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saccharalis (FABR., 1794) (CRAMBIDAE: LEPIDOPTERA)
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Area e subérea: ciéncias biolégicas, biologia geral.
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Resumo:

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) causa severos danos a
cultura de cana-de-acucar, resultando em muitos prejuizos para produtores e
problemas para o setor sucroalcooleiro. Uma das alternativas para o controle
de Diatraea saccharalis foi o controle biologico utilizando o emprego de
fungos entomopatogénicos como a Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae. Para o bom crescimento desses micro-organismos, 0 meio de
cultivo deve conter todos o0s elementos essenciais para 0 Seu
desenvolvimento. Tendo em vista que a composi¢éo e/ou suplementacéo do
meio de cultura pode influenciar diretamente no crescimento e na sua
capacidade de viruléncia, objetiva-se neste trabalho avaliar se a
suplementacdo de meios de cultura com po corporal liofilizado de D.
saccharalis (PCDs) pode afetar a capacidade infectiva, ou seja, a viruléncia
da linhagem fungica M. anisopliae (MT), visando a utilizagdo deste processo
para o biocontrole de D. saccharalis. Para tal, foi realizado o cultivo do fungo
em quatro meios, sendo eles, meio minimo (MM), meio completo (MC), meio
minimo enriquecido com PCDs (MME) e meio completo enriquecido com
PCDs (MCE). Foram utilizados 12 individuos para cada tratamento para a
verificacdo da viruléncia dos fungos. A andlise de mortalidade demonstrou
gue MME ¢é estatisticamente semelhante ao MC com um tempo letal médio
de 92,84 demonstrando assim que o PCDs pode ser utilizado para melhorar
a viruléncia do M. anisopliae.

Introducéo

O controle biologico tem se tornado uma importante estratégia de controle
de pragas agricolas (PINTO et al., 2006). Nesse contexto, vale ressaltar que
um dos principais programas de controle bioldgico no Brasil visa a utilizacéo
de fungos entomopatogénicos, sendo o0s mais estudados Metarhizium
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anisopliae e Beauveria bassiana (ALVES et al., 2008). A composi¢cao do
meio de cultura influencia diretamente o crescimento, tendo em vista que M.
anisopliae desenvolve-se nos mais diversos meios de cultura (HUBER,
1958). Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar se a
suplementacdo de meios de cultura com po corporal liofilizado de D.
saccharalis poderia afetar a capacidade infectiva, ou seja, a viruléncia da
linhagem fungica M. anisopliae MT, visando a utilizacdo deste processo para
o biocontrole de D. saccharalis.

Materiais e métodos

Foi utilizada a linhagem Metarhizium anisopliae MT pertencente a Colecao
de Micro-organismos Endofiticos e Ambientais do Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (CMEA/LBIOMIC-UEM), originalmente isolada do
inseto Deois spp. (Hemiptera: Cercopidae) e fornecida pelo Laboratério de
Micro-organismos da ESALQ-USP. Os insetos em fase larval ou pré-pupa de
D. saccharalis foram fornecidos pelo Laboratério de Morfologia e
Citogenética de Insetos da Universidade Estadual de Maringa, com criacao
seguindo as recomendacdes de Parra (1999).

Foram utilizados insetos adultos congelados, os quais foram submetidos a
liofilizacdo no equipamento Christ Alpha 2-4 LDplus sob temperatura de -
50°C (0,040 mbar), e sendo mantidos nestas condicbes por 4 dias. Apos
este periodo, os insetos foram macerados utilizando cadinho e pistilo, a fim
de se obter o PCDs, sendo liofilizado novamente para retirar a umidade
remanescente do pé (ANJOS et al. 2017). Para o crescimento da linhagem
de M. anisopliae foi utilizado o Meio Completo (MC), Meio Completo
Enriquecido com o PCDs (MC+E), Meio Minimo (MM) e Meio Minimo
Enriguecido com o PCDs (MM+E). O PCDs foi utlizado para o
enriquecimento dos meios MC+E e MM+E na concentracdo de 1g/L
(PONTECORVO et al., 1953). Foram utilizados 12 individuos para cada
tratamento (controle apenas com solugéo salina) em triplicata, totalizando
180 individuos por grupo os quais foram inoculados. Os individuos foram
mantidos em recipientes de polietiieno com algoddao umedecido para
manutencdo da umidade. Os recipientes foram mantidos em incubadora
biolégica nas seguintes condi¢fes: 25°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotoperiodo de 12 horas.

Os dados foram analisados pelo software R (R Core Team, 2020), com o
editor RStudio (RStudio Team, 2020), utilizando o pacote “ecotoxicology”
(GAMA, 2015). Para o calculo da TL50 (tempo letal médio), foi utilizada a
regressado de probit (unidade probabilistica). O teste estatistico para verificar
0 ajuste dos dados ao modelo probit € o Qui-quadrado (X2), o qual verifica
se as mortalidades esperadas e observadas sdo condizentes. Assim, a
hipétese HO é esperada (p>0.05)

Resultados e Discusséao
A avaliacdo da mortalidade de larvas de D. saccharalis com os meio minimo
suplementado com PCDs foi estatisticamente significativo. A andlise foi
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realizada durante 7 dias, com contagem diaria do niumero de larvas vivas e
mortas. Os resultados foram apresentados na Tabela 1.
Tabela 1. Percentual da Taxa Letal média (TLso) do fungo entomopatogénico

Metarhizium anisopliae sobre pupas de Diatraea saccharalis em diferentes
meios de cultura.

Tratament  n Inclinaca TLso (1C95)" X*  p-valor
0 0 (xEP)

MM 30 7,59+15, 81,75%(72,20;90,7 124 1
98 6)2P 9,34

MC 30 17,15+2, 92,77+(85,73;99,2 3.87 0.432
53 7)?

MME 30 19,69+2, 92,84£(85,74;98,9 1,62 0,102
12 6)°

MCE 30 7,55+8,5 74,67+(65,75; 83,4 362, 1
5 9)° 79

n: Numero de insetos utilizados; EP=erro-padrdo; IC: Intervalo de confianga; X2: Qui-quadrado; (*): Diferenca
significativa com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade.

Aplicando os testes estatisticos para o célculo do tempo letal médio, consta-
se que MME é estatisticamente semelhante ao MC. Dos Anjos (2017)
apresentou resultados significativos para MME, sendo ele de maior destaque
guanto ao crescimento, viabilidade e velocidade de germinacdo dos
conidios. De acordo com Ledo et al. (2011), o fungo M. anisopliae pode
reagir de diferentes maneiras de acordo com as condi¢cdes de cultivos,
podendo desencadear expressfes variadas em seus genes. Para romper a
cuticula dos insetos alvos os fungos entomopatogénios produzem
peptidases, sendo a Prl uma das mais estudadas em M. anisopliae, a qual é
retraida na presenca de excesso de nutrientes e induzida em condicoes
menos favoraveis, como em meios pobres nutricionalmente (REZENDE et
al., 2009). Entao pode-se supor que por conta de uma interacao entre o meio
completo, PCDs e fungo, a viruléncia do fungo foi comprometida, diferente
do observado em meio minimo com adicédo de PCDs.

Conclusbes

Foram observados resultados de aumento de viruléncia do fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae, meio de cultura completo e meio
de cultura minimo suplementado com po6 corporal liofilizado de Diatraea
saccharalis, apresentando um bom potencial biotecnoldgico quanto ao
controle do inseto praga D. saccharalis, popularmente conhecido como
broca-da-cana.
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