

em meio especifico.

Linhagens de Diametro do halo (mm) a
Metarhizium

5 dias 10 dias 15 dias

Metarhizium
flavoviride var. 2,8%aA2 2,14dA 3,9cdA
flavoviride CG291
Metarhizium
flavoviride var. 2,6aB 2,0dB 7,3dA
flavovirde CG291c
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG288 3,8aC 10,18bB 18,16aA
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG288c 4,6aC 8,8bB 13,7bA
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG434 3,6aB 4,9cdB 11,0bcA
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG434c 4,5aB 4,1cdB 13,0bA
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG442 2,8aC 7,6bcB 17,6aA
Metarhizium anisopliae

var. acridum CG442c 5,8aC 15,1aB 19,8aA

CV=24,82%

! Média de cinco repeticdes
> Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Halo de degradagéo (seta) do amido em Metarhizium anisopliae var.
acridum (CG442c) reisolada de Boophilus microplus (a) aos cinco
dias e (b) aos 10 dias de incubacdo em meio de cultura especifico.
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Figura 2. Halo de degradacdo (seta) de amido em Metarhizium anisopliae var.
acridum (CG442c) reisolada de B. microplus aos 15 dias de incubagéo.
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4.5. Aspectos bioldgicos de Metarhizium spp.

4.5.1 Crescimento radial

Os dados sobre o crescimento radial nos meios de cultura Czapek, Massa
de Arroz e BDA encontram-se na Tabela 6. Foi observado que as linhagens M.
anisopliae var. acridum (CG288) e M. anisopliae var. acridum (CG442c)
reisolada de B. microplus apresentaram o menor crescimento em meio Czapek
diferindo estatisticamente das demais linhagens. M. flavoviride var. flavoviride
(CG291c) reisolada de B. microplus apresentou maior crescimento em Czapeck.
No meio Massa de Arroz, apresentaram 0 maior crescimento, as linhagens M.
anisopliae var. acridum (CG434) e M. anisopliae var. acridum (CG434c)
reisolada de B. microplus e o menor crescimento foi observado em M. anisopliae
var. acridum (CG288) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291). Em BDA, M.
anisopliae var. acridum (CG288) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c)

reisolada de B. microplus apresentaram crescimento inferiores as demais.
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Tabela 6. Diametro de colénia de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de

cultura aos 12 dias de incubacéo.

Linhagem
Diametro de colénia (mm)

Czapeck Massa de Arroz BDA

Metarhizium
flavoviride var. 51,00'abB? 46,40c B 71,20aA
flavoviride CG291
Metarhizium
flavoviride var. 56,10abA 49,10c AB 47,90bB
flavoviride CG291c®
Metarhizium
anisopliae var. 39,20c B 47,00c A 49,20bA
acridum CG288
Metarhizium
anisopliae var. 46,70bcB 75,80abA 75,60aA
acridum CG288c
Metarhizium
anisopliae var. 55,10abB 78,00a A 75,40aA
acridum CG434
Metarhizium
anisopliae var. 53,00abB 78,90abA 77,00aA
acridum CG434c
Metarhizium
anisopliae var. 50,40abB 77,10abB 70,50aA
acridum CG442
Metarhizium
anisopliae var. 40,20c C 71,500 B 79,80aA
acridum CG442c

CV=7.00%

1 Média de quatro repeticaes.

2 Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e maiGscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
¥ Linhagens reisoladas de B. microplus.

As velocidades de crescimento das oito linhagens de Metarhizium spp.
encontram-se na Tabela 7. A taxa de crescimento destas linhagens no intervalo
de tempo compreendido entre 0 sexto e sétimo dia de crescimento, variou para
cada meio de cultura testado. Em meio BDA, M. anisopliae var. acridum
(CG442c) reisolada de microplus apresentou maior velocidade de crescimento e
as menores foram evidenciadas por M. anisopliae var. acridum (CG288) e M.
anisopliae var. acridum (CG434), diferindo estatisticamente das demais. No
meio Massa de Arroz as linhagens apresentaram uniformidade no crescimento e
em Czapeck, a maior velocidade de crescimento foi observada em M. anisopliae

var. acridum (CG434), igual a linhagem M. anisopliae var. acridum (CG442).

34



FERREIRA, U. L. Caracterizacéo fisioldgica e enzimética de Metarrhizium....

Tabela 7. Velocidade média de crescimento de Metarhizium spp. em diferentes meios de

cultura entre o sexto e sétimo dia de incubacéo.

Linhagem
Taxa de crescimento (mm/h)

Czapeck Massa de Arroz BDA

Metarhizium
flavoviride var. 0,02'b B? 0,02aAB 0,03bcA
flavoviride CG291
Metarhizium
flavoviride var. 0,02b A 0,02aA 0,03bcA
flavoviride CG291c®
Metarhizium
anisopliae var. 0,02 abA 0,02aA 0,02bA
acridum CG288
Metarhizium
anisopliae var. 0,03abA 0,02aB 0,03bcA
acridum CG288c
Metarhizium
anisopliae var. 0,04a A 0,02aB 0,02c B
acridum CG434
Metarhizium
anisopliae var. 0,02bAB 0,02aB 0,04b A
acridum CG434c
Metarhizium
anisopliae var. 0,04abA 0,02aA 0,03bcA
acridum CG442
Metarhizium
anisopliae var. 0,03abB 0,02aB 0,06a A
acridum CG442c

CV=34.85%

1 Média de quatro repeti¢des, com o halo expresso em mm.

2 Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e maiGscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
® Linhagens reisoladas de B. microplus.

4.5.2 Producao de esporos

Foi observada a producdo de esporos em todos 0s meios de cultura
estudados conforme mostra a Tabela 8. Em meio Czapeck, M. anisopliae var.
acridum (CG434c) reisolada de B. microplus apresentou a maior esporulagéo,
diferindo estatisticamente das demais. Em meio de Massa de Arroz foi constatada
a maior esporulagdo por M. flavoviride var. flavoviride (CG291), e em meio

BDA, M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus.
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Tabela 8. Esporulacdo de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de cultura

aos 12 dias de incubacéo.

Média de esporulacédo (10%/mL)

Czapeck Massa de Arroz BDA
Linhagem

Metarhizium

flavoviride var. 3,40'b B? 55,60a A 3,10c B
flavoviride CG291

Metarhizium

flavoviride var. 10,20ab A 14,40bc A 20,10c A

flavoviride CG291c®

Metarhizium

anisopliae var. 9,00abAB 150c B 26,50c A
acridum C(G288

Metarhizium

anisopliae var. 3,00b B 15,60bc B 70,70b A
acridum CG288c

Metarhizium

anisopliae var. 3,90b C 30,30b B 58,10b A
acridum CG434

Metarhizium

anisopliae var. 31,10a A 11,90bc B 520c B
acridum CG434c

Metarhizium

anisopliae var. 9,50ab A 10,00bc A 19,10c A
acridum CG442

Metarhizium

anisopliae var. 4,80b C 13,00bc A 20,60c A
acridum CG442c

CV=28.23%

! Média de quatro repeticdes

2 Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e maitscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
® Linhagens reisoladas de B. microplus.

4.5.3 Peso seco

Os dados obtidos mostram que houve variagcdo no peso seco das linhagens
nos diferentes meios de cultura. (Tabela 9). Em meio Czapeck, M. anisopliae var.
acridum (CG288) mostrou menor peso e maior peso em M. anisopliae var.
acridum (CG442), j&4 em Massa de Arroz, as linhagens M. anisopliae var.
acridum (CG288c) reisolada de B. microplus e M. flavoviride var. flavoviride
(CG291) apresentaram o0 menor peso e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c)

reisolada de B. microplus) o maior peso. A linhagem M. anisopliae var. acridum
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(CG442) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus
apresentaram 0S maiores peso em meio BDA, ndo apresentando diferenca
estatisticamente significativa em relacdo as outras linhagens estudadas. A
linhagem M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus

apresentou o menor peso seco em BDA.

Tabela 9. Peso seco de oito linhagens de Metarhizium spp. em diferentes meios de cultura aos

12 dias de incubacdo.

Peso seco (g) nos meios de cultura

Czapeck Massa de Arroz BDA
Linhagem

Metarhizium
flavoviride var. 0,46b A? 0,43aA 0,14aB
flavoviride CG291
Metarhizium
flavoviride var. 0,37bc B 0,65aA 0,16aC
flavoviride CG291c®
Metarhizium
anisopliae var. 0,22c B 0,62aA 0,14aB
acridum CG288
Metarhizium
anisopliae var. 0,42bc A 0,43aA 0,13aB
acridum CG288c
Metarhizium
anisopliae var. 0,40bc A 0,45aA 0,15aB
acridum CG434
Metarhizium
anisopliae var. 0,39bc A 0,45aA 0,15aB
acridum CG434c
Metarhizium
anisopliae var. 0,68* A 0,50aB 0,16aC
acridum CG442
Metarhizium
anisopliae var. 0,50% A 0,45aA 0,14aB
acridum CG442c

CV=28.23%

I Média de quatro repeticdes.

2 Médias seguidas da mesma letra, minGscula na vertical e maiGscula na horizontal, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
% Linhagens reisoladas de B. microplus.
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4.6 Caracterizacdo protéica e isoenzimatica de Metarhizium spp. em gel de

poliacrilamida

As linhagens de Metarhizium spp analisadas por eletroforese mostraram
um padrdo variavel em relacdo as bandas de proteinas totais e para as enzimas

fosfatase acida e esterase e simples para superdxido dismutase.

4.6.1 Perfil protéico total

Os resultados da andlise do extrato protéico contido no micélio das oito

linhagens de Metarhizium spp. estdo documentados na Tabela 10 e na Figura 3.

Foi observado um comportamento polimdrfico em relagdo as bandas de
proteinas totais, sendo reveladas bandas com intensidade forte, méedia e fraca em
diferentes regides do gel, que variaram em namero de um a oito, predominando o
namero de cinco bandas. Os valores de mobilidade relativa (Rf), das bandas
protéicas mostraram bandas em comum produzidas pelas linhagens e localizadas

em diferentes regides do gel.
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Proteinas Totais

1 L] L] L] L] L] L] L] L]
CG288 CGZ288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c
Intensidade

B N ]
Forte Meédia Fraca

Figura 3. Eletroferograma de proteinas totais de oito linhagens de Metarhizium spp. em gel

de poliacrilamida (12%).
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Tabela 10. Mobilidade relativa de proteinas totais em gel de poliacrilamida de oito linhagens de

Metarhizium spp.

Regides do gel

Mobilidade relativa (Rf)

CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c

O©Coo~No ok, wWN -

31,81

38,63

56,81

79,54

97,72

2,22

4,44

16,66

20,00

40,00

95,55

6,66

11,11

15,55

21,11

24,44

45,55

57,77

77,77

95,55

6,38

10,63

17,02

20,21

23,40

43,61

55,31

74,46

95,74

2,12

4,25

15,95

38,29

57,44

61,70

95,74

212 212 2,12

4,25 4,25
12,76
14,89
15,95
18,08
36,17
38,29 38,29
40,42
57,44
61,70

95,74 95,74 95,74
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4.6.2 Atividade esterasica

Os padr@es de esterase das diferentes linhagens estdo representados pelo

eletroferograma da Figura 4 e pela mobilidade relativa mostrada na Tabela 11.

As linhagens apresentaram polimorfismo com bandas em comum
reveladas em diferentes regides do gel. M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e
M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus apresentaram
fendtipos iguais com relacdo a esterase, com apenas uma banda monomorfica de
mesma intensidade e posicdo no gel. Expressdes fenotipicas semelhantes foram
evidenciadas entre M. anisopliae var. acridum (CG434), M. anisopliae var.
acridum (CG442c) reisolada de B. microplus, bem como entre M. anisopliae var.
acridum (CG 434c) reisolada de B. microplus e M. anisopliae var. acridum
(CG442).

Esterase

T T T T T T T T T T T T T
CG288 CG288c CG291 CG2Mc CG434 CG434c CG442 CG442c

Intensidade

[ [ i —
Forte Média Fraca

Figura 4. Eletroferograma de esterase de oito linhagens de Metarhizium spp. em gel

de poliacrilamida (12%).
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Tabela 11. Mobilidade relativa de esterase em gel de poliacrilamida de oito linhagens de

Metarhizium spp..

Regibes Mobilidade relativa (Rf)

dogel CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c  CG442  CG442c
1 25,53

2 26,92 26,92 26,92
3 27,45

4 28,57

5 29,41 29,41

6 29,80 30,76 30,76
7 31,37

8 31,63

9 34,04

10 41,34
11 44,23 44,23

12 44,89

13 45,09

14 61,53 61,53

4.6.3 Atividade de fosfatase acida

A Figura 5 mostra o sistema de fosfatase &cida presente no micélio das 8
linhagens estudadas. Foi evidenciado a presenca de 7 padrbes de bandas de
intensidade forte, média e fraca com predominancia de bandas fracas. A mesma
expressdo fenotipica foi evidenciada entre M. flavoviride var. flavoviride
(CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus,
com as bandas apresentando mesma intensidade e mobilidade relativa no gel,
conforme mostra a Tabela 12. O sistema de fosfatase acida apresentou 24 regides

diferentes.
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Fosfatase Acida
— I
+ | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
CG291 CG?91c CG434 CG43dc CG44?2 CG4dZc

1 1 T
CG288 CG288c
[ [ I —

Forte Média Fraca

Intensidade

Figura 5. Eletroferograma de fosfatase acida de oito Metarhizium spp., em gel de poliacrilamida (12%)
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Tabela 12. Mobilidade relativa de fosfatase acida em gel de poliacrilamida de de 8 linhagens de
Metarhizium spp.

