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Metarhizium anisopliae (DEUTEROMYCOTINA: HYPHOMYCETES) EM
SOLUCAO OLEOSA.
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Resumo:

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) (Fabricius, 1794) é uma
das principais pragas agricolas brasileiras responsavel por prejuizos a
cultura da cana-de-agucar, Saccharum spp. Nos Ultimos anos essa praga
tornou-se um dos principais focos de estudos envolvendo controle bioldgico.
Um biocontrolador amplamente utilizado atualmente €é o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, tornando a
presenca de agrotoxicos dispensavel. Visando testar sua eficacia, larvas de
terceiro instar da D. saccharalis foram submetidas a aplicacdo de conidios
do fungo M. anisopliae através do produto comercial METANAT CE
(suspensdo oleosa) e seu desenvolvimento foi acompanhado até
completarem a metamorfose. Apos as aplicacdes, observamos alteracdes
morfologicas internas e externas na D. saccharalis porém, a eficacia da
solucdo oleosa contendo conidios do M. anisopliae utilizada como
bioinseticida ainda exige novos testes.

Introducao

D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), popularmente conhecida como
broca-da-cana, € uma das pragas agricolas brasileiras responsavel por
inimeros danos a cultura de cana-de-acucar (VACARI et al.,, 2012). As
indUstrias sucroalcooleiras vém investindo cada vez mais em métodos de
controle biolégico para reducdo desta praga. Um dos principais métodos
principais de manejo € através da utilizacdo de organismos (predadores,
parasitas ou patdégenos) capazes de regular a populagcdo da praga em seus
diferentes estagios de vida.

Os metabdlitos produzidos, as proteinas, conidios e hifas dos fungos
auxiliam na patogénese do inseto de diversas formas. O fungo se associa a
cuticula do inseto, através de uma combinacdo de degradacdo enziméatica e
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pressdo mecanica, gerando uma vantagem em relacdo a virus e bactérias,
pois estes tem preferéncia no inseto por via oral. A colonizacao pelo fungo
se inicia no sistema tegumentar espalhando-se para os demais sistemas,
tais como, circulatério, reprodutor, respiratério, digestivo, nervoso e
imunoldgico, causando distlrbios fisicos no inseto. (SCHNEIDER et al.,
2013).

Materiais e métodos

Nesta pesquisa utilizaram-se larvas da D. saccharalis fornecidas pelo
Laboratério de Controle Bioldgico, Morfologia e Citogenética de Insetos
localizado no Bloco H-67, Sala 7-A da UEM. A suspenséo oleosa de fungos
(METANAT-CE) é do fabricante Natural Rural, com registro no MAPA N. 007
DE 17/05/99. Esta solucao foi solubilizada em agua destilada, na proporcéo
de 100mL para 0,5; 1,0 e 5,0mL de solucdo oleosa, foram obtidas as
concentracdes de 0,5; 1,0 e 5,0%, respectivamente. Para cada concentragcéo
utilizamos trés lotes (L1, L2 e L3) e um controle (C) separados em placas de
Petri contendo cada uma 10 larvas da D. saccharalis em terceiro instar. Sob
as larvas foi aplicado 0,7mL das diferentes concentracbes utilizando-se a
micropipeta Peguepet®, sendo no tratamento controle aplicado agua
destilada. Em seguida as larvas foram mantidas nas placas de Petri
contendo dieta artificial (HENSLEY & HAMMOND, 1968), permaneceram
acondicionadas em temperatura ambiente (25+£1°C), umidade relativa (UR)
de 70 £10% e fotofase de 12 horas. As larvas identificadas mortas apos 48
horas foram fixadas em Liquido de Bouin, armazenadas em alcool 70%,
incluidas em parafina e processadas no micrétomo Leica com cortes de 6um
de espessura, corados com Hematoxilina/Eosina e impregnacao de prata
pelo método de Grocott. Na sequéncia foram observadas e documentadas
fotograficamente através do microscopio Olympos CBA.

Resultados e Discussao

A atuacdo do fungo M. anisopliae nas larvas de D. saccharalis causou
alteracdes na sua morfologia externa impedindo a completa transicdo de
instar— ecdise — (Figura 1A e B). Observou-se 0s processos de extrusao e
esporulacdo em algumas pupas, confirmados pela formacdo dos micélios
laterais (Figura 1C e D). A cuticula nas larvas apresentaram coloragdo mais
escura devido a uma intensa melanizagdo, que segundo Hussein et al.
(2012) manifesta-se como um ataque direto do fungo ao sistema
imunologico do inseto (Figura 1B).

A coloragdo Gomori-Grocott cora o fundo de verde claro, os fungos de roxo
escuro e a musculatura de verde escuro (Figura 1G). Através dessa
coloragdo foi possivel a visualizacdo da estrutura reprodutiva do M.
anisopliae (Figura 1E). Como descrito por Schneider et al., 2013 os fungos
iniciaram a penetracao no inseto a partir da adesao com o material quitinoso,
atraveés da cuticula (Figura 1H). Foi possivel observar esporos ao redor das
fibras musculares e do corpo gorduroso (Figura 1F).
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Com relacdo a mortalidade os dados obtidos encontram-se representados
na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo da mortalidade de D. saccharalis em diferentes
concentragdes das solu¢des contendo conidios do fungo M. anisopliae.

Larvas em Mortalidade Mortalidade (%)

Solucéo 3° instar (inicio (quantidade)

do experimento)

Controle 30 03 10,0%
0,5% 30 04 13,3%
5,0% 30 05 16,6%
1,0% 30 15 50,0%

Figura 1 - Diatraea saccharalis que apresentaram alteracdes morfoloégicas  internas e
externas. (A) Ecdise Incompleta em larva na concen  tracdo de 0,5%. (B) Larva
melanizada, concentracdo de 1,0%. (C) Pupa apresent ando extrusédo do fungo,

concentracdo de 1,0%. (D) Pupa apresentando morfolo  gia incompleta na
concentracdo de 5,0%. (E) Larva na concentragdo 0,5 % corada com Grocott, aumento
de 20x (F) Larva na concentracdo 1,0% corada com Grocott, aumento de 40x (G) Larva
da concentracao de 1% corada com Grocott, aumentod e 20x (H) Larva na
concentracdo 0,5% corada com Grocott, aumento de 40x. ->=Micélios laterais;
CG=Corpo gorduroso; FM=Tecido muscular; Hi=Hifas; C  t=Cuticula.

Conclusodes

O fungo M. anisopliae em larvas de terceiro instar da D. saccharalis,
ocasionou visiveis alteracbes morfoldgicas internas e externas. No entanto,
considerando o indice de mortalidade a eficacia da solucdo oleosa como
bioinseticida ainda exige novos testes.
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