Regibes do gel Mobilidade relativa (Rf)

CG288 CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c

2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08
2,12
4.25

6.25 6.25 6.25
6.38

7.29
8.33
10.41 10.41

O©OCoo~No ok~ wWwN -

31.25

10 41.66

11 42.55
12 45.83 45.83

13 56.25

14 57.44
15 58.33

16 61.45 61.45

17 75.00 75.00

18 77.08

19 79.16

20 85.41

21 87.50 87.50

22 89.36
23 89.58 89.58

24 93.75

4.6.4 Atividade de superdxido dismutase

O perfil eletroforético nas condicdes adotadas para este estudo,ndo
detectou o sistema superdxido dismutase em M. anisopliae var. acridum
(CG434), M. anisopliae var. acridum (CG434c) reisolada de B. microplus, M.
anisopliae var. acridum (CG442) e M. anisopliae var. acridum (CG442c)
reisolada de B. microplus e a presenca de dois padrbes de bandas entre M.
anisopliae var. acridum (CG288), M. anisopliae var. acridum (CG228c)
reisolada de B. microplus), M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e M.
flavoviride var. flavoviride (CG291c) reisolada de B. microplus (Figura 6). Foi
observado a predominancia de bandas de intensidade forte nas linhagens 288,
291 e 291c. Os valores de mobilidade relativa mostrado na Tabela 13

evidenciaram bandas em comum produzidas em M. anisopliae var. acridum
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(CG288), M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus, M.

flavoviride var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride (CG291c)

reisolada de B. microplus e localizadas em diferentes regibes do gel. Foi

evidenciado em M. anisopliae var. acridum (CG288c) reisolada de B. microplus,

M. flavoviride var. flavoviride (CG291) e M. flavoviride var. flavoviride

(CG291c) reisolada de B. microplus uma banda de mesma mobilidade relativa e

intensidade.

Superdxido Dismutase
— e A
— I

| I | I I
CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c
Intensidade

1 1 1
CG288 CG288c

B N
Forte Média Fraca

Figura 6. Eletroferograma de superoxido dismutase de oito linhagens de Metarhizium

spp. em gel de poliacrilamida (12%).

Tabela 13. Mobilidade relativa de superéxido dismutase em gel de poliacrilamida de oito

linhagens de Metarhizium spp..

Regibes do gel Mobilidade relativa (Rf)
CG288 (CG288c CG291 CG291c CG434 CG434c CG442 CG442c
2,56
2,63 2,63 2,63
17,94

O wWNPRE

18,42
21,05
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5. DISCUSSAO

5.1. Atividade quitinolitica

A penetracdo dos fungos através da cuticula dos insetos envolve um
mecanismo de adesdo via apressorio (St LEGER et al., 1991) e outro via
producéo de varias enzimas extracelulares que atuam na degradacéo ativa durante
0 processo de penetracdo no hospedeiro (ROSATO et al., 1981; St LEGER et al.,
1986a, 1986b, 1986¢; 1986d). Experimentos in vitro utilizando cuticula de
carrapato e exosqueleto de camardo como substrato mostraram que M.
flavoviride var. flavoviride e M. anisopliae var. acridum foram capazes de
produzir quitinase. Das oito linhagens testadas todas apresentaram niveis
variados de atividade quitinolitica, sendo que tanto o substrato exosqueleto de
camardo quanto o substrato cuticula de carrapato, o maior nivel foi apresentado
por M. flavoviride var. flavoviride CG291c (Tabela 2). Esses resultados
comprovam que o0s fungos entomopatogénicos produziram esta enzima ao
promoverem a degradacdo da cuticula do artropode. Os resultados obtidos em
meio com cuticula de carrapato apontam a alta producdo de quitinase induzida
por este substrato frente a quitina obtida de outro artropode. Neste sentido é
necessario que se desenvolvam estudos utilizando diferentes exosqueletos como
uma maneira de se detectar linhagens flngicas mais patogénicas as pragas de
interesse veterinario e agroindustrial. Estudos desenvolvidos com outros grupos
de fungos quanto a producdo de quitinase em meio solido foram investigados em
relacdo a producdo de varias enzimas, dentre as quais a quitinase (St Leger et al.,
1996a). Os autores investigaram o numero e tipos de enzimas quitinoliticas
produzidas por M. anisopliae, M. flavoviride e B. bassiana e concluiram que
cada espécie produziu uma variedade de N-acetil-B-D-chitobioses durante o
crescimento em meio contendo cuticula de inseto e que M. flavoviride também
produziu 1,4-B-quitobiosidases. El-Sayed et al. (1989) correlacionaram a

atividade quitinolitica com a viruléncia, utilizando linhagens selvagens e
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mutantes de Nomuraea rileyi, outro fungo entomopatogénico, empregado no
controle de Nezaria viridula, o percevejo da soja e Anticarcia gemmatalis,
lagarta da soja (ALVES, 1998). Constataram que as linhagens virulentas
produziram altos niveis de quitinase durante a penetracdo do fungo no

hospedeiro.

5.2 Atividade lipolitica

As lipases também atuam no processo de penetracdo dos fungos,
principalmente nos entomopatogénicos na fase de adesdo no hospedeiro, antes
mesmos da emissdo do tubo germinativo dos conidios, liberando enzimas e
favorecendo o processo de nutricdo entre o agente e o hospedeiro (ROBERTS et
al., 1987; ALVES, 1998; PUPIM et al., 2000). Nas condicbes do trabalho, foi
detectada a atividade lipasica em todos os micélios das 8 linhagens de
Metarhizium, aos 15 dias de incubacdo. A linhagem CG434 (M. anisopliae var.
acridum) apresentou maior atividade lipasica, a partir do décimo dia de
incubagcdo ao contrério da linhagem CG 434c (M. anisopliae var. acridum
reisolada de B. microplus) provavelmente a fisiologia da linhagem citada anterior
foi modificada ativando a producao de lipase nos primeiros dias de incubacgéo o
que levou a atingir sua fase estacionéria rapidamente, diminuindo a producéo
durante os demais dias. A importancia das enzimas na interacdo fungica com o
hospedeiro despertam em muitos pesquisadores o interesse em compreender a
dindmica que envolve a producdo e ativacdo das enzimas nos mais variados
grupos de fungos. Estudando a producdo de amilase em meio sélido, 0 mesmo
utilizado neste trabalho, Alves et al (2002) detectaram a producéo de lipase em
56 isolados de Mucor. J& Roberts et al. (1987) detectaram a producgéo de lipase
por fungos quando observaram sua producdo em 23 isolados fangicos liofilizados
e dois isolados que ndo sofreram o processo de liofilizacdo. A maior atividade foi
observada nos filtrados de fungos liofilizados. A produgéo de lipase extracelular

também foi detectada por Rapp e Backhaus (1992) em culturas submersas, em
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meio basal com 1% de 06leo de oliva, a partir de fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Onde as espécies de Rhizopus foram as maiores produtoras de lipase
apos 96 h de crescimento, seguidas por Fusarium oxysporum f sp casinfectum
apos 220 horas de crescimento. Oliveira (1999) investigou a atividade lipolitica
em 15 isolados de fungos obtidos do cajueiro, testados no qual destacaram F.
moniliforme e Colletotrichum gloesporioides que foram considerados pelo autor
como endofitico e fitopatdgeno respectivamente. De acordo com as investigacdes
de Knight et al. (2000), a lipase de F. solani FS1 foi imobilizada através da
atracdo covalente em gotas de poliacrilamida e sobre Dacron magnetizado,
retendo 12 e 97% de atividade respectivamente. Investigacbes comparativas
foram desenvolvidas por Pupin et al. (2000) em dois estagios de crescimento, em
conidios (C) e micélio (M), com dois meios de cultivo (meio minimo MM e meio
completo MC), em 12 linhagens de M. anisopliae dos quais duas dessas, sdo M.
anisopliae var. majus. As linhagens investigadas por Pupin et al. (2000)
apresentaram similaridades nas percentagens de lipidios totais, no entanto, a
propor¢do do conteudo de lipidios nos conidios e micélio que foram cultivados
em MM e MC mostraram diferencas significativas entre 0s meios, ao nivel de
5% pelo teste de Tukey tanto para 0 micélio quanto para os conidios indicando
variabilidade na producdo de lipidios totais durante o crescimento. A atividade
varidvel de lipase também indica alto nivel de diversidade entre as linhagens

estudadas (Tabela 3), confirmando os resultados anteriormente expostos.

5.3 Atividade proteolitica

Os fungos entomopatogénicos sdo habeis em produzir protease em
substratos especificos in vitro e durante a colonizacdo, degradando as proteinas
que compdem a cuticula do hospedeiro (BRAGA et al., 1994; St LEGER et al.,
1997; VALADARES-INGLIS; AZEVEDO, 1997; BRAGA et al., 1999). Nesse
trabalho foi observada a atividade proteolitica em meio basal solido, aos 05, 10 e

15 dias de incubacdo, nas 8 linhagens de Metarhizium spp testadas, a temperatura
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de 284+2°C. A atividade proteolitica destas linhagens tem sua importancia quando
se aponta que as proteases secretadas estdo evidenciadas no processo de
degradacdo da cuticula durante a penetracdo no inseto e por também estar
correlacionada com o processo de infeccdo. St Leger et al. (1987a; 1987c)
descreveram a presenca das proteases Prl e Pr2 durante a degradacédo da cuticula
de insetos por M. anisopliae e correlacionaram a presenca dessas proteinas com a
viruléncia sobre varios insetos (GOETTEL et al., 1989; GILLESPIE et al., 1998).
Todas as linhagens de Metarhizium spp. (Tabela 4) reisoladas de B. microplus
demonstraram maiores atividades, o que indica que a protease contida na cuticula
do carrapato ativou a producdo da enzima, consequentemente, estas linhagens
devem expressar um melhor resultado quando utilizadas no controle desta praga.
Os resultados obtidos nesse estudo quanto a deteccdo desta atividade, foram
encontrados em outros fungos filamentosos, por Alves et al (2002) quando
detectaram 82% de protease em meio sélido em 56 isolados de Mucor. Andrade
et al (2002) trabalharam com Mucor circinelloides utilizaram D-glicose, em
diferentes concentragdes (40, 60 e 80g/L) como substrato para a deteccdo de
proteases e confirmaram que a atividade enzimatica aumentou quando a
concentracdo do substrato foi reduzida para 40 g/L. Nas investigacOes realizadas
por Bidochka e Khachatourians (1994) com relacdo a adsorcdo das proteases de
M. anisopliae, V. lecanii e B. bassiana sobre a cuticula de insetos, os resultados
sugeriram que as proteases produzidas por M. anisopliae e V. lecanii foram

similares em suas propriedades de adsorcao.

A atividade de protease também foi observada em duas linhagens de M.
anisopliae var. anisopliae, com a producdo de proteina determinada através das
fases de crescimento e autdlise das culturas sobre meio em condi¢fes de indugédo
de protease (na presenca de caseina como Unica fonte de carbono e nitrogénio)
(BRAGA et al., 1999), com a producdo variando significativamente durante as
varias fases de crescimento e autdlise. A degradacdo de um amplo espectro de
proteinas, com relevancia a elastina e micina, foi evidenciado por St Leger et al.

(1997), em M. anisopliae, Verticillium lecanii e B. bassiana através da habilidade
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que estes fungos apresentaram em produzir halo de degradacdo em meio agar
contendo substratos adequados. Por outro lado, Cardoso et al. (2001) nas
investigacdes para o controle de Hypothenemus hampei com fungos,
quantificaram as proteinases totais através de espectofotometria dos isolados
Bb9620 (monospdrico) e Bb9205 (multispdrico) de Beauveria bassiana e 0s
isolados Ma 9303 (monospdrico) e Ma 9236 (multisporico) de M. anisopliae.
Demonstraram que os picos de atividade méxima de proteinases totais ocorreram
entre o primeiro e segundo dias de incubacdo e que esta atividade nos isolados de
M. anisopliae foi altamente significativa quando comparada com os isolados de
B. bassiana. A importéncia da proteinase foi indicada para o mecanismo de
infeccdo inicial do fungo sobre a cuticula de H. hampei. Contudo, outros
trabalhos podem evidenciar a relacdo entre a infeccdo do fungo e a proteina,
nesse contexto, Song et al. (2002) investigaram o efeito da infeccdo de M.
anisopliae sobre o numero de hemdcitos e de proteina soltivel na hemolinfa das
larvas de 32 e 42 instar de Dendrolimus punctatus. Observaram que entre o
primeiro e o quarto dia apo6s a infeccdo, a quantidade de hemdcito total e a
concentracdo de proteina solivel na hemolinfa foram significativamente mais
altas nas larvas infectadas quando comparadas com as ndo infectadas, e que 0s
resultados obtidos usando eletroforese em gel de poliacrilamida no terceiro,
quarto e sexto dia ap6s a infeccdo revelaram que M. anisopliae afetou o
metabolismo das proteinas no hospedeiro e que a atividade de peroxidase foi

diminuida.

5.4 Atividade amilolitica

Todas as linhagens estudadas apresentaram halo de degradacao,
produzindo assim amilase, em pH de 6,8 e a temperatura de 28° + 2°C. Embora
apresentando uma temperatura e pH diferenciados, dos descritos por outros
autores. E conhecida a importancia do pH na expresséo fisioldgica dos fungos, se

testado em condicdes de temperatura e pH diferentes possivelmente as linhagens
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de Metarhizium ndo apresentariam uma producéo de amilase tdo significativa. A
producdo de amilase foi investigada em outros fungos filamentosos como pode
ser constatada por Domingues e Peralta (1993), embora tenham trabalhado com
fungos filamentosos do solo, através de sua habilidade de produzir amilase em
meio liquido ou semi-sélido com farelo de trigo. Esses autores selecionaram e
identifiacaram uma linhagem de A. fumigatus que demonstrou atividade
enzimatica para a-amilase e glucoamilase, em pH de 6.0 e temperatura de 50°C.
Roberts e Messing-Al-Aidross (1985) investigaram in vitro, os efeitos da
viruléncia de M. anisopliae contra 0 Culex, através da atividade de amilase,
protease e lipase, concluiram que todas essas enzimas tém importante efeito
sobre a viruléncia neste mosquito. Valadares-Inglis e Azevedo (1997)
demonstraram a secregacdo de amilase em linhagens recombinantes de M.
anisopliae var. anisopliae e concluiram que ocorre diferencas significativas
durante a segregacdo dessa enzima entre recombinantes e parentais. Resultados
semelhantes aos obtidos nesse trabalho com relacdo a atividade de amilase em
meio sélido em M. anisopliae var. anisopliae, foram encontrados por Valadares
e Azevedo (1996). A atividade de amilase em meio soOlido também foi
investigada em 56 isolados de Mucor por Alves et al. (2002) que detectaram a
producdo em 84% dos isolados. Esses resultados comprovam a frequente

habilidade dos fungos entomopatogénicos em produzirem amilase.

5.5 Aspectos bioldgicos de Metarhizium spp

5.5.1 Crescimento Radial

O crescimento radial demonstrado pelas linhagens de Metarhizium spp em
BDA, assemelham-se com os dados obtidos por Ferreira (2000) quando testou o
crescimento de B. bassiana (CL1), M. anisopliae (PL43) e M. flavoviride (BR)

em meio BDA em diferentes temperaturas (25°, 28° e temperatura ambiente =
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28°+ 2°C), e observou que a temperatura ambiente foi a que propiciou 0 maior
crescimento. A temperatura € um fator importante para se evidenciar o bom
desenvolvimento das col6nias fungicas, seu efeito foi estudado por Fargues et al.
(1997) assim como o crescimento linear de isolados de B. bassiana, isolado de
Coleoptera, Lepdoptera e Orthoptera de diferentes regides e observaram que a
temperatura Otima variava entre 20 e 30°C. Ja Inglis et al. (1999) estudaram a
influéncia da temperatura na competitividade e colonizacdo do gafanhoto
migratorio por B. bassiana e M. flavoviride e constataram que o crescimento
desses fungos variou entre 25 a 40°C. Sendo que M. flavoviride foi superior ao de

B. bassiana contra esses insetos, nas condi¢des de oscilacdo de temparaturas.

5.5.2 Producéo de esporos

Os dados obtidos permitiram estabelecer a producdo de conidios nos
diferentes meios empregados, durante 12 dias, entre eles, a Massa de Arroz, o
qual foi testado pela primeira vez, em trabalhos cientificos, como substrato para
estudo do comportamento de fungos in vitro. A Massa de Arroz apresentou dados
bastante promissores e sendo um substrato de baixo custo, podera ser usado em
laboratdrio, para manutancdo de fungos entomopatogénicos. Os resultados
apresentados assemelham-se a maior esporulacdo de Metarhizium spp em BDA,
como ja foi constatado por Ferreira (2000) quando realizou estudos com duas
diferentes linhagens de Metarhizium spp. (M. anisopliae PL43 e M. flavoviride
BR). Entretanto, nos trabalhos de Ribeiro (1997) e Vilas Boas et al. (1996), que
desenvolveram estudos com espécies de Metarhizium, o substrato descrito para a
producdo de pré-indculo é o arroz parboilizado. J& Lima (2000), embora tenha
trabalhado com fungo fitopatogénico, estudou o comportamento de isolados de
Colletotrichum graminicola nos meios BDA, MDA (fuba de milho, dexrose,
agar), ADA (aveia em flocos, dextrose, agar) e V-8 (suco V-8, dgar, CaCO3) com
0 meio ADA sendo o mais favordvel para o processo fisiolégico. Logicamnte

deve-se levar em consideracdo que Lima (2000) realizou estudos com um fungo
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que apresenta caracteristicas genéticas distintas das demonstradas pelas linhagens
de Metarhizum spp.. Trabalhos relacionados com a esporulagéo de M. anisopliae
var. acridum e B. bassiana quanto as condi¢des ambientais de umidade foram
constatados por Magalhdes et al. (2000) em cadaveres de R. schistocercoides,
com M. anisopliae var. acridum produzindo mais conidios que B. bassiana em
umidade relativa de 53% e 75% internamente e com estas mesmas umidade
relativa externamente conidios ndo foram produzidos. O efeito da temperatura e
umidade relativa sobre a esporulacdo de M. anisopliae var. acridum em
cadaveres de S. gregaria foram analisados em laboratorio por Arthurs e Thomas
(2001) que observaram a producdo conidial em condicBGes constantes apds 10

dias, com umidade relativa acima de 96% e temperaturas entre 20° e 30°C.

Com uma abordagem diferenciada das que se submeteram neste estudo,
mas, realizando investigagdes com linhagens de Metarhizium spp., também
foram desenvolvidos estudos com linhagens de M. anisopliae (M337, M103,
M104, M115, M335 e M336) em culturas submersas por Song (2001), com a
producdo de conidios via esporogénese microciclica. A esporulacdo da linhagem
M337 foi observada no meio contendo Varios elementos nutritivos, onde varias
fontes de carbono e nitrogénio afetaram a producdo de conidios submersos. A
glicose, o amido soluvel e a lactose foram efetivos para que ocorresse a
esporulacédo, assim como as fontes ideais de nitrogénio foram o p6 de amendoim,
extrato de levedura e peptona. Na literatura especializada encontram-se
investigagOes realizadas com M. anisopliae e outros fungos conhecidos como
entomopatogénicos. Que assemelham-se aos dados desse trabalho, no que se
refere @ producdo de esporos destacaram-se mais no substrato BDA para M.
anisopliae. As investigacdes realizadas por Kampe e Bidochka (2002) também
demonstraram a producdo de esporos por M. anisopliae (A-1b, MAA1-2iii,
Ma2575 e HAA2-2Db), B. bassiana (Bb252) e Verticillium lecanii (V1 973) em
varios tipos de agar comercializado. As linhagens de M. anisopliae e B. bassiana
apresentaram grande producdo de esporos sobre o meio contendo batata dextrose

agar enquanto V. lecaniii em extrato de levedura peptona dextrose agar.
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5.5.3 Peso da matéria seca

Entre os meios testados, foi constatado melhor peso da matéria seca em
BDA, ocorrendo variagdo no peso das oito linhagens nos diferentes meios,
sugerindo que ndo tenha ocorrido a exaustdo total dos nutrientes que compoem
0s meios de cultivo, o que indica que os meios testados, poderiam propiciar uma
massa maior quando avaliado em periodo maior de tempo pré-estabelecido. O
peso da matéria seca foi investigado também por Braga et al. (1999), quando
observaram a autdlise das duas linhagens de M. anisopliae var. anisopliae
atingindo cerca de 62,7% de massa seca produzida e iniciada logo apds o
esgotamento da fonte de carbono. Poucos sdo os trabalhos descritos na literatura,
que abordam os aspectos relacionados com o peso de matéria seca, com fungo
entomopatogénico. Todavia, Lima (2000) também investigou a producdo da
massa seca, em diferentes isolados de C. graminicola, um fungo fitopatogénico.
Em outras condic¢des de estudo a influéncia da fonte de carbono foi analisada em
fermentacdo no estado sélido por Domenech et al. (2000) com M. anisopliae que
utilizaram as concentracfes de 15, 20, 25 30, 35, 40 e 459 de carboidratos para
cada 100g de matéria seca fungica. No sétimo dia de fermentagéo foi obtida uma
concentragdo méaxima de esporos que correspondeu a 3,79x10° de esporos/100g
de matéria seca. Foi determinado tambem a relacéo entre a umidade e a atividade
da agua e se observou que o aumento da quantidade de agucar reduziu a atividade

de 4gua no meio de cultivo.

5.6 Caracterizacdo isoenzimatica de Metarhizium spp em gel de

poliacrilamida

5.6.1 Padrdo protéico

Os resultados obtidos neste estudo no que concerne as diferencas

apresentadas nos padrbes de bandas, demonstram o grande polimorfismo
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evidenciados entre as linhagens de Metarhizium spp.. Embora trabalhando com o
mesmo fungo, mas, com linhagens e em condi¢Oes diferenciadas, Gorinstein et
al. (1996) encontraram resultados contraditorios quanto aos padrdes de bandas
entre dois isolados de M. anisopliae (M5 e M12), e concluiram existir
similaridades no peso molecular de suas bandas. No entanto, a amplitude de
padrdes protéicos foi confirmada por St Leger et al (1995) quando analisaram as
proteinas extracelulares totais através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) do isolado ME1 de M. anisopliae observando um numero amplo de
proteinas, quando o fungo cresceu sobre a cuticula do gafanhoto e uma menor
quantidade de bandas foi detectada em meio crescendo sem a cuticula, os autores
citaram ainda que existiam evidéncias de que muitas proteinas eram induzidas
especificamente durante o crescimento sobre a cuticula. Mesmo as linhagens
deste experimento ndo tendo sido avaliadas durante seu crescimento sobre a
cuticula de B. microplus demonstraram uma amplitude em seus padrdes de
bandas (Figura 3). Estudos direcionados para o melhoramento genético foram
desenvolvidos por St Leger et al. (1996b) através da obtencdo de copias
adicionais do gene que codifica a protease (Prl) regulada para degradar a cuticula
de inseto. Estas copias foram inseridas dentro do genoma de M. anisopliae para
cada Prl que foi constitutivelmente produzida sobre a hemolinfa de Manduca
sexta, ativando o sistema de profenoloxidase. Foi concluido que os efeitos
combinados da Prl com os produtos de reacdo da profenoloxidase exibiram uma
reducdo de 25% no tempo letal (TL50) das larvas, reduziram o consumo da
alimentacdo em 40% e os insetos infectados resultaram em cadaveres pobres em
esporulacdo fungica. Ja Oliveira e Messias (1996) quando investigaram a
variacdo de proteinas totais dos esporos durante a germinacéo das linhagens E9,
Pegro e BSA de M. anisopliae var. anisopliae concluiram que a E9 iniciou a
sintese de proteina a partir do tempo zero até sete horas apds a germinacéoe para

Pegro e BSA iniciaram a germinacao entre sete e 13 horas da germinacgao.
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5.6.2 Esterase

As esterases sdo bem estudadas em fungos fitopatdgenos, Meyer e Renard
(1969) analisaram padrbes de proteinas e esterases em quatro linhagens de
Fusarium oxysporum f. sp. melonis e cinco de F. oxysporum f. sp. elaeidis
obtidas de areas restritas através de gel de poliacrilamida, com o objetivo de
determinar a eficiéncia deste método na identificagdo de formas patogénicas. Foi
concluido que os padrdes de proteinas e esterases das duas formas especiais de
Fusarium monstraram-se quimicamente heterogéneos, sugerindo que estes
padrdes ndo foram validos para a identificacdo das formas patogénicas do
Fusarium. O polimorfismo evidenciado entre as linhagens de Metarhizium spp
para o sistema de esterase neste estudo (Tabela 11) também foi evidenciado por
Valim-Labres et al. (1997) ao analisarem os efeitos da resisténcia do hospedeiro
sobre os padrbes isoenzimaticos de 27 isolados, entre estes, evidenciaram o
polimorfismo existente dentro do mesmo isolado recuperado de hospedeiros
diferentes. Conforme Valim-Labres et al. (1997) estes resultados sdo possiveis
desde que o numero de genes envolvidos sejam bem maiores no sistema de
esterase do que aqueles sistemas de metabolismo interno, onde os produtos sao
muito mais uniformes. Como as esterases tém um amplo nimero de genes que
codificam para diferentes moléculas com a mesma funcdo, os genes do
hospedeiro correspondente podem neutralizar alguns, mas, ndo todos os genes
dos patdgenos. Martinez et al (1997) determinaram a variabilidade no sistema de
esterases de M. anisopliae por eletroforese em gel de poliacrilamida, analisaram
0 zimograma de 10 isolados de diferentes origens geogréaficas e hospedeiros,
distinguindo seis padrdes de esterase, revelando um grande polimorfismo para o
sistema de esterase de M. anisopliae. Os resultados deste trabalho ndo se
assemelham aos constatados por Oliveira (1999), quando investigou que de modo
geral, nos isolados de Penicillium alutaceum foram observadas quatro bandas de
esterase, com os isolados Pa-1, Pa-2, Pa-3, Pa-5 e Pa-6 apresentando
praticamente a mesma mobilidade relativa no gel de poliacrilamida, com

variacdo na intensidade das bandas entre os isolados Pa-2 e Pa-6. A analise dos
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zimogramas de esterase de espécies diferentes de Fusarium spp, foram obtidas
por Szécsi et al. (1995) por eletroforese em gel de poliacrilamida, que detectaram
o polimorfismo entre as espécies estudadas. Esses resultados se assemelham aos
resultados encontrados nesse trabalho, no que se refere ao polimorfismo
evidenciado entre as linhagens de Metarhizium spp.. Outro trabalho descrito na
literatura especializada com Fusarium foi desenvolvido atraves da anélise dos
zimogramas de esterase, obtidos a partir da eletroforese, em gel de
poliacrilamida, de extratos protéicos de Fusarium sambucinum originados de
diferentes localiza¢Bes geograficas por Szécsi et al. (1995) que concluiram que 0s
isolados desta espécie foram indistinguiveis por eletroforese. Diferentemente das
semelhancgas encontradas entre as linhagens CG291 e CG291c todas as demais
linhagens estudadas neste trabalho foram indistinguiveis através da mobilidade
relativa (Tabela 11). No entanto, os resultados desse trabalho, também néo se
assemelham as investigacOes realizadas por Lima e Menezes (2002), que
detectaram em outro fungo fitopatogénico, um pequeno polimorfismo nos nove

isolados de C. graminicula.

Diante da deteccdo das atividades expressadas pelas oito linhagens de
Metarhizium spp. neste trabalho sugere-se a andlise de diferentes amostras de M.
anisopliae e de M. flavoviride para posteriores utilizacbes em programas de
controle de pragas, principalmente de carrapato, que € um problema na regido
Nordeste, com destaque para 0 Sertdo da Paraiba. Baseado neste ponto de vista
pode ser citado os estudos de Freimoser et al. (2003) que analisaram sequéncias
expressadas por M. anisopliae, com amostras de M. anisopliae var. anisopliae
denominada como patogena de amplo alcance entre as doencas de insetos e a
amostra especifica para gafanhotos M. anisopliae var. acridum de proteinas
secretadas com potencial de atividade em insetos hospedeiros. As enzimas ditas
como alvo potencial nos insetos hospedeiros incluiram as proteases (proteinases),
quitinases, fosfolipases, lipases, esterases, fosfatases,com uma série de diversas

proteases que abrangem 36% de todas as sequéncias expressadas por M.
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anisopliae var. anisopliae. Das sequéncias expressadas, 80% pode ser agrupada

dentro dos grupos funcionais com significancia em outros fungos ascomicetos.

5.6.3 Fosfatase acida

Nos sistemas de fosfatase acida (ACP) desse trabalho foram detectados
uma variagdo entre quatro a seis bandas que variaram em sua posicdo e
intensidade, originando 24 regiGes no gel. A presenca do polimorfismo no
sistema de ACP descrito foi evidenciado em fungo fitopatogénico por Lima e
Menezes (2002) nos estudos desenvolvidos com nove isolados de C. graminicula
em gel de poliacrilamida, onde todos apresentaram duas bandas de enzima com
variagdo na intensidade e posicdo no gel. O polimorfismo detectado neste
trabalho para o sistema de ACP pode ser observado na Tabela 12, o que ja foi
evidenciado em outro fungo filamentoso, Bipolaris sorokiniana, por Valim-
Labres et al. (1997). Embora Xia et al. (2000) ndo tenha trabalhado com as
mesmas linhagens de Metarhizium spp. testadas nesse experimento realizaram
investigagOes com outro isolado de M. anisopliae var. acridum e detectaram um
aumento na atividade de ACP da hemolinfa do inseto S. gregaria no 3° apés a
inoculacdo, o que coincidiu com o declinio na quantidade de hemdcitos totais e
uma redugdo marcada na propor¢do que os plasmacitos e coaguldcitos mostraram
manchas positivas para fosfatase acida. Os resultados sugeriram uma origem
fungica da enzima através da identificagdo de isoformas da ACP na hemolinfa do
inseto nos diferentes tratamentos. Nas investigacGes de Jones et al. (1995) foram
analisadas imagens coloridas e usadas para a mensuracdo da co-relagéo
posicional entre a concentracao intracelular de fosfatase acida e a diferenciacao
celular da hifa com procedéncia para os padrGes de atividades através de zonas

circulares concéntricas.
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5.6.4 Superoéxido dismutase

Os resultados obtidos indicaram a auséncia de bandas em 50% das
linhagens de Metarhizium testadas. A presenca deste sistema de enzimas em
fungos foi descrito por Kwon e Anderson (2000) nos estudos realizados com
Fusarium proliferatum durante a infeccdo em bainha de trigo, com o fungo
expressando o padrdo enziméatico em condi¢es com limitac6es nutricionais ou

de estresse oxidativo durante o precesso de colonizagéo da bainha do trigo.
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6. CONCLUSOES

1. A producdo de quitinase foi evidenciada em todas as linhagens de

Metarhizium spp. testadas;

2. A melhor producéo de quitinase foi em meio com cuticula de carrapato;

3. A maior atividade enzimatica em meio basal especifico foi observada em M.
anisopliae var. acridum (434c) reisolada de B. microplus e M. anisopliae var.
acridum (434) para a producdo de lipase, M. anisopliae var. acridum (442c)
reisolada de B. microplus para a producdo e protease e M. anisopliae var.
acridum (442) para a producao de amilase;

4. O meio Massa de Arroz e o BDA, induziram melhor crescimento radial;

5. M. anisopliae var. acridum (442c) reisolada de B. microplus apresentou o

maior crescimento micelial e a maior velocidade de crescimento em BDA;

6. O meio BDA induziu a maior esporulacdo e melhor peso da matéria seca nas

espécies de Metarhizium ;

7. Todas as linhagens apresentaram variacdo quanto aos padrdes protéicos;

8. O sistema de fosfatase acida, superoxido dismutase e isoesterasico revelaram

a diversidade genética existente entre as espécies de Metarhizium.
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Tabela 14. Atividade quitinolitica de linhagens de Metarhizium spp aos 12 dias
de incubacéo em basal especifico.

Meio Basal

Linhagem Com Cuticula Sem Cuticula
288 224de A 1.67 cde B
288C 254cd A 214bc A
291 1.57e A 1.06de A
291C 45la A 259b B
434 2.92 bcd A 1.42 cde B
434C 350b A 099e B
442 2.75 bcd A 1.86 bcd B
442C 3.16bc A 1.04de B

CV =1521%

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na vertical e maiuscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 15. Atividade lipolitica de linhagens de Metarhizium spp apds cinco dias
de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 3.35aA 3.65aA
291 250aA 192 bA
434 2.70aB 447 a A
442 2.52aA 1.47bB

CV = 20,66%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 16. Atividade lipolitica de linhagens de Metarhizium spp ap6s 10 dias de
observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 3.35aA 3.65aA
291 2.50a A 192 bA
434 2.70aB 447 aA
442 2.52a A 1.47b B

CV = 20,66%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 17. Atividade lipolitica de linhagens de Metarhizium spp ap6s 15 dias de
observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 391aA 450aA
291 3.07aA 257b A
434 3.37aB 4.98aA
442 344aA 2.20b B

CV = 20,88%

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na vertical e maiuscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 18. Atividade proteolitica de linhagens de Metarhizium spp apds cinco
dias de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 0.50b A 0.27ab A
291 0.63b A 04la A
434 051bA 0.24ab B
442 1.04a A 0.00b B

CV =44,43%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 19. Atividade proteolitica de linhagens de Metarhizium spp apés 10 dias
de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 252aA 1.45bB
291 292aA 2.32aB
434 2.64aA 0.77cB
442 297aA 1.17bc B

CV =15,73%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 20. Atividade proteolitica de linhagens de Metarhizium spp ap6s 15 dias
de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 252aA 1.45bB
291 292a A 2.32aB
434 2.64aA 0.77cB
442 297aA 1.17bc B

CV =15,73%

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na vertical e maiuscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 21. Atividade amilolitica de linhagens de Metarhizium spp ap0s cinco
dias de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 0.38aB 0.46b A
291 0.28 a A 0.26 cA
434 0.36 aB 045b A
442 0.28aB 0.58a A

CV = 20,66%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 22. Atividade amilolitica de linhagens de Metarhizium spp ap6s 10 dias
de observacdo em meio basal especifico.

Passagem
Linhagem Com Sem
288 122a A 0.88aB
291 0.21c A 0.20b A
434 0.49 bc A 041bA
442 0.76 b B 1.11aA

CV =38.12%

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na vertical e mailscula na
horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Folos cedidas pelos autores

s Carrapatos sio os mais

importantes ectoparasi-

tas em dreas de explora-

Cdo pecudria tanto em

regides tropicais quanto
subtropicais e sio responsiveis por
severas perdas econdmicas, principal-
mente no que concerne A ransmissao
de patdgenos ¢ toxinas, como vetores
potenciais. O maior prejuizo causado
pelos carrapatos deve-se a sua habili-
dade em transmitir protozooses, ri-
quetisioses e viroses. As enfermidades
transmitidas pelos arrépodes situam-
se entre os mais importantes proble-
mas de satde em todo o mundo. Mas,
apesar do progresso alcangado em
décadas anteriores, pelos programas
de controle de artrépodes através de
agentes quimicos, os carrapatos ainda
representam, na atudlidade, um risco
constante e grave para a populagio
mundial, seja a humana, seja a animal,
sendo fundamental o conhecimento
da interrelagio “artrépode - agente
patogénico - hospedeiro™ dentro do
ambiente total, para se pensar em
controle efetivamente vidvel (OMS,
1980; Waharton, 1983).

A inclusio de bovinos especializa-
dos em zonas onde originariamente
esses animais nio existiam ou, mais
especificamente, a presenca de ragas

européias nos épicos, acentuou 2
necessidade de se controlar as infesta-
¢oes por carrapatos, No Brasil, esse
controle é exclusivamente voltado para
o Boopbilus microplus, carrapato de
um s& hospedeiro, que, no entanto,
acarreta prejuizos globais na pecudria
sul-americana no valor de US$
067.886.184.00 (Hom, 1983), inviabili-
zando o aproveitamento do couro em
80% a 90%, uma perda sanguinea em
torno de um litro por ciclo por animal
e uma diminui¢do no ganho de peso
de um quilograma/ano (Ramirez,
1982).

O homem desenvolveu vidrios mé-
todos para ¢ controle do carrapato
(Garcia & Ozaki, 1993; Nari,1995; Fer-
nandez-Ruvalcaba et al.,
1999; Khalaf-Allah,
1999), no entanto, nem
todos foram capazes de
resolver o problema
(Monteiro et al., 1998;
Frisch, 1999) para cuja
solugio imediatista sem-
pre fora o uso de subs-
tancias quimicas acarici-
das: porém, essas dro-
gas determinaram, em di-
ferentes épocas, o apa-
recimento de populagdes
de carrapatos resisten-
tes, além de determina-
rem a permanéncia de
residuos em produtos de
origem animal € no meio
ambiente, tornando a
busca de outras alterna-
tivas para o controle do
carrapato uma questdo
fundamental (Garcia &
Ozaki, 1993; Frisch,
1999). Conseqlientemen-
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te, o controle das populacdes de artré-
podes deve ser realizado também com
0 propdsito de reduzir significativa-
mente seus nimeros populacionais,
respeitando, no entanto, a integridade
do ecossistema (Cuisance et al.. 1994;
Kunz & Kemp, 1994 ; Monteiro et al,
1998); para isso, vem-se efetivando o
controle bioldgico como medida al-
ternativa e promissora (Gronvald et
al., 1996; Hogsette, 1999 ; Samish &
Rehacek, 1999). A pesquisa acerca do
uso de microrganismos para controle
do carrapato ainda € incipiente, no
entanto, virios pesquisadores tém-se
dedicado ao estudo de infec¢des ex-
perimentais de carrapatos com bacté-
rias e fungos, mais especificamente

Metarhizium flavoviride

Figura 1: Metarbizium flavoviride colonizan-
do teleGginas de Boophilus micropiis em
meio BDA
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usando o Metarbizium anisopliae(Bit-
tencourt et al., 1999 ; Monteiro et al,,
1998).

O Beauveria bassiana ¢ um fungo
entomopadtogénico de distribuiciao cos-
mopolita, amplamente aplicado no
controle de pragas (Bell & Hamalle,
1970; Brady, 1981) e, recentemente,
no dos carrapatos (Bittencourt, 1999),
Um fungo entomopatogénico que
causa epizootia caracteriza-se pela alta
taxa de crescimento, produgio eleva-
da de unidades infectantes, capacida-
de de sobrevivéncia dessas unidades
no ambiente do seu hospedeiro; capa-
cidade de resistir as barreiras fisico-
quimicas do tegumento e da hemolin-
fa do hospedeiro e capacidade de
provocar sua morte rapidamente (Fuxa
& Tanada, 1987; Fuxa, 1987).

As espécies pertencentes ao géne-
ro Melarbizium, de distribuicio cos-
mopolita, sio o M. anisopliae ¢ o M.
Savoviride (Recentemente DRIVER et
al. (2000), apresentou uma nova clas-
sificaciio para o M. flavoviride, consi-
derando-o apds andlises moleculares
como Melarbizium anisopliae var,
acridium), de comprovado sucesso
no controle de insetos-praga,
notadamente as cigarrinhas da cana-
de-agicar (Luna, 1985) e os gafanho-
tos (Moreira et al., 1996; Fariz et al.,
1999), sendo o M. anisopliae, recente-
mente usado no controle bicl6gico de
carrapatos (Bittencourt, 1999). Ambos
estido entre os mais importantes paté-
genos microbianos, com grande po-
tencial para o desenvolvimento como
agentes de controle bioldgico, possu-
inde um alto grau de infectividade e
patogenicidade contra insetos-praga
(Goettel et al, 1995),

Entre os fungos entomopatogéni-
cos, 0s mais empregados no controle
de pragas sao o B. bassiana e o M.
anisopliae, este futo talvez se deva a
sua ampla distribuicio geogrifica, a
variedade de hospedeiros ¢ as ocor-
réncias em condigoes naturiis, enzo-
dticas ou epizodticas (Alves, 1998).

A necessidade, cada dia maior, de
se conseguir controlar os carrapatos
tem levado os pesquisadores a conse-
guirem formas alternativas para esse
controle. Embora os estudos tenham-
se intensilicado no sentido do contro-
le imunoldgico, a procura do desen-
volvimento de vacinas (Vaz Jtnior et
al.,2000), e trabalhos que utilizam mi-

Figura 2: Beauveria bassianda
colonizando teledgina Boophi-
lus microplus em meio BDA

crorganismos como método alternati-
va indicam o controle biolégico como
a técnica mais viavel de procedimento
(Alves, 1998).

Para avaliar o efeito in vitro de M.
anisopliae, M. flavoviride e B. bassia-
na, a temperatura ambiente, sobre
teledginas e ovos do carrapato B.
microplus, coletados no campo, a equi-
pe de pesquisadores do Laboratério
de Controle Bioldgico do Departa-
mento de Micologia da Universidade
Federal da Pernambuco, sob a res-
ponsabilicade da Professora Elza Au-
rea de Luna-Alves Lima, orienta traba-
lhos com o objetivo de caracterizar
fungos entomopatogénicos com po-
tencialidade para ser utilizados no
controle biologico e integrado desse
ixodideo, vislumbrando, assim, um
controle sem o uso de pesticidas qui-

Figura 3: Metarbizium anisopliae
colonizando teledgina Boophilits
nticroplis em meio BDA

Bioteenaologio Cidncia & Doserrealvintenio -

Caracterizacao fisiologica e enzimatica de Metarrhizium....

micos para favorecer a biosseguranga
do ecossistema.

Partiu-se de linhagens obtidas da
Colecio de Cultura de Fungos da
Micoteca — URM, do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco: a linhagem M. anisopli-
ae PL,, isolada de Mabanarva posti-
cala, do estado de Alagoas; a M.
Jlavoviride BR, | isolada de Schistocer-
ca pallens, do estado do Rio Grande
do Norte e a Beauveria bassiana CL,,
isolada de Castnia licus, do estado de
Pernambuco, sob os nimeros de aces-
s0 URM-3349, URM-3800) ¢ URM-3447,
respectivamente. Para o preparo do
indculo, utilizou-se o substrato arroz
quebradico para o fungo M. anisopli-
ae, para o M. flavoviride, a ervilha; e
para o B. bassiana, o arroz parboiliza-
do, seguindo-se a metodologia de
Vilas Boas et al.(1996).

Para cada tratamento, foram utili-
zadas 5 teleGginas e 200 mg de ovos
de teledginas tratadas anteriormente,
com M. anisopliae, M. flavoviride e B.
basstana. Foram formados quatro gru-
pos: um controle, um tratado com M,
anisopliae, outro com M. flavoviride e
outro com B. bassian.

Para a obten¢ao do indeulo foi
utilizada a metodologia descrita por
Vilas Boas et al.(1996), e apos
quantificacio as concentracoes foram
ajustadas para 0.3031 x 10°conidia/mL
para M. anisopliae, 0.1114 x 107
conidia/mL para M. flavoviridee 0.3051
x 10" conidia/mL para B. bassiana.
Optando-se por testar uma concentri-
¢io inferior do fungo M. flavoviride,
pelo fato do mesmo ainda ndo haver
sido utilizado em bioensaios com car-
rapatos.

As in.'[(.‘d;__{inzlzi e os ovos foram
imersos, por cinco segundos, em 10
mL da suspensio de esporos (Drum-
mond et al., 1973; Green e Connole,
1981). Apos a infecgao, as teleGginas
de B. microplus, foram levadas i estu-
fa incubadora (BOD), com umidade
relativa de 88% e temperatura de
27+12C, durante 28 dias. Os ovos ¢ as
larvas também permancceram em
BOD por 20 dias. A mortalidade ¢ a
auséncia de ovoposicao, nas teleogi-
nas, foram checadas a cada dois dias.
Para se determinar o periodo de incu-
bacio e de eclosio, os ovos eram
observados a cada dois dias.

A atividade patogénica dos fungos

n' 2 juthoagosto 2001 13
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Tabela L. Atividade patogénica de Metarhizium anisopliae, Metarbizium flavoviride ¢ Beauveria bassiana para
féemeas adultas de Boopbilus microplus em condigoes de laboratério

Pcrcentual de Gom:mle (

As médias seguidas por letras dlqtmms por ]mha diferem entre si a0 mw:l de %lgnlﬁc.mma de 5%

Tabela II. Atividade patogénica de Metarbizium anisopliae, Metarbizium flavoviride ¢ Beauveria bassiana para
ovos de teleodginas de Boophilus microplus  pré-infectadas em condigoes de laboratério

Periodo de Incubagio (dias)
Periodo de Eclosao (dias)

Percentual de Eclosao (%) i

10. ?S b_
16. 25b

As médias seguidas por letras distintas, por linha, diferem entre si ao nivel de significincia de 5%

Tabela III. Atividade patogénica de Metarbizium anisopliae, Metarbizium flavoviride ¢ Beauveria bassiana para
ovos de teledginas de Boophilus microplus infectados em condigoes de laboratério

Parimetros

Controle M. anisopliae

— wet RE—T — —WH—_——---.; o S Ty

Periodo de Incubagio

M. flavoviride B. bassiana

5035 3050d
15.00a _950c.
10.00b 7.75b

As medﬂs segmdab por chms dmmes por linha, diferem entre si a0 nwcl de mgmf'c:mcm dc S%

estudados foi demonstrada
através da diferenca, estatisti-
camente significante, observa-
da entre o grupo controle e 0s
tratamentos com as linhagens
usadas. O experimento seguiu
um modelo composto por 3
repeticoes (linhagens) ¢ 5 in-
dividuos em cada repeti¢ao.
As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel
de significincia de 5%.

A acio dos fungos M. ani-
sopliae, M. flavoviride e B.
bassiana sobre fémeas adul-
tas de B. microplus esta suma-
riamente demonstrada na Ta-
bela 1. Ao se analisarem os dados
expostos, observou-se uma diminui-
¢io no peso da massa de ovos, onde
os grupos tratados com M. flavoviride
(Figura 1) e B. bassiana (Figura 2)
diferiram significativamente do con-
trole, 0 que Nio oCorTeu Com O grupo
tratado pelo M. anisopliae, embora
tenha-se observado fémeas infectadas
(Figura 3), diferindo dos resultados
encontrados por Monteiro ef al.(1998).

14 Bintecnologia Ciéncia & Desenvolvinento -

Beauveria bassiana

Figura 4: Beauwveria bassiana
colonizando ovos de teledgina
de Boophilus microplus em
meio BDA

Quanto ao periodo de pré-postura
nao houve diferenca significativa en-
tre os grupos, o que difere assim dos
dados de Monteiro et al. (1998), quan-
do estudou a ac¢io do M. anisopliae
sobre teledginas de B. microplus, o

n® 21 - jutho/agosto 2001

periodo de postura diminuiu
nos grupos tratados; o indice
de produgao de ovos foi bai-
X0 nos grupos tratados com
M. flavoviride e B. bassiana
e o grupo tratado com o M.
anisopliaenao diferiu do con-
trole, resultado que nio cor-
rabora com os de Monteiro et
al (1998). Por fim, consegue-
se rapidamente constatar a
acao efetiva dos fungos prin-
cipalmente do grupo tratado
com o M. flavoviride, o qual
apresentou um percentual
medio de controle de 90.94%.

Com relagio a biologia
de ovos de teledginas de B. microplus
infectadas, a Tabela 11 mostra com
clareza a acio do fungo M. flavoviride
sobre os demais fungos utilizados, onde
o percentual de eclosio foi de apenas
13.75% em relagao ao grupo controle,
constatando-se, também, efetiva acao
do M. anisopliae e da B. bassiana
(Figura 4).

A Tabela Il mostra a agao do fungo
M. flavoviride sobre ovos de teledginas
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de B. miicroplus infectados, aumentan-
do o periodo de incubagio e de eclo-
sa0; diminuindo o percentual de eclo-
sio. Observou-se, ambém, efetiva acio
do M. anisopliae e B. bassiana.
Diante dos resultados obtidos até o
momento com as pesquisas em anda-
mento, concluiu-se que os fungos estu-
dados mostraram atividades biocontro-
ladoras sobre B. microplus e aponta o
M. flavoviride como novo agente a ser
explorado no controle do carrapato
bovino. A perspectiva da real patogeni-
cidade de fungos entomopatogénicos
contra carrapatos ¢ o desenvolvimento
de novas tecnologias para a aplicacio
desses produtos biologicos, vao contri-
buir para a produgiio animal e para
minimizar os danos ecottixicos.
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Pathogenicily in vitro ol Metarhizium anisopliae, Metarhizium Slavoviride and
Beauveria bassiana on Rhipicephalus sanguineus females from Paraibano
Semi-Arid of Brazil

A. C. R. Athayde' U. L, Ferreira’, C. A. Barreto’, E. A de L. A Lima?,

'Department of Veterimary Medicine, Campus Vil, F'ederal University of Paraiba,
P. 0. Box 64,58.700-000, Patos, Paruiba, Brazil
*Department of Micology, I'ederal University of Pernambuco, A.: Nelson Chaves, s/,
50.670-420 Cidade Universitiaria, Recife, Pernambuco, Brazil

The fungi Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride and Beauveria bassiana
inoculated under form of suspension conidial in engorged females of Rhipicephalus
sanguineus, collected dircctly of the animal and maintained fo t(he ambicnt
temperature they presented biocontrol action on this ixodid, increasing the pre-
ovipositional period, shortening the ovipositional period, the weight of the mass of
eggs and index of production of eggs, as well as they prescnted a percentage of
control that varied between 79.43% and 93.40% in all the treated groups. For the
cggs of the inoculated females increase was observed in the prehatch and eclosion
periods; and one accentuated reduction in the percentage of eclosion, mainly for
the treated group with the A flavoviride. The possibility of the use of those
entomopathogens for control of this ixodid species, consequently, will favor (o the
one better safety to the animal and the environment.

KEY WORDS: Rhipicephalus sanguineus; Metarhizium anisopliae; Metarhiziim
Slavoviride; Beauveria bassiana; biological control; pathogenicity; ovipositional
period; prehatch period; eclosion.

INTRODUCTION

The ticks are one of the most important ectoparasites, in agricultural zones,
of tropical and sub-tropical areas, and they are responsible for severe economic losses,
mainly, in what it concerns the pathogens transmission and toxins, as potential vectors
(OMS, 1980). The largest damage, caused by the ticks, is due o its ability in
transmitting protozooses, riquetisioses and viroses. The annual losses, in the cattle
industry of tropical and sub-tropical areas, due to the damages caused by the ticks, are
esteemed in million of dollars (OMS,1977; Frisch, 1999).

The species Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae), considered of
Afiican origin, has wide geographical distribution, however, limited to tropical and
subtropical areas (Hooker ef al, 1912), they have great imporiance in veterinary
medicine, because it causes spoliation, being an important vector of pathogenic agents,
mainly Babesia canis and Ehrlichia canis (Dongus et al., 1996). It is an ixodid with
three hosts, that sponges domestic and wild canideos, as well as, african carnivores

! To whorn correspondence should be addressed at present address: Centro de Ciéncias Biolégicas,
Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Av.: Nelson Chaves, s/n, Cidade
Universitiria, Recife-PE, Brasil, CEP.:50.670-420
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(Hoogstraal, 1985). In Brazil, it is distributed in the whole national territory, although
the studies concerning its biology are scarce, causing the most severe infestation pictures

(Sartor et al., 1996).
The control of ticks is of great importance for the tropical and sub-tropical

areas, mainly for the no environmental aggression. However, the still used methods, and

. many limes in a randonly and indiscriminate way, are restricted to applications of
synthetic chemical producls ofien associated with manage ways, which induce the
appearance of resistant ticks strains to the active chemical of these drugs (Bittencourt e/
al., 1994; Cuisance ef al., 1994; Kunz and Kemp, 1994; Monteiro e/ al., 1998).

Several methods were developed for the tick control (Garcia and Ozaki,
1993), however, not all was capable to solve the problem, whose immediate solution
always is the use of acaricides, determining, among other damages, environmental
pollution and permanence of residues in products of animal origin, turning like this, the
search of another alternatives for the control of the tick, a fundamental subject (Garcia
and Ozaki, 1993; Kunz and Kemp, 1994). The control of the arthropods populations,
should be also accomplished, with the purpose of reducing to its maximum levels of
population, always, respecting the integrity of the ecosystem and for this, it comes if
executing the biological control, as alternative and promising measure (Gronvold e/ al.,
1996, Hogsette, 1999, Samish and Rehacek, 1999). The research about of the
microorganisms use, in the control of the ticks, still is incipient, however, several
authors have been dedicating to the study of experimental infections of ticks with
bacteria and fungi (Biltencourt ef al., 1995; Kaaya e/ al., 1996) and more specifically in
dog’s tick (Estrada-Pefia e/ al., 1990; Casasolas, 1991), showing promising results.

The present workhas the objective, of determine the pathogenic activity of
the fungi M. anisopliae, M. flavoviride and B. bassiana under laboratory conditions, on
engorged females of R. sanguineus, {rom naturally infected dogs, in domicile behaviour,
of Paraiban Semi-Arid, Northeast of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Organisms. The strains were obtained from the Fungi Culture Collection,

Micoteca (URM), of the Depariment of Micology at the Federal University of
Pernambuco. The M. anisoplia¢c PL43, isolated from Mahanarva posticata, of the
Alagoas state), the M. flavoviride BR;, isolated from Schistocerca pallens, of the Rio
Grande do Norte state and the B. bassiana CL,, isolated from Castnia licus, of the
Pernambuco state, under the access numbers URM-3349, URM-3800 and URM-3447 ;

respectively.
- Preparation of the inoculum for the conidia production. For the fungus

M. anisopliae, the substratum brittle rice was used, for the M. flavoviride, the pea and
for the B. bassiana, the rice, being followed the methodology of Villas Boas ef al.

(1996).

Samples of Rhipicephalus sanguineus. For each treatment, five cq-gorg_ed
female and 200 mg of ticks eggs treated previously, with M. uniisopliae, M. flavoviride

and B. bassiana were used.
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(Hoogstraal, 1985). In Brazil, it is distributed in the whole national territory, although
the studies concerning its biology are scarce, causing the most severe infestation pictures
(Sartor el al., 1996).

The control of ticks is of greal importance for the tropical and sub-tropical
areas, mainly for the no environmental aggression. However, the still used methods, and

. many times in a randonly and indiscriminate way, are restricted to applications of
synthetic chemical products often associated with manage ways, which induce the
appearance of resistant ticks strains to the active chemical of these drugs (Bittencourt e/
al., 1994; Cuisance ef al., 1994; Kunz and Kemp, 1994, Monleiro et al., 1998).

Several methods were developed for the tick control (Garcia and Ozaki,
1993), however, not all was capable to solve the problem, whose immediate solution
always is the use of acaricides, determining, among other damages, environmental
pollution and permanence of residues in products of animal origin, turning like this, the
search of another alternatives for the control of the tick, a fundamental subject (Garcia
and Ozaki, 1993; Kunz and Kemp, 1994). The control of the arthropods populations,
should be also accomplished, with the purpose of reducing to its maximum levels of
population, always, respecting the integrity of the ecosystem and for this, it comes if
executing the biological control, as alternative and promising measure (Gronvold e/ al.,
1996, Hogsette, 1999; Samish and Rchacck, 1999). The rescarch about of the
microorganisms use, in the control of the ticks, still is incipient, however, scveral
authors have been dedicating to the study of experimental infections of ticks with
bacteria and fungi (Bittencourt e/ al., 1995; Kaaya e/ ai., 1996) and more spccifically in
dog's tick (Estrada-Peiia ef al., 1990; Casasolas, 1991), showing promising results.

The present workhas the objective, of determine the pathogenic activity of
the fungi M. anisopliae, M. flavoviride and B. bassianra under laboratory conditions, on
engorged females of R. sanguineus, from naturally infected dogs, in domicile behaviour,
of Paraiban Semi-Arid, Northeast of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Organisms. The strains were obtained from the Fungi Culture Collection,

Micoteca (URM), of the Department of Micology at the Federal University of
Pernambuco. The M. awnisopliae PLas, isolated from Mahanarva posticala, of the
Alagoas state), the M. flavoviride BR,, isolated from Schistocerca pallens, of the Rio
Grande do Norte state and the B. bassiana CL, isolated from Casinia licus, of the
_Pernambuco state, under the access numbers URM-3349, URM-3800 and URM-3447,

respectively.

Preparation of the inoculum for the conidia production. For the fungus

M. anisopliae, the substratum brittle rice was used, for the M. Sflavoviride, the pea and
for the B. bassiana, the rice, being followed the methodology of Villas Boas ef al.

(1996).

Samples of Rhipicephalus sanguineus. For each treatment, five cxxgo_rg_ed
female and 200 mg of ticks eggs treated previously, with M. anisopliae, M. flavoviride
and B. bassiana were used.
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Groups. Four groups were formed: a control, one that received a treatment
with M. anisopliae, other with M. flavoviride and another with B.bassiana.

Concentration of spores used. For preparation of the suspension the
methodology of Villas Boas ¢/ a/ (1996) was proceeded, and aller quantification, the
concentrations were adjusted to 7.85 x 10° conidia/ml for M. anisopliae, 2.54 x 10°
conidia/ml for M. flavoviride and 1.54 x 10° conidia/ml for B. bassiana.

Infection of engorged females of Rhipicephalus sanguincus. The ticks were
immersed, for five seconds, in 10 ml of the spores suspensions (Drummond ef a/. 1973,
Green and Connole 1981).

Evaluation of the isolates. After the infection, the females  of
R. sanguineus, were kept in a room to RH 88% and 27+1°C [or 28 days. The eggs, also,
stayed in this room for 21 days. The mortality and the ovopositing absence, in the
females, were checked every other day. To determine the prehaich period and the
percentage of the eclosion, the eggs were also observed every other day.

Statistical analysis. The pathogenic activily of the entomopathogenic fungi,
was demonsltrated, through the significant statistical difTerence, observed between the
control group and the treatments with the isolated ones used. The experiment followed a
randomized model, composed by 03 treatments (isolates) and 05 individuals in cach
ones. Means were compared by the Tukey test at 5% level of significance.

RESULTS

The pathogenic aclivity of M. anisopliac, M. flavoviride and B. bassiana,
on engorged females of R. sariguineus, was ilustrated in Table 1. Where could be
observed, pre-ovipositional period, ovipositional period, egg mass weight, production
index of eggs and control percentage. When analyzing the exposed data, it is eassy 1o
verify, the effective action of the fungi, mainly of B. bassiana.

Table 1
# Pathogenic activity of Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride
and Beauveria bassiana on engorged females of Rhipicephalus sanghineus under

laboratory conditions

Parameters Control M. anisopliae M. flavoviride B. bassiana
Pre-(-)vipositional 5.00c 6.00b 4.80c 8.00a
period (days)

Ovipositional period 12.00a 7.00b 11.40a 5.00¢

(days)

Egg mass weight 100.26a 52.67bc 68.00b 40.22¢

(mg)

Production index of E

eggs (%) 76.96a 40.28be 51.30b 29.77¢
79.43b 90.41a 93.90a

Control Percentage
(%)
Values followed by the different letters for line differ to each other at the level of 5%
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In relation to the biology of eggs of infected engorged females of
R. sanguineus, the Table 2 display with clarity the surprising action of the fungus
M. flavoviride on the other used fungi, although, it was verified the action of
M. anisopliae and B. bussiana.

Table 2
Pathogenic activity of Melarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride
and Beauveria bassiana on eggs of infected engorged females of Rhipicephalus
sanguineus under laboratory conditions

Paramelters Control M. anisopliae M. flavoviride B. bassiana
Prehatch period (days) 12.00d 15.00¢ 17.60b 20.00a
E;losion (days) 11.00¢ 16.00b 5.60d 19.00a
Percentage of eclosion (%) 99.80a 39.80b 17.00d 20.80¢

Values followed by the different letters for line differ to ech other at the level of 5%
DISCUSSION

Although it has not observed mortality rate in the treated groups, probably
due to the used dose, it was pointed out the effective action of the fungi on the diverse
phases of the biology of the R. sanguineus. The average ovipositional period, it was
increased in the treated groups in relation to the control, data registered by Bittencourt ¢t
al (1994), for Boophilus microplus treated with M. anisopliae, with exception for the
M. flavoviride group. The average ovipositional period in the treated groups, it
diminished to seven and five days in the treated groups with M. anisopliae and
B. bassiana, respectively, likely to that happened with ticks groups submitted at the
stress in the works of Singh and Chhabra (1991) and Bittencourt ef al. (1994), for the
species B. micropius, however, the treated group with M. Sflavoviride differed of the
control. The weight of the eggs mass, almost reduced a half in the treated groups in
relation to the control, mainly with the group treated with B. bassiana where there was a

reduction of approximately 60%.
The production index of eggs, was of 40.28%; 51.30%; 29.77% and

76.96%, for the treated groups with M. anisopliae, M. flavoviride, B. bassiana and the
control, respectively.

The control percentage in the treated group with the M. anisopliae and
M. flavoviride, was 79.43%; 90.41% and of 93.40% for the group treated with
B.bassiana.

The prehatch medium period in the treated groups, in relation to the control
presented a discreet increase, although, the found data are considered normal for the
species (Dipeolu, 1991; Belatto and Daemon, 1997). The observed data, are in
agreement with obtained by Bittencourt ef al. (1994), for the species B. microplus,
infected with M. anisopliae and by Monteiro el al. (1998), for R. sanguineus, infected
with M. anisopliae and B. bassiana. In this way, also, it happened with the average
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eclosion period, that showed in the treated groups, but in the group treated with
M. flavoviride presented shorts periods. The percentage of medium eclosion, it was
indeed reduced in the treated groups, data that corroborate Bittencourt ef al.(1994) for
B. microplus infected with M. anisopliae and Kaaya et al. (1996), for Rhipicephalus
apendiculatus  and  Amblyomma  variegatum, infected with B.  bassiana and
M. anisopliae. The smallest percentage was observed in the group infected with

M. flavoviride, that only reached 17%

Summarizing, the data obtained in this study suggests that the fungus
M. anisopliae and B. bassiana, are effective, even in the concentrations of 10° and at
natural temperature for ticks of the genus Rhipicephalus from semi-arid of Paraiba,
northeast of Brazil. And that M. flavoviride shaws good potential action on this tick,
shimmering in this sorts a new alternative for the control of this ixodid.
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Table 1
Pathogenic activity ol Afetarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride
and Beauveria bassiana on engorged females of Rhipicephalus sanguineus

under laboratory conditions

Paramelers Control M. anisopliae M. flavoviride B. bassiana
Pre-ovipositional ~ 5.00¢ 6.00b 4.80¢ 8.00a
period (days)

Ovipositional 12.00a 7.00b 11.40a 5.00¢
period (days)

Egg mass weight 100.26a 52.67bc 68.00b 40.22c
(mg)

Production index :

of eggs (%) 76.96a 40.28bc 51.30b 29.77¢
Control 79.43b 90.41a 93.90a

" Percentage (%)
Values followed by the different letters for line differ to each other at the
level of 5%
Table 2

Pathogenic activity of Metarhizium anisopliae, Metarhizium flavoviride
and Beauveria bassiana on eggs of infected engorged females of Rhipicephalus
sanguineus under laboratory conditions

Control M. anisopliac M. flavoviride B. bassiana

Parameters
Prehatch period (days) 12.00d 15.00¢ 17.60b 20.00a
Eclosion (days) 11.00c¢ 16.00b 5.60d 19.00a
17.00d 20.80c¢

Percentage of eclosion (%) 99.80a 39.80b

Values followed by the different letters for line differ to ech other at the level of 5%
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- Posteres

SESSAO DE POSTERES
As sessoes de posteres trazem, de forma conjunta, 0s trabalhos inéditos, submetidos pelos pesqui-
sadores, e os trabalhos da 102 Jornada Nacional de Iniciagao Cientifica, su bmetidos pelas Institui-
¢coes, que sdo identificados pela numeracdo acima de 10000 no seu c6digo, exemplo: 10002-G.5.3.
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CARACTERIZAGCAQ ENZIMATICA LIPOLITICA DE LINHAGENS DE
Metarivizium anisopliae var. acridum

U. L. Ferreira!, A, C.de Albuquerque’, E. A, de L, Alves-Lima', . C, Almeida?,
ﬁt’p:lrmmt.n[u de Micologia, Universidade Federal de Pernambuca. (50.670-420)

Recife, PE. ubiranyferreira @hotmail.com

‘Centro de Ciéncins Bioldgicas, Universidade Federal de Pemambuco. (50.670-42()

Rerife, PE, cezarioja@baol.com.br

Entre a diversidade de doengas que atacam os insetos, os fungos entomopatogénicos
merecem destagque, sendo responsivens por 80% das mesmas. Dos génerns com grande
importincia econdmica aqui no Brasil, incluem-se Merarhizinm, Cordveeps ¢ Beanveria,
que sho amplamente distribuidos na natureza ¢ encontrados nos solos, onde sobrevivem
porlungo perfodo, A patogenicidade de Meiariizium anisopiiae ji foi evidenziada em
mselos-praga como Deais flavapicra, Solenopsis sp, Redculitermes ﬂm ipes,

Coprotermes sp e outros. M. flavoviride estd sendo aplicado nos dias atuais como
bioinseticida em alguns paises arrirnnos. Paraque o fungo possa provocar doenga se laz
necessirie que cle penetre na cuticula do inseto, para tal, € necessdrio a produgiio de
enzimas que vio digerir a cuticuln. Algumas pesquisas apontam a existéncia de uma
correlagio positiva entre a produgiio elevada de enzimas “in vitra” e a elevada viruléncia
do fungo. & importante se desenvolver pesquisas para identificar linhagens com alta
produgdo enzimidtica, que poderi propiciar a seletividade das mesmas, na ulilizagio em
progrumas de controle bioldgico, sobre uma guantidade maior de pragas 1gri’|.ol:|s €
veterindrias. Com base em tais informagdes, este trabalho teve por objetivo determinar
a atividade lipolitica produzida por nove linhagens de M. amisopliae var, acridiom,
observadas durante 5, 10 e [5 dias em meio basal sélido. Para que se determinasse o
atividade lipolitica das linhagens (288, 288A, 291, 291B, 434, 434C, 442, 442D e
4397 inoculou-se discos das referidas linhagens em meio basal especifico e observou-se
a formagiio de halos de degradagio aos 5, [0 ¢ 15 dias apds o inoculagio, onde a sua
mensuragio foi realizada com o auxilio de uma régua milimetrada e os seus resultados
expressos em cm, com 6 repeligoes para cadu linhagem estudada, As linhagens 2884,
291B, 434C e 442D foram reisoladas de Boophilus microplus, Observou-se que aos 5
dias as linhagens 288, 288, ‘9] 2918, 434, 4340, 442, 442D ¢ 439 ppresentaran os
didmetros de 2,16, 2,39, .22, 2. 36 1.96.2.51, 1.28, 218 ¢ 047 em respectivamente,

Enquanto que acs 1 dias de observagio, as mesmas linhag am um didmetro
de halo respectivo de S, 2,10, 2.50, 4440 .34, Resuliados
sup\‘rluru Toram obscrvadm acs 15 dias, onde as linl tagen‘- acimacitadas apresentaram
os sepuintes diimetros: 4,62, 191, 2.72, 3.07, 495, 3.37, 2.20, 347 = 148
respectivamente. Conforme os dados obtidos pode-se cancluir que: a linhagem 434
demonstrou a maior atividode lipolitics aos 3 dius ¢ a linhagem 439 a menor, e que
todas as linhagens estudadas upresentaram atividade lipolitica nas condiges estabelecida
para este trabalbi.

Palavras-chave: Alividade lipolitica, controle bioldgico, fungo entomopatngénico,

EFEITO DO CONTROLE BIOLOGICO NATURAL E DO BACULOVIRUS
SOBRE Spodoptera frugiperda NA CULTURA DO MILHO

EFFECT OF NATURAL BIOLOGICAL CONTROL AND BACULOVIRUS ON
Spodoptera frugiperda ON MAIZE CROT

M, de L.C. Figueiredo!, A. M. P. M. Dias?, 1, Cruz'

'Embrapa Milhe e Sorgo, Caixa Postal 151, 35700-970, Scte Lagoas, MG
ude @enpms.gmbripa,be

* DEBE/UFSCar, Caixa Postal 676, [3565-905 Sao Carlos -SP

Este trabaltho teve como objetiva avaliar o impacto dos inimigos naturais associados ao
Baculovieus (2,5 x 10" poliedrosihectare) no controle da lngarta-do-cartucho, O
experimento foi conduzido em parcelas do milho BRS 3123 {6 fileiras de 4m) infestad;
(15 dias apds u germinugao) com posturas da praga dumatm’), O virus foi aplicado a
nlervalos de dois dias, iniciando dois dias apis a infestagiio ¢ terminando aos 16 dias,
Imediatamenie antes de cada aplicagio do Baculovirus, procedeu-se o coleta de todos
08 inselos presentes nas plantas de uma fileira escolhida ao acaso. As plantas foram
cobertas por sacos di plistico ¢ remaovidas para o laboratdrio, Coletas também foram
realizaclas 24 ¢ 72 horas apds a aplicagio do virus, Os insetos presentes foram eatalogados
e nocaso de 8 frugiperda, colocados em dieta anificial para o acompanhamento dos
Tatores de mortalichde. Dezoilo dias apds a infestagio foi avaliado o dano provocado
por &, frgipendc nas plantas araves de notas que variovam de 0(sem dano’a S (planta
morti). Nio houve diferenga significativa no dano ocasionado as plantas em todos os
tratamentos, cuja média obtida mas parcelas com aplicago do virus foi (48 ¢ nas parcelas
sem aplivagao (0,42, Esse resultado indica que outros futores de mortalidade estavam
atuundo na drea, De fato, o ndmero de lagartas coletadas antes das pulverizagies
deeresceu linearmente com o sumento do intervalo de tempo apés a infestagiio. Houve
uma presenca significativa do predador Dorw ureipes ¢ dos parasitdides Chelonns
Eiphosoma sp. e Campoletis flavicinese,

Palaveas-chaves: Controle microbiano, predodores, parasitdides.

S

EFEITO DE Bacillus thuringiensis var. isr is SOBRE NINFAS DE Pantala
flavescens (FABRICIUS, 1798) (ODONATA: LIBELLULIDAE).

EFFECT OF APPLICATIONS OF Bacillus thuringiensis var. israelensis ON
Pantala flavescens (FABRICIUS, 1798) (ODONATA: LIBELLULIDAE)
NYMPHS.

A.R. Fonseen'; N.M. Sanches'; M.C. Fonseca'; D.M. Quintilinno'; E. 8. da Silva'.
'Fundagiio Educacional de Divindpalis - FUNEDIUEMG, Centro de Pos-Graduagaa e
Pesquisa, Campus Universitdrio sin2, Bairro Jurdim Belvedere 11, CEFP 35500970,
Divindpolis, MG, E-mail alvsson @ funedi.edu.br.

Virias estaglies de piscicultura que trabalham com a produgio de alevinos ou prizes
ornamentais €m apresentade problemas relacionados com a predagio de larvas, pés-
larvas e alevinos por ninfas de insetos da Ordem Cidonata. Por virios anos, o controle
desses insetos no Drasil vem sendo realizado através da aplicagio de inseticidas quimicos
do grupa dos organo-fosforados, que emborn eficiente, estd proibido em virios paises
por causar a contaminagio da dgua ¢ a morte de parte do zooplincton. Dessa forma,
objetivou-se estudar o eleito de Baculus thurtngiensts var. fsraclensis de Barjue, sobre
ninfas de Pantala flavescens {Fabricius, 1798) (Odonata Libellulidae). Os experimentos
foram conduzidos em sala climatizada 2 25 = 2 °C, UR de 70 = 10 % e (otofase de |2
horas. Ninfas da espécie 22 flavescens foram individualmente acondicionadas em carxas
de isopor com capacidade para dois litros, contendo cada uma 500 ml de dgua livre de
cloro ¢, estando essas ne lerceiro, quinto e sélimo imstares, foram tatadas com B,
thuringiensis var, israclensis, em for, mul.n,m gramilada. O produto foi aplicada
diretamente no dgua do recipiente de o L em eoneentragio indicada para o contrale
de larvas de culicideos, duas concentragdes superiores e duas inferiores a es:
testemunha, onde ndo se aplicou o produto. Nos instares onde se aplicou o inseticida
microbiano as ninfas foram alimentadas somente com peixes recém-nascidos daespécie
Povcifie of, vivipara Schneider, 1801, sendo que nos demais adicionou-se 4 essa dieta
larvas de dipteros da familia Culicidae. As ovaliagbes foram renlizadas a 24, 48 ¢ 72
horas apds 2 aplicagio do produio, registrando-ge o niimero de inselos mortos em cada
tratamento, O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e quinze epeligées. Observou-se que niio houve efeito do produto microbiano
sobre o espléoie catudada, ndo sendo obse rvada mortalidade de individuos nos tratmentos
avaliados,

Pulaveas-chave: ibélula, preda

contrale bioldgico, pisciculiura.

BIOLOGICAL CONTROL OF NATIVE CURCULIONID LARVAE (Aegorhittis
superciffosus ¥ Otiorhinchus suleatns COLEOPTERA; CURCULIONIDAE)
TROUGH ENOMOPATOGENIC NEMATODES IN CHILE.

CONTROL BIOLOGICO DE LARVAS DE CURCULIONDOS (Aegorhinas
superciliosus Y Otiorhinchus suicatus COLEOPTERA: CURCULIONIDAE))
MEDANTE LA UTILIZACION DE NEMATODOS ENTOMOPATOGENOS
NATIVOS

A France ', M. Gerding' y E. Cisternas'
CRI Quilampu-INIA, casilla 426, Chilldn, Chile.
wlrunce @ quilamapu. inja.cl

Native curculionid larvae are considered important pests due to the intensive dumage in
different crops, such as pasture, cereals, and some fruit trees, In the South of Chile the
damage has heen incrensing considerubly in the last years, specially in crops such as
blueberry and raspherry, Species like O.sufeans  and A, supereilosns. were detected in
these erops cansing extensive rool damage and killing adull bunches, Three different
localities with these affected archards were selected for entomopathogenic nematode
trials, the nematode vsed was analive isolute (collected in Puerto Cisne, Chile), similar
e Steinerneme feltiae, and named Qu-N820. The nematodes were multiplied in Galteria
melfonelta larvae and applied on the plant surface at rates of 300.000 davers per square
meter. Each trial had adults" 1ramps, inorderto detect the emergeney after three morths,
The results indicane that the nematode was effective for each pest, reducing the aduls’
populations in an average of 70%. These biological control may be suitable for soil
dwelling larvae control, in areas were orchards like blucberry are expensive 1o replace.
Key waords: nematod, curculionid larvae, Steinernemi, blueherry
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AG.003

CONSUMO DE O,, GERMINACAOE YIRULENCIA DE
METARHIZIUM ANISOPLIAE EM CONIDIOS ARMAZE-
NADOS. Destéfano, R.H.R. & Messias, C.L. {Dep. Genéti-
ca e Evolugiio, IB, UNICAMP)

Metarhizium anisopliae faz parte de importante grupo de
agentes entomopatogénicos utilizados no controle de pra-
gas agricolas e em safide publica. Parimetros fisiolégicos
visando o armazenamento e a estzabilidade do indculo é de
interesse para a formulago de biopesticidas com o intuito
de utiliza¢do em larga escala. Conidios em glicerol € em
pasta aquosa, a temperatura de -200°C por 180 dias foram
avaliados quanto 4 germinagio, ao consumo de oxigénio
por respirometria diferencial e infectividade, em biocnsaios
sobre Panstrongylus megistus, vetor da doenca de Cha-
gas. Até 90 dias de armazenamento, o glicerol utilizado
como crioprotetor preservou o poder infectivo dos
conidios, onde a DL50 foi de 2,0x107 para conidios formu-
lados em glicerol e de 9,8x107 para os sem glicerol, apesar
da viabilidade ter decrescido em torno de 45% contra os
60% de perda para os ndo formulados, enquanto que o
consumo de O, sofreu redugio de 4 vezes para conidios
nao formulados. Apds 180 dias de armazenamento, os
parimetros fisiolégicos atingiram niveis muito baixos, onde
os conidios com uma viabilidade de 30% tiveram a capaci-
dade respiratdria reduzida em mais de 100 vezes. Os resul-
tados indicam que a atividade fisiolégica dos conidios to-
mada apenas pela capacidade germinativa, ndo deve ser
considerada como pardmetro para orientar sua utilizagao,
uma vez que esta caracteristica isoladamente ndo expressa
o poder entomopatogénico do fungo.

AG.004

ANALISE MORFOEPIGENETICA DE LINHAGENS SEL-
VAGEM E MUTANTE DE METARHIZIUM ANISOPLIAE.
Schneider, D.R.S.! & Messias, C.L.? (*Dep. Genética ¢ Evo-
lugdio, IB, UNICAMP)

Fungos filamentosos podem apresentar forma micelial e
leveduriforme como requisite da patogenicidade a plantas
¢ animais, exibindo morfologias distintas em cultura
submersa. Neste trabalho, analise morfoepigenética em |-
nhagens de Metarhizium anisopliae quanto 2 variabilida-
de na ocorréncia e desenvolvimento morfologico foi reali-
zada em diferentes meios de cultivos liquidos, 4 semelhan-
¢a da hemolinfa/cuticula de insetos e contiveram: licor de
milho, c.lactico e cloridrico, glicose, lecitina de soja, gema
de ovo, inositol, aminodacidos, CaCl,, sulfato aménio,
trealose, colageno, gelatina, quitina, vitaminas, extrato de
leveduras, farinha de milho, peptona, testando-se separa-
damente ou em combinagdes, sob ar atmosferico ou CO,,
com ou sem agitacdo. As estruturas morfologicas, medi-
das de massa micelial, variagio de pH, pressdo osmotica,
pigmentagdo de conidies, foram avaliados. Por
conidiogénese blastica, brotamento, fissdo, ou fragmenta-
¢do, propagulos como: conidios aéreos e submersos frag-
mentos de hifas, artrosporos, clamidosporos terminais e
intercalados foram obtidos preferencialmente em certas

condigGes de cultivo, 4 sernelhanga do processo infectivo,
¢ variou com a linhagem. Os resultados obtidos oferecem
importantes informagdes para estudos de micoses em
insetos, quanto ao aspecto genético e melhoramento.
'CAPES

AG.005

ACAO DE METARHIZIUM ANISOPLIAE, METARHIZIUM
FLAVOVIRIDE E BEAUVERIA BASSIANA SOBRE OVOS
DE BOOPHILUS MICROPLUS EM TEMPERATURA AM-
BIENTE. Luna-Alves Lima, E.A'; Ferreira, U.L ' & Athayde,
A.C.R.2 ('Dep. Micologia, UFPE; *‘Dep. Medicina Veterina-
ria, UFPB, Patos, PB)

A inclusio de bovinos especializados nos tropicos acen-
tuou a necessidade de se controlar as infestagbes por car-
rapatos. No Brasil este controle ¢ voltado para o Boophilus
microplus com o uso de acaricidas que contribuem para o
aparecimento de cepas resistentes ¢ compromelem a inte-
gridade do ecossistema. Para o controle de carrapatos, o
uso de fungos entomopatogénicos tém se¢ mostrado mais
promissor e biologicamente seguro. O trabalho avaliou a
patogenicidade in vitro de Metarhizium anisopliae,
Metarhizium flavoviride e Beauveria bassiana sobre ovos
de B. microplus, oriundos de f€meas selvagens, a tempe-
ratura ambiente. Os ovos foram tratados com suspensio
fingica de 108 conidios por mL, para posterior observa-
¢io de pardmetros biologicos. Os grupoes tratados com o
M. anisoplie mostraram 45,50 dias como periodo de incu-
bagdo, 13 dias como periode de eclosio e percentual de
eclosdo de 9,75%; para os grupos lratados com M.
flavoviride ¢ B. bassiana observaram-se os seguintes va-
lores 50,35 dias, 15 dias, 10% e 30,50 dias, 9,50 dias, 7,75%
respectivamente. Os resultados confirmam a patoge-
nicidade de M. anisoplie e B. bassiana, ressaltando a agiio
do M. flavoviride demonstrando assim, mais uma alterna-
tiva para o controle bioldgico do B. micrepius (P < 0,05).
CAPES

AG.006

COMPATIBILIDADE DE METARHIZIUM ANISOPLIAE
COM CARRAPATICIDAS QUIMICOS. Athayde, A.C.R.;
Guimaries, A.M.T.%; Queiroz, C.F*& Luna-Alves Lima, E.A?
('Dep. Medicina Veterinaria, UFPB, Patos, PB; *Dep.
Micologia, UFPE, Recife, PE)

O carrapato Boophiius micropius é um dos principais para-
sitas que afetam economicamente a bovinocultura. O con-
trole deste parasita tem sido feito com o uso de acaricidas,
elevando os custos de produgio, estimado em torno de um
bilhdo de délares para a pecuaria sul-americana. O presente
trabalho avaliou a compatibilidade quimica in vitro do fun-
g0 Metarhizium anisopliae, linhagem PL43, com os
acaricidas: Diclorvos asscciado a Cipermetrina (DC) e
Cipermetrina High Cis associada a Tiazoline (CT), em dife-
rentes concentragdes. Foram observados a germinagio apds
dezesseis horas; o crescimento; o percentual de esporulagio
e de toxicidade. Os resultados obtidos da maior concentra-
¢do em relagiio ao grupo controle foram 88,51% para a germi-
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Os meseidnicos sio betainas heterociclicas planas de cin-
co membros com caracteristicas estruturais que lhes con-
ferem atividades biologicas tais como antibacteriana,
antitumoral ¢ antifiingica. O objetivo deste trabalho foi
testar a agido do mesoibnico cloreto de 1-(4'-clorofenily4-
fenil-5(4'"-clorofenil)-1,2,4-triazdlio-2-tiol no controle de
Curvularia eragrostidis, Scytalidium lignicola e
Corynespora cassifcola. Discos de 5 mm de didmetro com
estruturas do fungo foram plaqueados em BDA, com o
composto nas concentragdes 0, 1, 10, e 100 ppm. O deline-
amento experimental foi inteiramente casualizado com ar-
ranjo fatorial constando de 4 repetigdes para cada concen-
traglo, mais testemunha. A avaliagio foi realizada 7 dias
apds, através de medigdes do crescimento micelial e con-
tagem do numero de esporos por placa. No crescimento
micelial diferiram estatisticamente da testemunha os isola-
dos §. lignicela ¢ C. cassiicola na concentragio a 100
ppm. Na contagem de esporos todos os isolados diferiram
cstatisticamente da testemunha na concentragéo a 100 ppm.
Os resultados sugerem teste de compatibilidade do pro-
duto com os hospedeiros especificos para verificagiio de
fitotoxidez, ja que o mesmo mostrou eficiéncia no controle
dos patogenos.

AG.023

INFLUENCIA DE G/GASPORA MARGARITA E DE ESPE-
CIES DE TRICHODERMA SOBRE O CRESCIMENTO DE
PLANTAS DE MANDIOCA CULTIVADAS EM SOLO IN-
FESTADO OU NAO COM FUSARIUM SOLANI. Laranjei-
ra, D.; Maia, L.C. & Menezes, M. (Dep. Agronomia, UFRPE,
Recife, PE)

A mandioca ¢ uma das principais [ontes de calorias na
alimentagdo humana ¢ animal. Entre as doengas que ata-
cam a cultura, destaca-se¢ a podridao radicular por F. solani.
Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de G.
margarita, T harcianum ¢ T. polysporum no desenvolvi-
mento das plantas e no controle da podriddo radicular, em
casa de vegetagdo, Mudas de mandioca da cv. 1zabel de
Souza, propagadas por estacas ou enraizamento de bro-
tos, foram inoculadas com G. margarita (100 esporos/vaso),
enquanto que a infestagdo do solo com Trichederma e F
solani ocorreu apoés 15 dias, depositando-se 40 ml da sus-
pensiic do indculo (106 conidios/ml) em um sulco distan-
ciado 5 cm do caule da planta. Aos 3 meses foram avalia-
dos: biomassa fresca da parte aérea (BFA) e da raiz (BFR),
severidade da doenga (SED), esporulagio (ESP) e coloni-
zagdo (COL) micorrizica, Os melhores resultados para BEA,
BFR ¢ SED ocorreram com plantas que receberam G.
margaritatTrichoderma, enquanto que para ESP o me-
lhor foi o que recebeu apenas G, margarita. Quanto a COL
nio houve diferenca entre os tratamentos. Os isolados de
G. margarita, T. harzianum e T. polysporum apreseniam
polencial para o controle da podridio radicular.

AG.024

CRESCIMENTO E VIABILIDADE DE BEAUVERIA
BASSIANA (CL!), METARHIZIUM ANISOPLIAE (PLA3)
E METARHIZIUM FLAVOVIRIDE (BR) EM DIFERENTES

SUBSTRATOS. Ferreira, U.L.' & Luna-Alves Lima, E A
('Dep. Micologia, UFPE, Recife, PE)

Os fungos entomopatogénicos sio considerados substitu-
tos em potencial dos inseticidas quimicos. Na busca de se
adequar a produgido de biomassa desses fungos em labora-
torio, para uso posterior em campo, se analisou o crescimen-
to e a produgdo conidial de B. bassiana, M. anisopliae ¢ M.
flavoviride em diferentes substratos naturais. As linhagens
fingicas estudadas foram obtidas da colegdo de cultura da
Micoteca (URM) da UFPE. O crescimento colonial foi avali-
ado através de medigbes das coldnias durante o periodo de
3 a 18 dias, em placas de Petri com BDA nas temperaturas:
ambiente, 25°C e 28°C; a produgdo de conidios nos diferen-
tes substratos (ervilha, soja, milho de munguza, arroz
parboilizado ¢ quebradigo) foi avaliada apés 15 dias de cres-
cimento & temperatura ambiente por quantificagdo e, a germi-
nagdo conidial foi analisada em placas de Petri com BDA. Foi
observado que B. bassiana ¢ M. anisopliae apresentaram o
maior crescimento 4 temperatura ambiente (28=2°C), a maior
produgio (97,85%) em milho de munguza ¢ a menor (71,80%)
em arroz quebradico foi atingida por M. flavoviride. Con-
cluiu-se que, as linhagens fingicas estudadas nas condi-
¢Bes propostas neste trabalho, demonstraram crescimento,
produgdo ¢ germinagic conidial satisfatdrias a serem
investigadas como pré-indculo para a produgio de biomassa.
CNPq

AG.025

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E PATOGENICA DE
ISOLADOS DE COLLETOTRICHUM GRAMINICOLA. Lima,
M.L.E.! & Menezes, M.? ('Dep. Micologia, CCB,UFPE, Reci-
fe, PE, Brasil; “Fitossanidade, UFRPE, Recife, PE, Brasil)

Foram estudadas as caracleristicas culturais (crescimento,
esporulagio e peso seco) e patogenicidade de nove isola-
dos de Colletotrichum graminicola, oriundos de diferen-
tes dreas produtoras de milho. Para o estudo, o fungo foi
cultivado em quatro meios de cultura (aveia, BDA, milho e
V-8). onde discos de micélio de Smm de didmetro foram trans-
feridos para placas de Petri com os diferentes meios, sendo
incubadas por sete dias a 25°C, sob luz continua. Foram
realizadas medigdes diarias do didgmetro das col6nias e, em
seguida, determinou-se a produgdo de esporos. Para avaliar
o peso seco, os isolados foram cultivados nos meios de
cultura j4 mencionados sem a adigdo do 4gar, onde discos
de micélio foram retirados de uma cultura jovem e transferi-
dos para frascos de Erlenmeyer contendo 60 mL de meios
de cultura ¢ incubados sob luz continua a 25°C, durante
sele dias. O meio de aveia induziu melhor crescimento e
esporulagio, enquanto os meios liquidos, aveia e V-8, pro-
porcionaram maior peso seco do fitopatdgenc. Na investi-
gagio sobre a patogenicidade dos isolados, testada em trés
cultivares de milho, utilizou-se uma concentragdo de 2,7x10¢
conidios/mL. Os isolados Cgr 8 e Cgr 9 foram mais
patogénicos as trés cultivares utilizadas.
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AG.026

ATIVIDADE ENZIMATICA POR DIFUSAOQ EM
SUBSTRATOS SOLIDOS DE ISOLADOS DE
COLLETOTRICHUM GRAMINICOLA, AGENTE CAUSAL
DA ANTRACNOSE DO MILHO. Lima, M.L.F.' & Menezes,
M. (‘Dep. de Micologia, CCB,UFPE, Recife, PE, Brasil;
*Fitossanidade, UFRPE, Recife, PE, Brasil)

Colletotrichum graminicola € referido como importante
patégeno causando a doenga conhecida como antracnose
ou poedridio do colmo, em diferentes cereais, principal-
mentc milho e sorgo. Investigou-se a atividade enzimatica
de nove isolados de C. graminicola procedentes de dife-
renles dreas produtoras de milho. Discos de micélio de
cada isolado foram transferidos para placas de Petri con-
tendo meios especificos para detecciio da alividade
proteolitica, amilolitica, celulolitica e lipolitica, avaliadas
alravés da degradagio dos substratos pelas enzimas es-
pecificas, utilizando carboidrato, cclulose e aminodcidos
como fonte de carbono. Os isolados Cgr 4 ¢ Cgr 6 apresen-
taram maior atividade proteolitica; Cgr 1 e Cgr 9 atividade
amilolitica; Cgr 1 e Cgr 3 atividade lipolitica; Cgr 2, Cgr 7,
Cgr 8 e Cgr 9 destacaram-se por apresentarem maior
atividade celulolitica,

AG.027

RESPOSTAS FISIOLOGICAS EM MUDAS DE MARACU-
JAZEIRO AMARELO INOCULADAS COM FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA) E SUBMETIDAS
A ESTRESSE HIDRICO. Cavalcante, U.M.T,'; Nogueira,
R.IM.C.'; Maia, L.C? & Santos, V.F3(*Dep,. Biologia, UFRPE;
*Dep. Micologia, UFPE; *IPA, PE)

O efeito da simbiose entre FMA e o maracujazeiro amarelo,
40 dias ap6s a inoculagio ¢ submetido a estresse hidrico
por 7 dias, foi estudado em experimento com delinecamento
inteiramente casualisado e arranjo fatorial, com dois trata-
mentos hidricos (com e sem estressc). triés FMA (Gigaspora
albida, G. margarita ¢ Glomus etunicatum), dois niveis de
indculo (200 e 400 esporos/planta) e um tratamento nfio ino-
culado, com 4 repetiges, Foi usado solo PVA (3 mg de P/
dm® de solo). Altura, 4rea foliar, biomassa seca, resisténcia
difusiva (Rs), transpiragio (E) e temperatura foliar (Tf) fo-
ram analisados. Nas mudas ineculadas o estresse nio afetou
o crescimento e as demais niio cresceram em ambas as con-
dicBes hidricas. As mudas associadas aos FMA e submeti-
das ao estresse tiveram maiores valores de Rs e Tf ¢ meno-
res taxas de E. Mudas inoculadas com G. emwnicatum apre-
sentaram menor Rs ¢ E em relagio as nao inoculadas. A Tf
foi mais elevada em mudas inoculadas com G. albida e G.
etynicatum, A micorrizagio beneficiou as mudas de mara-
cujazeiro promovendo o crescimento mesmo sob estresse
hidrico.

CNPg

AG,028

ALTERACOES DO pH EM SUBSTRATO COM SOLO ES-
TERILIZADO E ADUBADO COM BIOSSOLIDO, EM MA-
RACUJAZEIRO INOCULADO COM FUNGOS MICORRIZI-

COS ARBUSCULARES (FMA). Silva Nelo, J.P,'; Messias,
A8 & Cavalcante, UM.T.! ('Mestrando em Agronomia
Ciéncia de Solo, UFRPE; *Dep. Quimica, NPCIAMB,
UNICAP; *Dep. Biologia, UFRPE)

Foi avaliado, em casa de vegetagio, o efeito da adubagio
com biossolide ¢ inoculagio com FMA em maracujazeiro
amarelo sobre o pH do solo. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 2 [solo
esterilizado (SEST) ¢ niio esterilizado (SNEST)] 4 [equiva-
lentesa 0, 12, 24 36 1 ha'! de biossolido] 3 [inoculado com
Glomus efunicatum, Gigaspora margarita e controle] com
determinagdo do pH em dgua, aos 45 ¢ 90 dias apos o
transplantio. No SEST nfo adubado, o pH foi mais elevado
(5,64 € 5,70) do que no SNEST (4,95 ¢ 5,53) aos 45 & 90 dias,
respectivamente. Quande adubado com 12 tha' o SEST
leve pH mais elevado (5.37) do que o SNEST (5,14), aos 90
dias. A interagio entre a inoculagio com FMA c a esleriliza-
¢iio do solo, evidenciou pH mais clevado no SEST (5.21 e
5,36) do que no SNEST (4,73 e 5,2) das plantas inoculadas
com G. efunicatum aos 45 e 90 dias, respectivamente, O pH
do solo foi alterado com a esterilizagiio, com a menor dose
de adubagiio ¢ com a inoculacio com G. efunicatim, 6 que
nio foi verificado quando inoculade com G. margarita ¢
aplicadas doses mais clevadas de biossolido.

AG.029

FUNGOS ENTOMOPATOG ENICOS: UMA ALTERNATI-
VA PARA CONTROLE DO CARRAPATO BOVINO -
BOOPHILUS MICROPLUS DO MUNICIPIO DE RIBEI-
RAOQ, PE. Athayde, A. C. R.'; Ferrcira, U, L% Luna-Alves
Lima, E, A? ('Dep. Medicina Veterinaria, Univ. Federal da
Paraiba; ‘Dep. Micologia, UFPE)

Os carrapalos sdo importantes ecloparasilas em Areas
agropecudrias € sdo responsaveis por severas perdas
ccondmicas. Para se minimizar os danos na bovinocultura
e consequente ecotoxicidade, o uso de fungos
entomopatogénicos para o controle vém se consolidande
por sua seguranga biologica. O trabalho avaliou a agfio in
vitre dos fungos Metarhizium anisopliae, Metarhizium
Javoviride ¢ Beaitveria bassiana sobre cepas selvagens
de Boophilus microplus sob temperatura ambiente. As
teledginas foram tratadas com suspensdo fiingica de 108
conidies por ml, para posterior observagio de parimetros
biolégicos. O fungo B. bassiang apresentou um indice de
produgiic de ovos de 45,64%, M. flavoviride de 46,07% ¢ o
M. anisopliae de 64,94%. quanto ao percentual de contro-
le, este foi de 86,10%, 90,94% e 89.33% nos grupos trata-
dos respectivamente. Quanto a biologia de ovos oriundos
dessas fémeas infectadas os tratados com o M. flavoviride
apresentaram mator periodo de incubagfo (40 dias) e um
menor percenfual de eclosfo (13,75%). Os resultados con-
firmaram a patogenicidade dos fungos M. anisepliae ¢ B.
bassiana e indicam a potencialidade do Ffungo M,
[flavaviride no controle de carrapatos, ressaltando a sua
importincia no controle biolégico como entomopatbgeno
efetivamente vidvel (P< 0.05),

CAPES
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AG.030

CONTROLE BIOLOGICO DA MOSCA BRANCA
(BEMISIA SP.) PELO FUNGO METARHIZIUM
ANISOFLIAE. Freitas, F. M. R.; Ferreira, U. L., Athayde,
A.C.R. & Luna-Alves Lima, E, A. {Dep. Micologia, UFPE}

Por representar atualmente uma das mais sérias pragas da
agricultura mundial podendo ocasionar perdas de 40 a 70%
da producdo, a mosca-branca (Bemisia sp.) tem trazido
grandes preocupagdes. Neste trabalho foram realizados
estudos basicos para o controle biolégico da mosca-bran-
ca, onde se buscou utilizar neste experimento o fungo
enlomopatogénico Metarhizium anisopliae que tem um
bom potencial como bicinseticida, foi devidamente utiliza-
do. Apos a inoculagio do fungo e com as devidas obser-
vacdes fol constatado que o bioinseticida utilizado exerce
alguma influéncia, de forma que 72.60% do total de ninfas,
onde o fungo foi inoculado nfio evoluiram para adulto € ao
final do periodo de observagiio apresentavam-se invidveis,
enquanto que no grupo de ninfas onde o fungo ndo foi
utilizado, 70.75% do total evoluiram para adulto e as ou-
tras 29.25% ao final do periodo de observacio ainda per-
mancciam viaveis (PIBIC).
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